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RESUMO

Bezerra SM. Avaliacdo da expressdo de metaloproteinases de matriz em
carcinomas uroteliais da bexiga, invasivos ou ndo, com foco na sua determinacao
no fronte de invaséo. Sdo Paulo; 2015. [Dissertagdo de Mestrado Fundagdo Antonio
Prudente].

Introducdo: O estudo de metaloproteinases de matriz (MMPs) em neoplasias € um
campo do conhecimento que tem sido explorado cada vez mais, devido aos
potenciais alvos terapéuticos associados. Uma maior compreensdo da expressao de
MMPs, os seus perfis de atividade e suas inter-relagdes é necessario para que elas
possam ser Uteis como agentes terapéuticos anticancerigenos e auxiliem na batalha
contra o cancer. Até o momento, em carcinomas uroteliais de bexiga, os trabalhos de
expressao imunoistoquimica de MMPs se restringem a avaliacdo isoladamente nos
diversos compartimentos tumorais, ndo avaliando possiveis diferencas de expressdo
entre as células ndo invasoras superficiais, as células do centro da lesdo e as células
do fronte de invasdo, bem como sua associacdo com estadios patologicos. Esta
avaliacdo integrada é de fundamental importancia para se compreender o fenémeno
de invasdo nestes tumores. Material e metodos: Foi realizado estudo
imunoistoquimico das MMPs 1, 2, 9, 10, 12, 13, 14, 15 e 16 em 50 carcinomas
uroteliais invasivos (T2 ou maior) e esta expressdo contabilizada de acordo com o
compartimento tumoral (superficie, centro e fronte de invasdo). Para estes casos, foi
calculado o indice de concordancia entre estes compartimentos. Adicionalmente,
realizou-se estudo imunoistoquimico das MMPs 2, 9, 10, 15 e 16 em 85 tumores nao
musculo invasivos. Resultados: A avaliacdo da expressdo imunoistoquimica das
MMPs em carcinomas uroteliais mostrou que o perfil de expresséo para tumores Ta e
T1 é uma alta expressdo de MMP-2, MMP-10, MMP-15 e MMP-16 e uma baixa
expressao de MMP-9; tumores T2 tém uma alta expressdo de MMP-1, MMP-14,
MMP-15 e MMP-16 e uma baixa expressdo de MMP-9; tumores T3 tém uma alta
expressao de MMP-1, MMP-14, MMP-15 e MMP-16 e uma baixa expressao de
MMP-2, MMP-9, MMP-10 e MMP-13; tumores T4 tém uma alta expressao de



MMP-1, MMP-12, MMP-14, MMP-15 e MMP-16 e uma baixa expressdo de MMP-
2, MMP-9, MMP-10 e MMP-13. O indice de concordancia entre as expressdes no
fronte de invasdo, superficie tumoral e centro da neoplasia foi variavel entre as
MMPs. Conclusdo: Foi estabelecido um perfil de expresséo de MMPs em
carcinomas uroteliais. O indice de concordancia entre expressdo no fronte de invasao
e demais compartimentos tumorais foi variavel entre as MMPs e entre os estadios
patolégicos. Algumas MMPs, como MMP-2 e MMP-10, apresentaram expressao
apenas nos estagios iniciais das neoplasias (Ta e T1), enquanto que outras, como
MMP-15 e MMP-16, encontraram-se hiperexpressas em todos os estadios tumorais.
A MMP-9, por sua vez, foi hipoexpressa desde os tumores iniciais até os tumores
avancados e a MMP-12 mostrou alta expressdo apenas em tumores T4. O melhor
entendimento deste balanco biolégico é importante no entendimento da
carcinogénese dos tumores vesicais e pode servir de substrato para a descoberta de
marcadores biolégicos que podem ser utilizados tanto com finalidade diagndstica

guanto como possiveis alvos terapéuticos.



SUMMARY

Bezerra SM. [Matrix metalloproteinase expression assessment in invasive and
non invasive urothelial carcinoma of the bladder, focusing on their
determination in the invasive front]. S&o Paulo; 2015. [Dissertacdo de Mestrado
Fundagdo Antonio Prudente].

Background: The study of matrix metalloproteinases (MMPS) in malignancies is a
field of knowledge that has been increasingly explored due to potential therapeutic
targets associated. A greater understanding of MMP expression, their activity
profiles, and their interrelationships is necessary so that they can be useful as anti-
cancer therapeutic agents and assist in the battle against cancer. To date, studies
involving immunohistochemical expression of MMPs in urothelial carcinoma of the
bladder are restricted to isolated assessment in different tumor compartments.
There’s no evaluation of the expression among non-invasive surface cells, cells of
the center of the lesion and cells of the invasive front, as well as its correlation with
pathologic stages. This integrated assessment is of fundamental importance for better
understanding the process of invasion in these tumors. Immunohistochemical study
of MMPs 1, 2, 9, 10, 12, 13, 14, 15 and 16 was performed in 50 invasive urothelial
carcinomas (T2 or worse), and the expression was assessed according to the tumor
compartment (surface, center and front of invasion). For these cases, it was
calculated the rate of agreement between these compartments. In addition,
immunohistochemistry of MMPs 2, 9, 10, 15 and 16 was performed in 85 non-
invasive tumors. Results: The evaluation of the immunohistochemical expression of
MMPs in urothelial carcinomas showed that the expression profile is as follows: Ta
and T1 tumors have a high expression of MMP-2, MMP-10, MMP-15 and MMP-16;
and a low MMP-9 expression. T2 tumors have a high expression of MMP-1, MMP-
14, MMP-15 and MMP-16; and a low MMP-9 expression. T3 tumors have a high
expression of MMP-1, MMP-14, MMP-15 and MMP-16; and a low expression of
MMP-2, MMP-9, MMP-10 and MMP-13. T4 tumors have a high expression of
MMP-1, MMP-12, MMP-14, MMP-15 and MMP-16; and a low expression of MMP-



