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Resumo

Moraes RP. O papel dos marcadores MMP-9, TIMP-1, RECK e miR-338-3p no
diagnostico e progndéstico do cancer de préstata [Tese]. Sao Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2021

INTRODUGCAO: O cancer de préstata (CaP) é a segunda neoplasia maligna mais
diagnosticada na populacdo masculina. Embora a dosagem do antigeno prostatico
especifico (PSA) seja universalmente aceita nos protocolos de rastreamento do CaP
e como fator progndstico, este marcador apresenta algumas limitacdes, sendo
responsavel por um numero grande de bidpsias prostaticas desnecessarias. Novos
marcadores biolégicos com a intencdo de aumentar a acuracia no diagnéstico da
doenca clinicamente significante vém sendo buscados. A metaloproteinase de matriz
tipo 9 (MMP-9) tem sido implicada no processo de desenvolvimento e de progresséo
de alguns tipos de canceres. Alguns inibidores endégenos da MMP-9, dentre eles o
inibidor tecidual de metaloproteinase tipo 1 (TIMP-1), a proteina indutora de reversao
rica em cisteina com dominio Kazal (RECK) e o microRNA 338-3p (miR-338-3p), por
outro lado, tém sido estudados como possiveis fatores protetores. O objetivo do
estudo foi avaliar o papel da MMP-9 e de seus reguladores (TIMP-1, RECK e miR-
338-3p) para o diagnostico e progndstico do CaP. METODOS: Foram selecionados
134 pacientes submetidos a bidpsia transretal da préstata guiada por ultrassonografia
para analise de expressao tecidual pelo método de gRT-PCR (61 casos x 73
controles); destes pacientes, foram selecionados 90 (45 casos e 45 controles) para
analise de expressdo proteica em amostras de urina pelo método de ELISA.
RESULTADOS: Quanto a expressao tecidual dos genes e miRNA, aproximadamente
58% dos pacientes foram superexpressos para MMP-9, enquanto 73%, 65% e 69%
foram subexpressos para TIMP-1, RECK e miR-338-3p, respectivamente. O miR-338-
3p apresentou menor expressao nos pacientes com nivel de PSA> 20ng/mL (p=0,045)
e toque retal anormal (p = 0,006), enquanto o RECK teve uma maior expressao nos
pacientes com toque retal anormal (p = 0,01) e TIMP-1 foi mais expresso nos
pacientes do grupo 5 da International Society of Urological Pathology (ISUP) (p =
0,01). N&o foi identificada diferenca estatistica nos niveis das proteinas MMP-9, TIMP-
1 e RECK em amostras urinarias entre casos e controles, com nivel de expresséo
para MMP-9 de 1,78 + 1,00 versus 1,45 = 0,98; p=0,130 (casos versus controles).
CONCLUSAOQ: Encontramos um perfil de superexpressdo para MMP-9 e de
subexpressao para TIMP-1, RECK e miR-338-3p em amostras de tecido prostéatico de
pacientes com CaP. Observamos uma maior expressao urinaria da proteina MMP-9
nos pacientes portadores de CaP. Nao pudemos definir de forma consistente esses
perfis de expressdo como fatores prognaosticos.

Descritores: Cancer de préstata; Bidpsia guiada por imagem; Marcadores biolégicos;
Metaloproteinases de matriz; Inibidores teciduais de metaloproteinases; MicroRNA



Summary

Moraes RP. The role of MMP-9, TIMP-1, RECK, and miR-338-3p for the diagnosis and
prognosis of prostate cancer. [Thesis]. Sado Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo”; 2021.

INTRODUCTION: Prostate cancer (PCa) is the second most frequent malignancy
found in men worldwide. Although the level of prostate specific antigen (PSA) is
universally accepted for PCa screening and prognostic definition, it has some
limitations and has found to be responsible for a large number of unnecessary prostate
biopsies. New biomarkers aiming to increase the accuracy for the diagnosis of clinically
significant disease are being continually researched. The matrix metalloproteinase
type 9 (MMP-9) protein has been implicated in the process of development and
progression of some types of cancers. On the other hand, some endogenous inhibitors
for MMP-9, including the tissue inhibitor of metalloproteinase type 1 (TIMP-1), the
reversion-inducing-cysteine-rich protein with Kazal motifs (RECK), and the microRNA-
338-3p (miR-338-3p), have been studied as possible protective factors. The aim of the
study was to evaluate the role of MMP-9 and its regulators (TIMP-1, RECK, and miR-
338-3p) for the diagnosis and prognosis of PCa. METHODS: One hundred thirty-four
patients submitted to a transrectal ultrasound-guided prostate biopsy were selected for
analysis of tissue expression using the real-time reverse-transcriptase polymerase
chain reaction (qQRT-PCR) method (61 cases, 73 controls); of these patients, 90 (45
cases and 45 controls) were selected for analysis of protein expression in the urine
using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method. RESULTS: As for
tissue expression of genes and miRNA, approximately 58% of patients with PCa
presented overexpressed MMP-9, while 73%, 65%, and 69% had underexpressed
TIMP-1, RECK, and miR-338-3p, respectively. MiR-338-3p was expressed to a lesser
degree in patients with PSA level > 20 ng/mL (p = 0.045) and abnormal digital rectal
examination (p = 0.006), while RECK was expressed to a higher level in patients with
abnormal digital rectal examination (p = 0.01), and TIMP-1 was expressed to a higher
level in patients in the grade group 5 of the International Society of Urological
Pathology (ISUP) (p = 0.01). No statistical differences were identified in the levels of
MMP-9, TIMP-1, and RECK proteins in urine between cases and controls with an
MMP-9 expression level of 1.78 £ 1.00 versus 1.45 + 0.98; p = 0.130 (cases versus
controls). CONCLUSION: We found an overexpression profile for MMP-9 and an
underexpression profile for TIMP-1, RECK, and miR-338-3p in prostatic tissue from
patients with PCa. We observed a higher urinary expression of the MMP-9 protein in
patients with PCa. We were unable to consistently define these expression profiles as
prognostic factors.

Descriptors:  Prostate cancer; Image-guided biopsy; Biomarkers; Matrix
metalloproteinases; TIMP proteins; MicroRNA
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1. INTRODUCAO
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1.1 Dados epidemiol6gicos

O cancer de prostata (CaP) é a segunda neoplasia maligna mais diagnosticada
na populacdo masculina, sendo a mais comum nos paises mais desenvolvidos. Norte
Europeu, Europa Ocidental, Caribe e Nova Zelandia/Australia sédo as regiées com as
maiores taxas; as menores sdo encontradas na Asia (Figura 1). Em 2020, foram
estimados 1.414.259 novos casos de CaP em todo o mundo, o que representa 7,3%

de todos os canceres em homens @,

Prostate

Northern Europe Ireland |-- 83,4
Western Europe

Caribbean
Australia/New Zealand
Maorthern America
Southern Africa
South America
Southern Europe
Micronesia/Polynesia
Eastern Europe
Central America
Middle Africa
Melanesia

Western Africa
Western Asia
Eastern Africa . 16.3--1 Zimhabwe
Eastern Asia
Northern Africa
South-Eastern Asia
South Central Asia

Age-standardized (W) rate per 100,000

Incidence _ Mortality

Figura 1. Incidéncia e mortalidade globais do CaP (extraida de Sung et al — 2021)
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No Brasil, € o cancer mais comum entre os homens em todas as regides,
excluindo o cancer de pele ndo melanoma. Estimam-se 65.840 novos casos desta
neoplasia para cada ano do triénio 2020-2022, correspondendo a um risco estimado
de 62,95 novos casos a cada 100 mil homens (Figura 2). A Regido Nordeste é a que
apresenta um maior risco estimado (72,35/100 mil) enquanto a Regido Norte é a que

apresenta o menor risco (29,39/100 mil) ).

Prostata 65.840 29,2% Homens
Colon e reto 20.520 9,1%
Traqueia, brénquio e pulmao 17.760 7,9%
Estdbmago 13.360 5,9%
Cavidade oral 11.180 5,0%

Esofago 8.690 3,9%

Bexiga 7.990 3,4%

Linfoma nao Hodgkin 6.580 2,9%
Laringe 6.470 2,9%

Leucemias 5.920 2,6%

*NUmeros arredondados para multiplos de 10.

Figura 2. Distribuicdo dos 10 tipos mais frequentes de cancer estimados para cada
ano do triénio 2020-2022 no Brasil excluindo o céancer de pele ndo-melanoma
(extraida de Ministério da Saude - INCA - Estimativa 2020).

1.2 Fatores de risco

A etiologia do CaP é multifatorial e ainda ndo totalmente conhecida. Alguns
fatores de risco sdo reconhecidos: idade, historia familiar, etnia, tabagismo,
obesidade, fatores dietéticos, além de fatores genéticos como mutacdes em genes de

reparo do DNA (BRCA1 e BRCA2, entre outros) @ 3.
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O risco de desenvolver a doenca aumenta consideravelmente apés os 50 anos
de idade para os pacientes de cor branca e sem historia familiar da doenca; para os
pacientes de cor negra e com historia familiar, esse risco comeca a aumentar aos 40
anos. Achados incidentais de CaP em idades inferiores a 30 anos foram
demonstrados em estudos a partir de autdpsias, com aumento das taxas de

prevaléncia a cada década de vida @ 4.

Pacientes com historia positiva para CaP em pai ou um irméo apresentam um
risco de desenvolver a doenca 1,8 vezes maior que 0s que ndo apresentam historia
familiar; nos homens com o pai e um irm&o acometidos, esse risco aumenta para 5,5

vezes, enquanto aqueles com 2 irméos acometidos apresentam risco 7,7 vezes maior

(5.6),

Homens afro-americanos, quando comparados a homens brancos, geralmente
desenvolvem o CaP em idades mais jovens, além de apresentarem doenca com maior

risco de progressao e de necessidade de tratamento definitivo ().

Além dos fatores ja citados, fatores dietéticos também séo relacionados ao
desenvolvimento do CaP ou a um pior prognéstico da doenca. Dietas ricas em
proteina, gordura e carne vermelha sdo alguns dos fatores relacionados ®. Por sua
vez, 0 aumento no indice de massa corporea aumenta o risco de mortalidade pelo

CaP, assim como a chance de desenvolver recidiva bioquimica ©.

Os defeitos nos genes de reparo do DNA, ja bem estabelecidos como fatores
de risco para os canceres ginecoldgicos, vém sendo reconhecidos nos ultimos anos

como fatores de risco para o desenvolvimento do CaP, além de conferirem um pior
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prognaéstico para a doenca (maior risco de progressao e morte), em especial defeitos

no gene BRCA2 (0. 11),

1.3 Diagnéstico

O diagnodstico do CaP depende da confirmagdo histopatoldgica a partir da
bidpsia da prostata (BP) guiada por ultrassonografia, seja ela por via transretal
(BTRUS) ou transperineal (BTPUS), indicada nos casos de suspeita da neoplasia
(elevacao do antigeno prostético especifico (PSA) e/ou toque retal da préstata (TR)

alterado) (12.13),

A busca por antigenos prostéticos para finalidades diversas (estudo do CaP,
da infertilidade, como prova forense) data do inicio dos anos 1960s, mas apenas no
ano de 1980 o PSA foi identificado em amostras de sangue de pacientes com CaP
metastatico ¥, Sua utilizacdo na pratica clinica no inicio dos anos 1980s revolucionou
a histéria do CaP devido ao aumento da sua taxa de deteccdo, responsavel pelo

aumento da incidéncia desta neoplasia que ocorreu neste periodo (19,

O PSA é uma serina protease produzida especificamente pelas células
epiteliais do tecido prostético, cuja concentracdo pode estar elevada em inUmeras
condicbes, dentre elas a hiperplasia prostatica benigna (HPB) e o CaP.
Aproximadamente 90% dos pacientes com idade igual ou superior a 50 anos
apresentam niveis de PSA abaixo de 4,0ng/mL, valor frequentemente utilizado como

ponto de corte para a realizacédo da BP (19),
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A dosagem do PSA apresenta sensibilidade de aproximadamente 20% e
especificidade de 60 a 94% para o diagnostico do CaP utilizando como ponto de corte
um nivel de 4ng/mL. Uma tentativa de aumentar a sensibilidade do método com a
reducdo do limite do valor do PSA aceitavel pode, no entanto, reduzir a sua

especificidade e elevar a chance de deteccdo de doenca clinicamente insignificante

(17,18)

Contudo, alguns artificios podem ser utilizados com a intencao de aumentar a
especificidade do exame sem comprometer a sua sensibilidade (relagdo PSA livre/
PSA total, densidade do PSA (PSA/ volume da glandula), velocidade de aumento do

PSA, além do ajuste dos valores para a idade) 7.

Apesar dessas manobras utilizadas para melhorar sua especificidade, o PSA
permanece como um marcador falho para o diagnostico do CaP. Formulas
matematicas que levam em considerag¢do os valores do PSA e de suas isoformas
(Prostate Health Index (PHI) e 4Kscore) tém mostrado resultados superiores aos
obtidos com a dosagem do PSA total e de sua fracdo livre, com reducdo no nimero

de bidpsias e de tratamentos desnecessarios 9.

O PHI é um marcador composto que leva em consideragdo o PSA total, a fracédo
livre do PSA e o [-2] pro-PSA (p2PSA) como parte de uma formula matematica.
Quanto maior o ponto de corte utilizado para indicacdo da BP, menor a chance de
resultados negativos, assim como menor € a chance de diagnostico de doencga

clinicamente insignificante 2% 23,

O 4Kscore € um teste que associa a quantificacdo de 4 calicreinas (PSA total,

PSA livre, PSA intacto e calicreina humana 2 (hK2)) a dados clinicos como idade,
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achados do exame do TR e historia de biopsia prévia. Quanto maior o ponto de corte
utilizado, maior o numero de bidpsias evitadas. A utilizacdo de um ponto de corte de
7,5% é capaz de evitar 32,2% das bidpsias, com retardo no diagnostico de doenca
clinicamente significante em 4,8% dos casos (grupos 2 ou 3 da International Society

of Urological Pathology (ISUP)) (22:23),

O exame do TR, por sua vez, apresenta uma sensibilidade de 51% para o
diagnostico do CaP e uma especificidade de 59%, com valor preditivo positivo de 41%

e valor preditivo negativo de 64% @4,

A BTRUS é um procedimento invasivo que apresenta taxas de até 30% de falha
em detectar o CaP @3, A BTPUS, embora também represente um procedimento
invasivo, tem conferido menores taxas de complicacdes, além de uma maior
possibilidade de diagnéstico de lesGes anteriores e menor taxa de upgrading pés

prostatectomia radical (PTR) 3.

A realizacao da ressonancia magnética (RM) multiparamétrica da préstata com
protocolos especificos para a deteccdo da doenca, utilizada para orientar a BP, pode
aumentar as taxas de detec¢éo de doenca clinicamente significante e reduzir as taxas

de deteccdo de doenca clinicamente insignificante (2627,

Apesar do beneficio incontestavel deste método de imagem para orientar tanto
a indicacdo quanto a execuc¢ao do procedimento de BP, ha uma grande variabilidade
interobservador nos resultados, principalmente em centros com menor experiéncia em

sua realizagdo @8).

Varias séo as complicacdes relacionadas a BP como dor, hematuria (até 84%),

sangramento retal (até 45%), hemospermia (até 92,6%), sintomas do trato urinario
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inferior (até 25%), retencdo urinaria aguda (até 6%) e infeccédo do trato urinario (até
17,5%). Embora sejam altas as taxas de complicacdes associadas, menos de 4% dos

pacientes submetidos ao procedimento necessitardo ser hospitalizados 9.

Com a utilizacdo da BP orientada pela RM, também é possivel reduzir de forma
expressiva estas taxas de complicacdes devido a redugcdo no numero de fragmentos

prostaticos obtidos por este método quando comparado a BP sistematica padrdo G0,

1.4 Fatores progndsticos

O prognéstico da doenca depende basicamente do grau de diferenciacao
histoldgica (escore de Gleason / Grupo ISUP) (Tabela 1) ©b, do seu estadio tumoral

(classificacdo TNM) (Tabela 2) 42, e do nivel do PSA.
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Tabela 1. Definicdo histoloégica do novo sistema de classificacdo do CaP — ISUP

(2014).
G Escore de Gleason Apenas glandulas bem formadas discretas
rupo 1 6
Glandulas predominantemente bem formadas
Escore de Gleason A
Grupo 2 _ com menor componente de glandulas
3+4=7 : o
malformadas/fundidas/cribriformes
Escore de Gleason Glandulas predominantemente malformadas/
Grupo 3 fundidas/cribriformes com menor componente

4+3=7

de glandula bem formada *

Escore de Gleason
Grupo 4 8
(4+4, 345, 5+3)

Apenas glandulas malformadas/fundidas/
cribriformes; Glandulas predominantemente
bem formadas e componente menor sem
glandulas ** ou Predominantemente auséncia de
glandulas e menor componente de glandulas
bem-formadas **

Escore de Gleason

Grupo 5 9-10

Auséncia de formacéo de glandula (ou com
necrose) com ou sem glandulas mal formadas /
fundidas / cribriformes *

*Para casos com> 95% de glandulas malformadas / fundidas / cribriformes ou falta de
glandulas em uma biopsia por agulha ou em prostatectomia radical, 0 componente <5%
de glandulas bem formadas néo é considerado no grau.

**Glandulas malformadas / fundidas / cribriformes podem ser um componente menor.
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Tabela 2. Classificagdo TNM para o CaP de acordo com o American Joint Committee
on Cancer (AJCC) — 82 edicéao.

Categoria Critério
Clinico (cT)
Categoria T

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado

T0 Sem evidéncia de tumor primario

T1 Tumor clinicamente inaparente, ndo palpavel

T1a Achado de tumor incidental em 5% ou menos do tecido
ressecado

T1ib Achado de tumor incidental em mais que 5% do tecido
ressecado

Tic por e}gulha, encontrado em 1 ou ambos lados, porém néo
palpavel

T2 Tumor palpavel e confinado a préstata

T2a Tumor envolve metade ou menos de um dos lados

T2b Tumo‘r envolve mais da metade de um dos lados, mas néo
0s dois lados

T2C Tumor envolve os dois lados

T3 Tumor extraprostético gue ndo é fixo ou nado envolve
estruturas adjacentes

T3a Extensao extraprostatica (unilateral ou bilateral)

T3b Tumor invade uma ou ambas vesiculas seminais
Tumor fixo ou invade estruturas adjacentes outras que nao

T4 as vesiculas seminais, como esfincter externo, reto,

bexiga, musculo elevador, e/ou parede pélvica

Patolégico (pT)

Categoria T
T2 Orgao confinado
T3 Extensdo extraprostatica
T3a E)_(tensép (_axtraprostética _(unilateral ou bilateral) ou invasao
microscopica do colo vesical
T3b Tumor invade uma ou ambas vesiculas seminais
Tumor fixo ou invade estruturas adjacentes outras que nao
T4 as vesiculas seminais, como esfincter externo, reto,
bexiga, musculo elevador, e/ou parede pélvica
Categoria N
NX Linfonodos regionais ndo foram avaliados
NO Auséncia de linfonodos regionais positivos
N1 Metastases em linfonodos regionais
CategoriaM
MO Auséncia de metéstases a distancia
M1 Metastases a distancia
Mla Linfonodos n&o regionais
M1b Ossos
Mlc Outros sitios com ou sem doenca éssea
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O escore de Gleason foi um sistema de classificacéao histolégica para o cancer
de prostata publicado por Donald F. Gleason em 1966 a partir do estudo de espécimes
de BP por agulha, de resseccao transuretral da prostata e de PTR de 270 pacientes.
Foram propostos 5 padrfes ou graus, onde o escore final correspondia ao somatorio
dos dois padrbes mais frequentes. Essa classificacdo proposta sofreu algumas
modificacdes nos quase 50 anos seguintes, dando origem em 2014 ao sistema

atualmente utilizado pela ISUP (Tabela 1) (Figura 3) G%33),

D.F. Gleason, MD

Weinzer | Visual Media
© 2015 Indiana University

Figura 3. Padrbes histologicos do CaP: a esquerda, o diagrama original do
sistema de classificacdo de Gleason; a direita, o diagrama esquematico ISUP
Gleason modificado (extraida de Epstein et al — 2016)
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De acordo com estes parametros (TNM, escore de Gleason / Grupo ISUP) e
PSA), a European Association of Urology estratifica os pacientes como riscos baixo,
intermediario e alto para recidiva bioquimica na doenca localizada ou localmente

avancada ©).

Risco baixo seriam considerados os pacientes com tumores cT1-T2a, escore
de Gleason até 6 (grupo ISUP 1) e PSA menor que 10 ng/mL; risco intermediario,
agueles com tumores cT2b, escore de Gleason igual a 7 (grupos ISUP 2 e 3) e PSA
de 10 a 20 ng/mL (pelo menos 1 dos critérios, na auséncia de critério de alto risco);
risco alto, quando apresentarem tumores cT2c-T4, presenca de linfonodos
acometidos (N+), escore de Gleason maior ou igual a 8 (grupos ISUP 4 e 5) e PSA

maior que 20 ng/mL (pelo menos 1 critério) (12,

Em uma analise retrospectiva, onde foram avaliados pacientes submetidos a
PTR como forma de tratamento para o cancer de prostata, foi observado que os
pacientes com riscos baixo, intermedidrio e alto apresentaram taxas de sobrevida livre
de recidiva bioquimica em cinco anos de 96,5, 88,9 e 72,6%, respectivamente. Dentre
0s pacientes de risco intermediario, apenas o TR alterado foi fator de risco para

recidiva bioquimica ©4),

Por sua vez, o National Comprehensive Cancer Network (NCCN), apresenta
um sistema de classificacdo para doenca clinicamente localizada um pouco mais
complexo que distribui 0os pacientes em riscos muito baixo, baixo, intermediario

(favoravel e desfavoravel), alto e muito alto (Tabela 3) ©5).
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Tabela 3. NCCN Guidelines versao 1.2021 - CaP - Estratificacdo de risco para doenca
clinicamente localizada.

Grupo de risco

Caracteristicas clinicas/patoldgicas

e Tilc,e
e ISUP1, e
e PSA<10ng/mL, e

2 ou 3 carateristicas de alto risco

Muito baixo e Até 3 fragmentos de prostata positivos, <50% cancer em
cada fragmento, e
e Densidade do PSA <0,15ng/mL/g
e T1-T2a,e
Baixo e ISUP1, e
e PSA <10ng/mL
N&o tem qualquer 1 CRI, e
caracteristica de alto L ISUP 1 ou 2,
ou muito alto risco, e Intermepllarlo ©
tem 1 ou mais favoravel <50% dos
Intermediério garagterl'sticasld.e gggi?veonstos
risco intermediario
(CRI) 2 ou 3 CRI
e T2b-T2c Intermediario ISUP 3
e ISUP20u3 desfavoravel 250% dos
« PSA 10-20ng/mL fragmentos
positivos
e T3a,ou
Alto e ISUP4o0ub5,ou
e PSA >20ng/mL
e T3b-T4, ou
Muito alto : Gleason primario 5, ou
[ ]

> 4 fragmentos ISUP 4 ou 5

1.5 Outros marcadores de diagnéstico e prognéstico

Considerando que o cancer é um produto de descontrole de vias moleculares

envolvidas com a proliferacdo, sobrevida, morte celular programada, relacéo epitélio-
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estroma, escape da vigilancia imune, entre outros fatores, marcadores moleculares

tém sido propostos para uso clinico.

O prostate cancer gene 3 (PCA3), € um gene que transcreve um longo RNAmM
ndo codificante, que tem sua expressdo aumentada em tecido de CaP. Este teste é
um escore calculado a partir da concentragdo do RNAm do PCA3 em relagdo ao
RNAmM do PSA, obtida por uma reacdo em cadeia de polimerase quantitativa em
tempo real (QRT-PCR) a partir de amostra de urina coletada apdés massagem

prostatica (6,

Foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em 2012 com o objetivo
de auxiliar na decisdo de repetir a bidpsia prostatica nos pacientes com 1 ou mais
bidpsias prévias negativas ). Apresenta sensibilidade de 63% e especificidade de

74% quando utilizado o escore de 35 como ponto de corte G7).

Uma das principais etapas desempenhadas pelas células neoplasicas dos
tumores sélidos no processo de carcinogénese é a invasao dos tecidos adjacentes,
que é possivel gracas a degradacéao de barreiras teciduais como a membrana basal e
a matriz extracelular. Um grande grupo de enzimas proteoliticas, as metaloproteinases

de matriz (MMPs), desempenha um papel importante nesse processo ©8:39),

Na familia das MMPs, a metaloproteinase de matriz tipo 2 (MMP-2) (gelatinase
A) e a metaloproteinase de matriz tipo 9 (MMP-9) (gelatinase B) tém sido implicadas
no processo de desenvolvimento e de progressao de alguns tipos de cancer como
prostata, bexiga, colorretal e pulméo, devido a capacidade que apresentam de
degradar o colageno tipo IV e a gelatina, que s&o 0s principais componentes da

membrana basal (9 40,
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A atividade das MMPs é regulada por inibidores enddgenos. Primeiramente estdo
0s quatro inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs), onde cada um consiste
em um dominio N-terminal responséavel pela atividade inibitéria da MMP, e um dominio
C-terminal. Embora todas os TIMPs liguem-se firmemente a maioria das MMPs, eles
possuem diferentes atividades inibitérias contra diferentes MMPs, sendo a MMP-9

principalmente regulada pelo TIMP-1 (39 41),

Entretanto existem outros inibidores de MMP, dentre eles a proteina RECK
(proteina indutora de reversdo rica em cisteina com dominio Kazal), que € uma
glicoproteina de ancoragem em membranas celulares, cuja estrutura é diferente dos
TIMPs, expressa em varios tecidos normais, mas ndo identificada em células
derivadas de tumores. A RECK inibe MMP-9, 2 e 14, funcionando também como um
regulador estrutural do processo de renovacéo (turnover) da matriz extracelular. A
RECK inibe a MMP-9 de dois modos: supressao da sua secrecao e direta inibicdo de
sua atividade enzimatica. Durante o processo de transformacao celular, a expresséo
do gene RECK ¢é inibida, liberando MMP-9, contribuindo assim para o comportamento

invasivo de células cancerosas (4244,

Nos ultimos anos, varios estudos foram publicados envolvendo a expresséao
génica das MMPs e de seus reguladores. No CaP, nosso grupo avaliou a expressao
do gene da MMP-9 e esta foi, em média, 9,2 vezes maior no CaP quando comparada
a HPB, enquanto que a expressao dos genes TIMP-1 e RECK mostrou ser, em média,
7,5 e 8 vezes menor, respectivamente 4%, Por sua vez, a expressao proteica da MMP-
9 foi positiva em 91,4% dos pacientes com CaP, enquanto a expressao proteica do

TIMP-1 foi negativa em 52,1 dos pacientes com CaP. Adicionalmente, a
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imunoexpressao do TIMP-1 foi associada a menores taxas de recorréncia bioquimica

(39),

Uma classe de moléculas reguladoras vem sendo bastante estudada na
atualidade, os microRNAs (miRNA ou miR). Os miRNAs sédo pequenas moléculas
enddgenas, ndo codificadoras de proteinas, de fita simples, constituidas por 19-25
nucleotideos que fazem parte de uma nova classe de potentes reguladores poés-
transcricionais da expressado génica. Exercem seus efeitos regulatérios ligando-se a
regido 3’ ndo traduzida do RNA mensageiro alvo. Este mecanismo de atuacao permite
a reducdo dos niveis proteicos, podendo também afetar a nivel transcricional “6).
Evidéncias tém demonstrado que a expressdo alterada desses miRNAs esti

associada a carcinogénese, as metastases e a progressao tumoral “7:48),

Dentre os miRNAs estudados, o miR-338-3p regula negativamente o RNAmM e
niveis proteicos de MMP-9 em células de cancer de figado, suprimindo a invasao
celular *). Sua expressao se encontra diminuida em tecidos de carcinoma de pulméo
nao-pequenas células e essa expressao reduzida esta relacionada a um pobre grau
de diferenciacdo do tumor, a um estagio patolégico avancado e a metastases
linfonodais 9. Da mesma forma, a reducdo de sua expressdo esta associada ao

desenvolvimento do cancer de hipofaringe e a um pior progndéstico da doenca ©®b.

Baseados nestas evidéncias, resolvemos avaliar o papel da MMP-9 e de seus
reguladores (TIMP-1, RECK e miR-338-3p) no diagndstico do CaP, utilizando
amostras teciduais provenientes de BTRUS e também amostras de urina destes
mesmos pacientes. Também os avaliamos como possiveis fatores prognosticos para

a progressdao da doenca. A identificacdo de proteinas, genes, e mMiRNAs
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diferencialmente expressos pelas células tumorais prostaticas por métodos como
Ensaio de Imunoabsorcédo Enzimatica (ELISA) ou gRT-PCR permitiria a sua utilizagéo

na prética clinica demonstrando o potencial translacional de nosso trabalho.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Analisar o perfil de expresséo tecidual dos genes MMP-9, TIMP-1, RECK e do
mMiR-338-3p e de expressao proteica urinaria da MMP-9, do TIMP-1 e da RECK em

pacientes submetidos a BTRUS

2.2 Objetivos especificos

Comparar a expressao tecidual dos genes MMP-9, TIMP-1 e RECK e do miR-

338-3p entre os pacientes em que a bidpsia foi positiva e negativa para CaP.

Avaliar o papel dos genes MMP-9, TIMP-1 e RECK e do miR-338-3p teciduais

como possiveis fatores progndsticos para a progresséo do CaP.

Comparar a expressao proteica urinaria da MMP-9, do TIMP-1 e da RECK entre

0s pacientes em que a biopsia foi positiva e negativa para CaP.

Avaliar o papel das proteinas MMP-9, TIMP-1 e RECK na urina como possiveis

fatores progndsticos para a progressao do CaP.
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3. METODOS
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3.1 Pacientes

Foram incluidos pacientes submetidos a BTRUS pelos critérios convencionais
adotados pelo Servico de Urologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP) que concordaram em participar do estudo
e em ser submetidos a BP com um minimo de representacdo de 12 fragmentos no

periodo de 15/07/2015 a 29/07/2016.

Pacientes com histéria de cirurgia prostatica prévia, uso de medicacoes
antiandrogénicas ou submetidos a radioterapia pélvica ndo foram considerados para

andalise.

Do total de pacientes submetidos a BTRUS, foram selecionados aleatoriamente
um numero de pacientes compativel com a quantidades de kits disponiveis para as
analises moleculares: 134 para a analise de expressao génica e do miR-338-3p
teciduais pelo método de gRT-PCR (61 casos e 73 controles); 90 para a andlise de

expressao proteica urinaria pelo método de ELISA (45 casos e 45 controles).

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP) sob o n° 2.001.800.

Foi proposta a dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, que
se justificou pela utilizagcdo de amostras coletadas em projeto maior “Estudo de
biomarcadores séricos e urinarios diagndsticos do cancer de préstata” aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da FMUSP sob o n° 1.446.169, considerando que a

pesquisa em pauta constitui brago do mesmo.



35

3.2 Biopsia prostatica, analise histopatoldgica e coleta da urina

A BTRUS foi realizada no Instituto de Radiologia do HCFMUSP, os fragmentos
fixados em formol foram processados habitualmente, incluidos em parafina e
analisados por patologistas do Departamento de Patologia do HCFMUSP. Um
fragmento adicional foi enviado para analise molecular ao Laboratério de Investigacéo
Médica da Disciplina de Urologia (LIM55) também da FMUSP. A escolha deste
fragmento foi aleatéria e, mesmo nos pacientes em que a biopsia foi positiva para
CaP, ndo houve a analise histopatoldgica do fragmento para certificar se a amostra
continha células neoplasicas. Desta forma, pretendiamos verificar a expressao
tecidual dos genes e miRNA em pacientes portadores de CaP e ndo em fragmentos

de CaP.

Os pacientes foram submetidos a uma massagem prostatica por 10 segundos
e a seguir foram coletados de 20 a 30 mL de urina, sendo estas amostras enviadas

para o LIM55 para analise pelo método de ELISA.

Nosso estudo consistiu inicialmente na analise das amostras destes pacientes
que foram encaminhadas e armazenadas no LIM55 apés randomizacao;
posteriormente, no levantamento dos dados clinicos, demograficos e patologicos a

partir dos registros dos pacientes.
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3.3 Coleta dos dados

Os dados clinicos, demograficos e patologicos foram coletados a partir dos

registros dos pacientes no LIM55 e do sistema de prontuério eletronico do HCFMUSP.

3.4 Extracdo do RNA e do miRNA

Para a extracdo do RNA e do miRNA dos tecidos foi utilizado o kit de isolamento
miRVana®miRNA (Ambion, Austin, Tx), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Este kit permite o isolamento de todos os tipos de RNA, incluindo os

mMiRNAS, e por isso o utilizamos para a extracdo do RNA das células.

A preparagdo das amostras dos tecidos frescos foi realizada em gelo e de
maneira mais rapida possivel para prevenir a degradacdo por proteases. Foram
adicionados 500uL do tampao de lise (10 vezes o volume da massa tecidual), e 10%
do volume total de aditivo para homogeneizacéo na linhagem celular e, logo apés, os
tubos foram colocados em gelo por 10 minutos. Foram adicionados 500uL de fenol
cloroférmio, e as amostras foram agitadas em vortex e centrifugadas na velocidade
maxima (10.000g) por 5 minutos a temperatura ambiente. A fase aquosa foi removida
e transferida para um novo tubo onde foi adicionado um ter¢o do volume de etanol a
100% a temperatura ambiente. A solucdo entdo foi passada para o filtro (coluna GFX)
e as amostras foram novamente centrifugadas a 10.000g por 1 minuto. Neste

momento o filtro contém RNA.



37

Nos filtros com o0 RNA, foram realizadas lavagens com solucao prépria do Kit,
intercaladas com centrifugacdes. Apés o descarte do filtrado, centrifugamos por mais
1 min a 10.000g para secagem da coluna. As colunas foram entdo repassadas para
um novo tubo e entdo adicionamos 100uL de agua livre de RNase pré-aquecida a
95°C no centro da coluna. Apds 1 min a temperatura ambiente, o RNA foi centrifugado

e armazenado a -20°C até sua utilizacao.

A pureza e concentracdo do RNA foram mensuradas em espectrofotdmetro

Nanodrop® (ND1000, Wilmington, EUA) (260/280nM).

3.5 Sintese do DNA complementar (cDNA)

O cDNA do miRNA foi obtido usando o kit TagMan® miRNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA). Uma quantidade de miRNA foi
diluido em H20 livre de nuclease em um volume final de 20uL e concentragdo de
500ng/uL. Deste volume, 3uL foram submetidos a transcricdo reversa, onde foram
adicionados 7L de mix contendo os reagentes do kit: 0,15uL de DNTP mix, 0,5uL da
enzima transcriptase reversa, 1,5uL do tampé&o da enzima, 0,19uL de inibidor de
RNAse, 3,66puL de agua livre de nuclease e 1uL de primer stem-loop com sequéncia
especifica para o0 miRNA, totalizando 10uL de cDNA. A reacdo foi realizada em
equipamento PCR Veriti® (Applied Biosystem, Foster City, CA) seguindo os seguintes

parametros: 30 min a 16°C, 30 min a 42°C e 5 min a 85°C.
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A sintese do cDNA do RNA foi realizada utilizando-se o kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription® (AppliedBiosystems) que utiliza a transcriptase reversa
MultiscribeTM e primers randémicos. O RNA total foi diluido em H20 livre de nuclease
em um volume final de 20uL e concentracdo de 500ng/uL. A este volume, foram
acrescentados 4L de oligonucleotideos randémicos (10X), 1,6uL do mix de dNTPs
(25X), 4uL do tampao da enzima (10X), 2uL da enzima transcriptase reversa e 8,4uL
de agua livre de nuclease. A solucao foi submetida a ciclos de temperaturas (25°C por
10 min, 37°C por 120 min e 85°C por 5 min) no termociclador Veriti®
(AppliedBiosystems). Ao final das reacdes os cDNAs foram armazenados a -20 °C até

0 usoO.

3.6 Analise da expresséo dos genes e do miRNA

A expressao dos genes e do miRNA estudados foi realizada por qRT-PCR
usando o sistema ABI 7500 Fast no modo standard, com utilizacdo de Master Mix
PCR Tagman Universal (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os primers
utilizados para amplificacdo do miRNA e dos genes foram adquiridos da Applied
Biosystems (California, EUA). Como controle enddgeno dos genes e do miRNA
utiizamos o gene p2-microglobulina (B2M) e o RNA nucleolar RNUA4S8,
respectivamente. Os niveis de expressdo dos genes e do miRNA foram obtidos

através da quantificacéo relativa dos niveis de expressao determinados pelo método

2-AACT
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3.7 ELISA

O primeiro passo para a realizacdo da técnica de ELISA é fazer a diluicdo do
padrdao do marcador. O padrdo foi reconstituido com tampado diluente conforme
instrucao do fabricante. Esta reconstituicdo levou por volta de 10 minutos. O segundo
passo foi a diluicdo seriada do padréo do kit. Essa diluicdo seriada funciona como um
controle do método. Ao final da leitura, se os marcadores padrées apresentarem um
perfil desejado de acordo com o requerido pelo kit utilizado, é sinal de que a técnica
esta correta. Apos a diluicdo do padrao, adicionamos na placa 100 yL das amostras-
padrao e de urina de cada paciente em duplicata e o processo foi conduzido conforme

0S protocolos convencionais.

Basicamente, a placa foi tampada e incubada por 2 horas a 37°C. Apés este
tempo, o liquido da placa foi removido e os pocos foram secos em papel toalha e entéo
foram adicionados 100 pL de biotina conjugada e as amostras foram incubadas por
mais 2 horas a 37°C. Novamente o liquido da placa foi removido e 0s poc¢os foram
secos em papel toalha e a placa foi lavada 3 vezes com solucdo de lavagem. Entéo,
adicionamos 100 pL de avidina-HRP e a placa foi incubada por 60 min a temperatura
de 37°C. Apos este periodo, o liquido da placa foi removido, os pog¢os foram secos em
papel toalha e lavamos mais 5 vezes com a solucéo de lavagem do kit, secamos e
adicionamos 90 pL de cromogeno estabilizado que também ficou incubado por 23
minutos a 37°C no escuro. Apds este periodo adicionamos 50 L de stop solution, e

por fim, fizemos a leitura em leitor de ELISA a 450 nm
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3.8 Variaveis

Foram consideradas as variaveis idade, nivel de PSA, escore de Gleason,
grupo ISUP e resultado do TR para as analises comparativas. A idade foi estratificada
em <60 anos, 60-70 anos e >70 anos; o PSA, em <10ng/mL, 10-20ng/mL e >20ng/mL;
o grupo ISUP, em 1-5; o TR, como normal ou suspeito; ja o escore de Gleason, em 6,
7 e >7. Adicionalmente, agrupamos o0s escores de Gleason 7 e >7 em apenas um
grupo com a intencdo de comparar a doenca clinicamente insignificante (escore de 6)

com a doenca clinicamente significante (escore >7).

3.9 Analise estatistica

Para a andlise estatistica foram utilizados os softwares STATA/SE®12.0 e
Microsoft Excel®2010. Todos os testes foram aplicados com 95% de confianca. Para
verificar a existéncia de associacao entre as variaveis categoricas, foi utilizado o teste
Qui-Quadrado. Para as variaveis quantitativas, foi aplicado o teste de Normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Para comparacgéo entre dois grupos foram utilizados o Teste t
Student (distribuicdo normal) e Mann-Whitney (n&o normal); para comparacgéo entre
mais de 2 grupos foram utilizados os testes de ANOVA (distribuicdo normal) e Kruskal-

Wallis (n&o normal).
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4.1 Anédlise de expressédo dos genes MMP-9, TIMP-1, RECK e do miR-338-3p

No total, 134 pacientes submetidos a BTRUS tiveram as amostras teciduais
submetidas a analise de expressao génica pelo método de gRT-PCR para MMP-9,
TIMP-1, RECK e miR-338-3p, dos quais 61 apresentavam diagnostico de CaP

(casos), e 73 tinham estudo negativo para a neoplasia (controles).

Dos pacientes do grupo controle, 8 foram excluidos da analise apos analise dos
prontuérios: 4 por terem diagndstico prévio de CaP e estarem em vigilancia ativa; 2
por terem diagnosticado a doenca em re-bidpsia; 2 submetidos a cirurgia para

tratamento da HPB, cujo histopatoldgico foi positivo para CaP.

Dos 61 pacientes com diagnostico de CaP, apenas 58 foram analisados para
MMP-9, 60 para TIMP-1, 46 para RECK e 52 para miR-338-3p, de acordo com a
disponibilidade de kits e de tecido prostatico viavel no fragmento da bidpsia. Apés
utilizacao de teste para identificacdo de outliers, adicionalmente foram excluidos 5

pacientes da analise da MMP-9, 8 da TIMP-1, 3 da RECK e 10 do miR3-38-3p.

A distribuicdo dos testes realizados esta descrita na figura 4.
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134 BTRUS
61 casos (CaP) 73 controles
58 MMP-9 60 TIMP-1 46 RECK 52 miR338-3p
_ - 8 dados
Teste - outliers contraditorios
53 MMP-9 52 TIMP-1 43 RECK 42 miR338-3p v
65 controles
Teste - outliers
60 MMP-9 59 TIMP-1 59 RECK 41 miR338-3p

Figura 4. Distribuicdo dos testes de gRT-PCR realizados para determinacdo da
expressao tecidual de cada gene e miRNA.

Os grupos de casos e controles foram homogéneos quanto a idade e aos
valores do PSA, com a maior propor¢cao de pacientes com CaP situados na faixa etaria
maior que 70 anos e PSA <10ng/mL. Quase metade dos pacientes apresentavam
escore de Gleason 6. Os dados clinicos e demograficos estdo apresentados na tabela

4.
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Tabela 4. Caracteristicas demograficas, clinicas e patolégicas dos pacientes
submetidos a andlise de expressdo génica e do miR-338-3p em tecido prostético
proveniente de BTRUS.

Grupo
Variaveis Com doencga Sem Doenca p-valor
n (%) n (%)
Idade (anos)
<60 13 (21,3) 12 (18,5)
60-70 22 (36,1) 34 (52,3) 0,167 *
>70 26 (42,6) 19 (29,2)
PSA (ng/mL)
<10 40 (69,0) 39 (60,0)
10-20 9 (15,5) 18 (27,7) 0,262 *
>20 9 (15,5) 8 (12,3)
Gleason
6 29 (47,5)
7 20 (32,8)
>7 12 (19,7)
Gleason
6 29 (47,5)
27 32 (52,5)
ISUP
1 29 (50,0)
2 14 (24,1)
3 3(5,2)
4 7 (12,1)
5 5 (8,6)
Toque retal
Normal 37 (75,5) 32 (78,0) 0.777 *
Suspeito 12 (24,5) 9 (22,0) ’
Média + DP Média + DP

ldade 67,66 + 8,73 65,69 + 6,85 0,165 **
PSA 26,81 + 106,94 10,24 + 8,46 0,570 ***

(*) Qui-Quadrado (**) t Student (***) Mann-Whitney

Na analise da expressao tecidual dos genes e do miR-338-3p, observamos que
um percentual maior dos pacientes com CaP apresentaram superexpressao de MMP-
9 e subexpressao para TIMP-1, RECK e miR-338-3p em relacdo ao grupo controle

(Figura 5).
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MMP-9 TIMP-1 RECK MIR338-3P

B Superexpresso ® Subexpresso
Figura 5. Distribuicdo dos pacientes portadores de CaP quanto a expressao

génica de MMP9, TIMP-1, RECK e do miR338-3p em amostras de tecido
prostatico.

N&o foi observada diferenca estatisticamente significante nos valores de
expressdo génica da MMP-9 em relagéo as variaveis avaliadas (idade, PSA, escore
de Gleason, grupo ISUP e TR). Em relagéo a idade, a expressao foi maior no grupo
de pacientes com idade superior a 70 anos, quando comparada a pacientes com idade

de 60 a 70 anos e menor que 60 anos (p= 0,16) (Tabela 5).
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Tabela 5. Comparacédo da expressao génica e do miR-338-3p em amostras teciduais
de prostata de pacientes com diagnostico de CaP.

Variaveis MMP9 TIMP1 RECK miR-338-3p
Média + DP Média + DP Média + DP Média £ DP

Idade (anos)
<60 1,60+ 1,82 0,63+0,34 0,77 £0,75 1,48+ 1,19
60-70 1,66 + 1,60 0,75+ 0,66 0,91+£0,73 1,11 +1,58
>70 2,76 £ 2,49 0,73+0,52 0,96 £ 0,81 0,95+1,14
p-valor 0,160 * 0,852 * 0,876 * 0,668 **
PSA (ng/mL)
<10 2,02+2,01 0,76 £ 0,54 0,82+0,70 1,04 +1,13
10-20 1,41 +1,86 0,52 + 0,56 0,90+ 0,88 2,28 +1,92
>20 2,92 + 2,65 0,84 + 0,63 1,19+ 0,86 0,41 £ 0,66
p-valor 0,404 * 0,480 * 0,491 * 0,045 **
Gleason
6 2,33+1,91 0,65+ 0,53 0,71+ 0,69 0,93+1,30
7 2,04 +2,47 0,61+ 0,39 0,97 £0,75 1,43 +1,27
>7 1,54 +1,98 1,05+ 0,70 1,31+0,79 1,02 +1,50
p-valor 0,624 * 0,093 * 0,126 * 0,139 **
Gleason
6 2,33+1,91 0,65+ 0,53 0,71+ 0,69 0,93+1,30
27 1,87 +2,29 0,77 £ 0,55 1,12+ 0,77 1,28+1,34
p-valor 0,431 ¥ 0,428 ¥ 0,078 ¥ 0,247 €
ISUP
1 2,33+1,91 0,65+ 0,53 0,71 £ 0,69 0,93+£1,30
2 2,19+2,57 0,66 +0,41 1,06 + 0,85 1,51+1,36
3 2,89 + 3,29 0,50+ 0,13 1,10+ 0,74 1,98 +1,20
4 0,56 + 0,46 0,66 + 0,59 0,99+0,74 1,33+1,64
5 3,50 £ 2,55 1,63+0,34 1,71 +0,75 0,08 £0,10
p-valor 0,284 * 0,010 * 0,167 * 0,084 **
Toque retal
Normal 2,11+2,19 0,68 + 0,48 0,84 £ 0,66 1,58 +1,50
Suspeito 2,69 + 2,29 1,05+ 0,65 1,59 +0,81 0,39+ 0,66
p-valor 0,483 ¥ 0,091 ¥ 0,010 ¥ 0,006 ¥

(*) ANOVA (**) Kruskal-Wallis (¥) t Student (€) Mann-Whitney

Em relacdo a TIMP-1, a expresséo génica foi maior no grupo de pacientes do
grupo ISUP 5 quando comparada aos demais grupos (1 a 4) (p=0,01). Houve uma

tendéncia a maior expressao nos pacientes com escore de Gleason > 7 quando
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comparado aos pacientes com escores 6 e 7, porém nao foi alcancada a significancia
estatistica (p=0,093). O mesmo foi observado nos pacientes com TR suspeito em
relacdo aos que apresentavam TR normal (1,05 = 0,65 versus 0,68 + 0,48; p=0,091)

(Tabela 5).

Quanto a proteina RECK, néo foi observada diferenca de expresséo génica em
relacdo a idade, PSA, escore de Gleason e grupo ISUP, embora tenha havido uma
tendéncia a maior expressdo nos pacientes com doenca clinicamente significante
levando em consideracdo o grau histoldégico (escore de Gleason = 7 versus 6)
(p=0,078). Por sua vez, pacientes com TR suspeito apresentaram expressao maior
comparada aos pacientes com o exame normal (1,58 + 1,50 versus 0,39 + 0,66,

p=0,006) (Tabela 5).

O miR-338-3p mostrou ser menos expresso nos pacientes com nivel de PSA >
20ng/mL quando comparados aos que tinham PSA de 10-20ng/mL. Também foi
menos expresso nos pacientes com TR suspeito. Ndo houve diferenca
estatisticamente significante na sua expressao quando avaliadas as variaveis idade,

escore de Gleason e grupo ISUP (erro alfa limitrofe para o grupo ISUP) (Tabela 5).

4.2 Analise de expressao proteica

No total, 90 pacientes submetidos a BTRUS foram incluidos para analise de

expressao proteica de amostras urinarias pelo método de ELISA para MMP-9, TIMP-
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1 e RECK, dos quais 45 apresentavam diagnostico de CaP (casos), e 45 tinham

estudo histopatologico negativo para a neoplasia (controles).

Apés analise dos prontuarios eletrénicos, 6 pacientes do grupo de controles
foram excluidos do estudo (3 tinham diagnéstico prévio de CaP e estavam em
vigilancia ativa, 2 foram positivos para CaP na re-bidpsia, e 1 foi positivo no pés-
operatorio de cirurgia para HPB). Por questdes operacionais (nimero de testes
disponiveis), 1 paciente do grupo de casos foi excluido aleatoriamente da analise para

cada proteina.

A distribuicdo dos testes realizados esta descrita na Figura 6.

90 amostras urinarias

45 casos (CaP) 45 controles

1 amostra excluida

para cada proteina
(motivos operacionais)

— 6 dados
‘ ‘ contraditdrios

44 MMP-9 44 TIMP-1 44 RECK

v

39 controles

Figura 6. Distribuicdo dos testes de ELISA realizados para determinagéo da
expresséo urinaria de cada proteina.

Casos e controles foram homogéneos quanto a idade. Proporcionalmente, um

namero maior de pacientes apresentou TR suspeito no grupo de casos quando
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comparados aos controles (p=0,078). Por sua vez, os pacientes com CaP tiveram uma

tendéncia a apresentar maiores valores de PSA (p=0,087) (Tabela 6).

Tabela 6. Caracteristicas demogréaficas, clinicas e patolégicas dos pacientes
submetidos a analise de expresséao proteica urinaria dos marcadores MMP-9, TIMP-1
e RECK.

Grupo
Variaveis Casos Controles p-valor
n (%) n (%)
Idade (anos)
<60 9 (20,0) 7(17,9)
60-70 19 (42,2) 23 (59,0) 0,267 *
>70 17 (37,8) 9(23,1)
PSA (ng/mL)
<10 28 (66,7) 27 (69,2)
10-20 5(11,9) 8 (20,5) 0,283 *
>20 9(21,4) 4 (10,3)
Gleason
6 26 (57,8)
7 10 (22,2)
>7 9 (20,0)
Gleason
6 26 (57,8)
27 19 (42,2)
ISUP
1 26 (59,1)
2 7 (15,9)
3 2 (4,5)
4 5(11,4)
5 4(9,1)
Toque retal
Normal 16 (61,5) 24 (82,8) 0.078 *
Suspeito 10 (38,5) 5(17,2) '
Média £ DP Média £ DP

ldade 67,47 £ 8,84 64,87 + 5,85 0,122 **
PSA 34,03 + 125,30 9,70+ 9,17 0,087 ***

(*) Qui-Quadrado (**) t Student (***) Mann-Whitney
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Aproximadamente 2/3 dos pacientes estudados apresentavam PSA <10ng/mL.
Dos pacientes com diagnoéstico de CaP, mais da metade foi classificada como

Gleason 6 (Tabela 6).

A média das expressdes proteicas da MMP-9 e da RECK foram maiores no
grupo de casos, enquanto do TIMP-1 foi menor nesse grupo, porém sem significancia

estatistica (erro alfa de 13% para a MMP-9) (Tabela 7).

Tabela 7. Comparacédo da expresséao proteica urinaria dos marcadores MMP-9, RECK
e TIMP-1 entre pacientes com e sem diagndstico de CaP.

Grupo
Variaveis Com doencga Sem Doenca p-valor
Média £ DP Média + DP
MMP9 1,78 +1,00 1,45+ 0,98 0,130 *
TIMP 1 1,37 +1,27 159+1,21 0,311 **
RECK 0,49 + 0,74 0,47 + 0,85 0,642 **

(*) t Student (**) Mann-Whitney

N&o houve diferenca estatisticamente significante das médias das expressdes
da MMP-9 em amostras de urina entre os grupos de casos e controles quando
analisadas para cada categoria de idade e valor do PSA, no entanto, houve uma
tendéncia a maior expressao da MMP-9 no grupo de pacientes com CaP que

apresentavam PSA >20ng/mL (Tabela 8).
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Tabela 8. Comparacéo da expressao proteica urinaria da MMP-9 entre pacientes com
e sem diagnostico de CaP por idade e valores do PSA.

MMP9
Variaveis Com doenca Sem Doenca p-valor
Média + DP Média + DP

Idade (anos)
<60 1,44+1,11 1,38 £0,98 0,957 *
60-70 1,95+1,03 1,44 + 0,97 0,108 **
>70 1,79+0,93 154+1,11 0,609 *
PSA (ng/mL)
<10 1,61+ 0,96 1,33+0,88 0,274 **
10-20 1,38+ 1,20 2,00+ 1,24 0,380 *
>20 2,28 + 0,97 1,13+ 0,90 0,090 *

(*) Mann-Whitney (**) t Student

Em relacdo a TIMP-1, houve uma tendéncia a maior expressao desta proteina
em amostras de urina no grupo de pacientes com a doenca que apresentavam PSA
de 10-20ng/mL, ndo havendo, no entanto, significancia estatistica em qualquer

categoria das variaveis analisadas (Tabela 9).

Tabela 9. Comparacdo da expressao proteica urinaria do TIMP-1 entre pacientes com
e sem diagnéstico de CaP por idade e valores do PSA.

TIMP-1
Variaveis Com doencga Sem Doenca p-valor
Média = DP Média + DP

Idade (anos)
<60 1,27 +1,19 1,77 +1,24 0,355 *
60-70 1,49+1,34 1,66 £ 1,22 0,670 **
>70 1,30+ 1,30 1,30 +1,25 0,609 *
PSA (ng/mL)
<10 1,32+1,22 1,76 £1,22 0,194 *
10-20 245+141 0,97 £ 0,97 0,079 *
>20 0,74+ 0,91 1,77 +1,49 0,280 *

(*) Mann-Whitney (**) t Student
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Assim como para as demais proteinas analisadas, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significante das médias das expressfes da RECK em amostras de
urina entre os grupos de casos e controles para cada categoria das variaveis, no
entanto, houve uma tendéncia a maior expressao no grupo de pacientes sem CaP que

apresentavam PSA >20ng/mL (Tabela 10).

Tabela 10. Comparacédo da expresséao proteica urinaria da RECK entre pacientes com
e sem diagndstico de CaP por idade e valores do PSA.

RECK
Variaveis Com doencga Sem Doenca p-valor
Média + DP Média + DP

Idade (anos)
<60 0,62 +0,81 0,28 £ 0,35 0,452 *
60-70 0,53 +0,89 0,51+ 0,99 0,875 *
>70 0,39 £ 0,53 0,53+0,78 0,850 *
PSA (ng/mL)
<10 0,44 £ 0,64 0,51 +0,97 0,618 *
10-20 0,80 + 0,77 0,34+ 0,62 0,306 *
>20 0,14+ 0,17 0,49 + 0,34 0,090 *

(*) Mann-Whitney

Com a intencéo de avaliar os marcadores MMP-9, TIMP-1 e RECK urinérios
como fatores prognosticos para o CaP, comparamos as suas expressdes em
pacientes com o diagnostico histolégico da doenca, levando em consideracdo a

distribuicao estratificada por risco.

N&o foi possivel estabelecer uma associagcado entre a expressao urinaria dessas
proteinas e os fatores progndsticos “escore de Gleason, grupo ISUP e TR” (Tabela

11).
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Tabela 11. Comparacdo da expressao proteica urinaria dos marcadores MMP-9
RECK e TIMP-1 em pacientes com diagnostico de CaP entre 0s grupos prognosticos.

Variaveis MMP9 TIMP1 RECK
Média + DP Média + DP Média £ DP
PSA (ng/dL)
<10 1,61 + 0,96 1,32+1,22 0,44 + 0,64
10-20 1,38+ 1,20 245+1,41 0,80 £ 0,77
>20 2,28 £ 0,97 0,74+0,91 0,14 £ 0,17
p-valor 0,165 * 0,045 * 0,341 **
Gleason
6 1,77 £ 0,96 1,59+ 1,26 0,54 £ 0,82
7 1,65+1,08 1,16 +1,31 0,56 + 0,76
>7 1,97 +£1,13 1,01 +£1,31 0,29 +0,48
p-valor 0,787 * 0,429 * 0,609 **
Gleason
6 1,77 £ 0,96 1,59+ 1,26 0,54 £ 0,82
=27 1,81+1,08 1,09+1,28 0,43 + 0,64
p-valor 0,901 ¥ 0,199 ¥ 0,400 €
ISUP
1 1,77 £ 0,96 1,59 +1,26 0,54 £ 0,82
2 1,94+112 1,00+ 1,25 0,63+0,84
3 1,35+0,16 2,22+1,61 0,63 +0,77
4 165+1,11 1,70+ 1,44 0,49 + 0,58
5 2,38+1,16 0,15+0,18 0,03+ 0,03
p-valor 0,739 * 0,184 * 0,509 **
Toque retal
Normal 1,43 +0,97 1,07 +1,04 0,48 + 0,89
Suspeito 1,75+ 0,99 0,94 + 0,93 0,28 +0,51
p-valor 0,497 € 0,752 € 0,527 €

(*) ANOVA (**) Kruskal-Wallis (¥) t Student (€) Mann-Whitney

Em relagéo aos valores do PSA, foi observada menor expresséo da TIMP-1 na
urina de pacientes com CaP e niveis de PSA >20ng/mL quando comparados aos
pacientes com niveis de 10-20ng/mL. Em relagdo a MMP-9 e RECK, néo foi observada
diferenca estatisticamente significante entre os valores de expresséo destas proteinas

estratificados por nivel do PSA (Tabela 11).
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Nosso estudo teve como objetivos avaliar o nivel de expressao génica tecidual
em amostras de BTRUS de pacientes com CaP, onde observamos superexpressao
do gene MMP-9 e subexpresséao dos genes TIMP-1, RECK e do miR-338-3p; e avaliar
o nivel de expressdo proteica urinaria das proteinas MMP-9, TIMP-1, RECK nos
mesmos pacientes, sendo observada uma maior expressdo da proteina MMP-9,

embora sem significancia estatistica.

Para as analises comparativas, utilizamos a variavel idade, levando em
consideracdo que o risco para desenvolvimento da neoplasia se eleva com o
envelhecimento e, portanto, a diferenca na expressao relacionada a idade poderia

justificar esse maior risco.

Os valores do PSA e os escores de Gleason foram estratificados em 3 grupos,
0S quais sdo utilizados pelos principais sistemas de classificacdo de risco. Para os
escores de Gleason, realizamos uma nova estratificacdo em 2 grupos com a intencao
de separar doenca clinicamente insignificante (escore de Gleason < 7) de doenca

clinicamente significante (escore de Gleason = 7).

Mais de 60% dos pacientes no nosso estudo tinham nivel de PSA < 10ng/mL,
e mais de 75% apresentavam TR normal, o que se espera nos dias atuais pelo

incentivo das politicas publicas de saude em relacdo ao rastreamento da doenca.

Quase metade dos pacientes com diagnostico de CaP apresentavam escore
de Gleason 6 (ISUP 1), que representa um percentual grande de pacientes nos quais
a bidpsia prostatica talvez pudesse ser evitada, sem levar em conta aqueles cuja

biépsia foi negativa.
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Nos pacientes com CaP, uma maior proporgéo estava no grupo “> 70 anos’,
seguida do grupo “60-70 anos”, em concordancia com estudo de Hori et al., que
demonstra um aumento progressivo da incidéncia da doenca a partir dos 40 anos,

com pico em torno dos 70-79 anos 2.

5.1 Expresséao dos genes e do miR-338-3p

A maioria dos pacientes com diagnéstico de CaP foi superexpressa para MMP-
9 e subexpressa para TIMP-1, RECK e miR-338-3p. Esses achados séo consistentes
com a hipotese de que a MMP-9 desempenha um papel no processo oncogénico e
que o TIMP-1, a RECK e 0 miR-338-3p atuam como seus inibidores e, portanto, como

fatores protetores.

A idade é reconhecidamente um fator de risco para o desenvolvimento do CaP.
Nenhum dos marcadores estudados, no entanto, apresentou relacdo com esta

variavel.

N&o foi possivel estabelecer uma relagé@o entre a expressao génica tecidual de
MMP-9 e os fatores progndsticos, uma vez que nao houve diferenca na sua expressao

de acordo com os valores do PSA, escores de Gleason e grupo ISUP.

Também néo foi possivel observar no nosso estudo associagdo entre a
expressao génica do TIMP-1 e os fatores prognosticos “PSA” e “escore de Gleason”
para o CaP. Por sua vez, pacientes grupo ISUP 5 apresentaram maior expressao

génica quando comparada aos demais grupos. Por ter essa proteina efeitos inibitorios
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sobre a MMP-9, esperavamos que sua expressao estivesse reduzida nos pacientes

com pior progndstico.

Da mesma forma, a expressao génica da RECK foi semelhante dentre os
grupos prognosticos para o CaP, incluindo o “grupo ISUP”. Este gene foi mais
expresso nos pacientes com TR suspeito quando comparado aos pacientes com TR
normal. Seguindo o mesmo raciocinio do TIMP-1, era de se esperar que pacientes

com doenca de maior gravidade apresentassem menor expressao desse gene.

Reis et al estudaram 40 espécimes de prOstata provenientes de pacientes
portadores de CaP submetidos a PTR utilizando o método de imunohistoquimica e
acompanharam os pacientes por um tempo médio de 92,5 meses. Observaram uma
relacdo entre a perda da imunoexpressao para TIMP-1 e uma maior recorréncia
bioquimica da doenca (22,2% dos pacientes com TIMP-1 positivo versus 56,3% dos

pacientes com TIMP-1 negativo, p= 0,042) ©9,

Babichenko et al avaliaram o perfil de expressdao da MMP-9 e do TIMP-1 em
tecido prostatico proveniente de PTR (portadores de CaP) e de BP (portadores de
HPB) por estudo imunohistoquimico e observaram que a expressdo da MMP-9 foi
menor no grupo de pacientes com CaP, assim como a expresséao do TIMP-1. O autor
sugere que o efeito oncogénico da MMP-9 nesse tipo de tumor se deve néo a sua
maior expressao e sim a uma menor inibicdo pelo TIMP-1, cuja expressao esta

significativamente reduzida 3.

Com o objetivo de avaliar a expressao génica dos marcadores MMP-9, TIMP-1
e RECK em tecido maligno de prostata, Reis et al estudaram amostras teciduais de

pacientes com diagndstico de CaP clinicamente localizado submetidos a PTR,
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utilizando o método de gRT-PCR. Neste estudo, identificaram que a MMP-9 foi
superexpressa nesse grupo de pacientes (9,2 vezes em relacdo aos controles)
enquanto o TIMP-1 e RECK foram subexpressos (0,75 e 0,85 vezes,
respectivamente). Observaram ainda que a MMP-9 teve maior expressao nos
pacientes com PSA >10ng/mL em relacdo aos pacientes com PSA <10ng/mL. Estes
achados reforcam a hipétese do papel da MMP-9 no processo carcinogénico “%). Em
estudo posterior realizado pelo nosso grupo, comportamento semelhante de
expresséo génica tecidual de MMP-9, TIMP-1 e RECK em pacientes portadores de
carcinoma urotelial da bexiga, com a maior parte dos pacientes sendo superexpressos
para MMP-9 e subexpressos para TIMP-1 e RECK. Neste estudo, observou-se que
pacientes com tumores de alto grau e invasivos apresentaram expressdo de MMP-9

superior aos pacientes com doenca de baixo grau e localizadas (40).

Por outro lado, em uma populacdo de pacientes portadores de carcinoma
colorretal, Seubert et al encontraram uma maior expressdo do RNAm de TIMP-1 nos
pacientes que desenvolveram metastases hepaticas em relacdo aos que estavam
livres de metastases. Adicionalmente, realizaram estudo experimental com ratos
utilizando células tumorais de carcinoma colorretal, pancreatico, de mama e linfoma e
identificaram que niveis sistémicos elevados de TIMP-1 criavam um ambiente pré-
metastatico no figado que desviava as células tumorais para este 6rgdo, mas nao para

outros 4.

Rabien et al realizaram estudo para determinacdo da expressao da proteina
RECK em amostras teciduais de prostata pés PTR pelo método de Western blot e
observaram que a expressdo desta proteina estava reduzida em aproximadamente

80% nas células tumorais em relagdo ao tecido normal adjacente. Adicionalmente,
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demonstraram que a superexpressdo da proteina RECK foi capaz de diminuir o
processo de invasao tecidual em até 80% para a linhagem celular DU-145 utilizando

um sistema de invasédo comerciavel, embora ndo tenha afetado a proliferacéo celular

(44).

Por sua vez, Chen et al observaram uma menor expresséo génica da RECK
nas células tumorais prostéticas quando comparada a expressao nas células normais
adjacentes utilizando o método de qRT-PCR, além de terem identificado a RECK
como alvo do miR-15b, um miRNA com potencial oncogénico. Adicionalmente
observaram que a expressao provocada de RECK inibiu a proliferacéo celular e o

potencial invasivo em linhagens celulares de CaP ©9),

A maior parte dos pacientes com CaP mostraram ser suberexpressos para o
miR-338-3p. Os grupos de pacientes com PSA > 20ng/mL e com TR suspeito foram
0S que apresentaram menores niveis de expressado. Considerando que o PSAe o TR
sdo marcadores reconhecido para o diagndstico e para o progndstico do CaP, e que
valores de PSA acima de 20ng/mL estdo associados a um maior risco de doenca a
distancia, esta relacdo observada entre o miR-338-3p e estas variaveis sugere o papel
protetor do miR-338-3p para a progressado da doenca. No entanto, ndo observamos
este mesmo fenbmeno quando avaliamos o grau histolégico da doenca, outro fator

prognaéstico bem estabelecido.

Bakkar et al. avaliaram a funcdo do miR-338-3p em modelos experimentais in
Vivo e in vitro e sua expressao foi validada em amostras clinicas e em uma coorte de
CaP localizado e metastatico. Neste estudo foi observado que houve uma reducéo da

expressdo do miR-338-3p em amostras teciduais de prostata, a medida que houve
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uma progressdo de doenca benigna para CaP localizado e CaP metastatico. A
superexpressao do miR-338-3p, por sua vez, resultou em reducado da invasao celular
e da expressdo de genes sinalizadores de quimiocinas CXCL12, CXCR4 e CXCR7

em modelos celulares de CaP in vitro 8,

Cai et al. compararam a expressao do miR-338-3p em tecidos de CaP e tecidos
normais adjacentes e observaram que a expresséo deste miRNA estava reduzida no
tecido tumoral. Apds analise dos dados clinicos, observaram que os pacientes com
niveis maiores de expressdo apresentavam menores taxas de acometimento
linfonodal e de metastases. In vitro, constataram o seu potencial inibitério no processo

de proliferacéo e de invasdo em linhagens celulares de CaP ©7).

5.2 Expresséo proteica urinéria

A MMP-9 tem sido implicada em varios processos oncogénicos devido a sua
capacidade de degradar a membrana basal celular. Por sua vez, TIMP-1 e RECK
atuam como seus inibidores, desempenhando possivel papel na supressao tumoral.
Houve uma maior expressdao da MMP-9 na urina no grupo de pacientes com CaP
quando comparado ao grupo controle, porém sem diferenca estatisticamente
significante. E possivel que, com um aumento do nimero de pacientes envolvidos no

estudo, a significancia estatistica fosse alcancada.

Roy et al analisaram amostras de urina de pacientes com diagnostico de CaP

e de controles pelo método de zimografia e identificaram que houve uma maior taxa
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de expressao positiva da MMP-9 nos pacientes com CaP em relacéo ao grupo controle

(58% versus 18%, P<0,001) ©8).

O numero reduzido de pacientes em cada grupo dificultou a analise de
expressdo de acordo com as variaveis estabelecidas no estudo. Apesar das
limitacdes, houve uma tendéncia a maior expressao da MMP-9 e & menor expressao
da RECK nos pacientes com valor do PSA >20ng/mL e a menor expressao do TIMP-
1 nos pacientes com PSA de 10-20ng/mL (casos versus controles), podendo esses

marcadores representar um auxilio diagndstico nesses grupos de pacientes.

Observamos que o0s pacientes com nivel de PSA > 20ng/mL foram
subexpressos para TIMP-1 quando comparados aos pacientes com nivel de PSA de
10-20ng/mL. Numericamente, observamos o0 mesmo comportamento para a RECK e
o inverso para a MMP-9, porém sem significancia estatistica. Esses achados
levantam, mais uma vez, a hipétese de que essas proteinas possam atuar como
fatores de mau prognéstico (MMP-9) ou bom progndéstico (TIMP-1 e RECK) para o

CaP, considerando que este nivel de PSA tem relacdo com doenca mais agressiva.

Embora o TIMP-1 seja um inibidor da MMP-9 e, em tese, tenha um efeito
inibitério na acdo tumorigénica deste, alguns estudos tém demonstrado uma
associacao dos niveis elevados do TIMP-1 a alguns tipos de tumores como fator de

pior de progndstico “1.59. 60),

Em metanalise realizada para avaliar o papel do TIMP-1 como fator progndstico
nos pacientes com diagndéstico de cancer de mama, Lee et al concluiram que os niveis
séricos elevados ou altos deste marcador estavam relacionados a uma sobrevida

global reduzida quando comparada a dos pacientes com niveis hormais ou baixos. O
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mesmo ndo foi constatado quando avaliadas as expressdes proteica e génica
teciduais. Uma das teorias que suporta essa hipétese do efeito negativo desta
proteina é que ela desempenharia uma atividade inibitéria na apoptose das células

tumorais 9,

Gong et al, por sua vez, estudaram a expressao do TIMP-1 em pacientes com
diagnostico de CaP resistente a castracdo pelo método de ELISA e observaram que
0s niveis séricos de TIMP-1 eram elevados nestes pacientes em relacdo aos
pacientes com CaP hormonio sensivel. Identificaram ainda uma relacao entre niveis
elevados de TIMP-1, niveis elevados de cromogranina A (CGA) sérica e niveis baixos
de PSA, sugerindo que o0s niveis séricos elevados de TIMP-1 poderiam estar
relacionados a degeneracdo neuroenddcrina induzida pela terapia de deprivacdo

androgénica no CaP (0,

Como pontos negativos do nosso estudo, destacamos: 1) a andlise das
expressdes dos genes e do miRNA como fatores progndsticos foi prejudicada pelo
namero de amostras estudadas; 2) como ndo houve um seguimento dos pacientes,
os marcadores MMP-9, TIMP-1, RECK e miR-338-3p foram testados indiretamente
como fatores progndsticos (comparacbes entre 0s grupos prognosticos ja bem
estabelecidos), j& que os desfechos clinicos da doenca ndo puderam ser verificados;
e 3) considerando que ndo realizamos uma andlise histolégica adicional para
identificar a positividade para CaP da amostra tecidual analisada, ndo pudemos
verificar qualquer possivel diferenca de expressao tecidual entre amostras positivas e

amostras negativas em pacientes com CaP.
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6. CONCLUSAO
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Encontramos um perfil de superexpressao para MMP-9 e de subexpressao
para TIMP-1, RECK e miR-338-3p em amostras de tecido prostatico de pacientes com
CaP. Adicionalmente, foi observada uma menor expressdo do miR-338-3p em
pacientes com PSA > 20ng/mL e naqueles com TR alterado, além de uma maior da
expressdo de RECK em pacientes com TR alterado e da expressdo de TIMP-1 nos

pacientes grupo ISUP 5.

Observamos uma maior expressao urindria da proteina MMP-9 nos pacientes
portadores de CaP, além de uma reducao da expressao de TIMP-1 nos pacientes com

PSA > 20ng/mL.
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