2, MMP-9, MMP-10 and MMP-13. The agreement rate among expression in
invasive front, tumor surface and center of the tumor was variable between MMPs.
Conclusion: A MMP expression profile was established in urothelial carcinomas.
The agreement rate between expression in invasive front and other tumor
compartments was variable among MMPs and among pathological stages. MMP-2
and MMP-10 were hyperexpressed only in early tumors (Ta and T1), while MMP-15
and MMP-16 were ubiquitously hyperexpressed. MMP-9 showed hypoexpression
since early tumors through advanced ones and MMP-12 was hyperexpressed only in
stage T4 tumors. The better understanding of these biological events is crucial for the
comprehension of the bladder cancer oncogenesis and can provide information
regarding molecular markers that can be used for diagnostic and prognostic purposes,

as well as for targeted therapies.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DO CARCINOMA UROTELIAL

O carcinoma de bexiga é a malignidade mais comum do sistema urinario. O
carcinoma urotelial é o tipo histoldgico predominante nos Estados Unidos e Europa,
responsavel por mais de 90% de todos os canceres de bexiga (JEMAL et al. 2011).
No Brasil, esperava-se 6.750 casos novos de cancer de bexiga em homens e 2.190
em mulheres, em 2014. Esses valores correspondem a um risco estimado de 6,89
casos novos a cada 100 mil homens e 2,15 a cada 100 mil mulheres (Ministério da
Salude 2014). Estudos com carcinoma urotelial de bexiga identificaram multiplos
fatores de risco, sendo os mais importantes o tabagismo e exposi¢fes ocupacionais

(JEMAL et al. 2011).

1.2 VIAS BIOLOGIAS DOS CARCINOMAS UROTELIAIS

E bem reconhecido que tumores uroteliais humanos se desenvolvem por duas
vias bioldgicas independentes, mas que em determinado momento podem se
sobrepor. Sdo as chamadas via papilifera e via ndo papilifera (ou sélida). Os tumores
papiliferos correspondem a cerca de 80% das neoplasias uroteliais, se originam de
alteragdes hiperplasicas, sdo tipicamente de baixo grau histoldgico e crescem como
protrusdes papilares superficiais ndo-invasivas. Estes tumores tém uma alta

propensdo a recorréncia, mas dificilmente invadem a parede vesical ou causam



metastases. Os tumores solidos ndo-papiliferos sdo responsaveis por cerca de 20%
das neoplasias uroteliais, se desenvolvem a partir de displasia severa ou carcinoma in
situ. A maioria dos tumores ndo papiliferos de alto grau se desenvolvem em
pacientes sem uma historia prévia de tumores papiliferos. Carcinomas sélidos de alto
grau invadem a parede vesical e podem dar origem a metéstases em linfonodos
regionais e Orgdos distantes. Alguns dos tumores papiliferos superficiais de baixo
grau, cerca de 10 a 15%, podem eventualmente progredir para Carcinomas invasivos
de alto grau. Esta progressdo é geralmente precedida pelo desenvolvimento de
carcinoma in situ na mucosa vesical adjacente ou dentro do tumor papilifero
(SPIESS e CZERNIAK 2006; CHAN et al. 2009; WU 2009). Ambos os tipos de
neoplasia sdo considerados problemas de salde publica, por diferentes razdes.
Tumores papiliferos usualmente ndo sdo ameacadores a vida, mas devido a sua alta
taxa de recorréncia, levam o cancer de bexiga ao posto de mais caro em termos de
manejo clinico. J& os tumores invasivos sdo responsaveis por altas taxas de
morbidade e mortalidade. Embora cerca de metade dos tumores musculo-invasivos
inicialmente respondam a regimes quimioterapicos baseados em cisplatina, o
desenvolvimento de resisténcia a droga € um grande problema, e a progressdo da
doenca em tumores resistentes é rapida e fatal. Grandes esforcos estdo sendo
realizados, principalmente através do entendimento da biologia tumoral, na tentativa
de prevenir a recorréncia dos tumores papiliferos, bem como a progressdao do
carcinoma in situ e dos tumores ndo musculo-invasivos para tumores musculo-
invasivos (CHAN et al. 2009; MCCONKEY et al. 2010).

Com relacdo as alteragdes moleculares de cada via, a via de patogénese dos

carcinoma uroteliais papiliferos superficiais é primariamente baseada em alteracGes



no receptor tirosina quinase FGFR-3 e no oncogene HRAS (OXFORD e
THEODORESCU 2003). A via de patogénese para carcinomas uroteliais musculo-
invasivos primariamente envolve alteragfes nos genes supressores de tumor p53, p16
e Rb (KUBOTA et al. 1995; WU 2005; MITRA et al. 2006). Conforme ilustrado na
Figura 1, alteracbes no p53 e Rb também sdo necessarias para a progressdo do
subgrupo de lesdes superficiais que evoluem para carcinomas uroteliais de alto grau

musculo-invasivos (NETTO 2013).

/\

Displasia N ECInOT
.~ | urotelial de .
urotelial baixo grau 70% recorréncia

HRAS/FGFR3, PI3K/AKT

2q-/ V

Urotélio
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~15% p53, pRb1
_/,/ 8p-, 11p-, 13g-, 14g-
9g-/9p- = 50%
. . Carcinoma urotelial Carcinoma - <
Displasia / CIS | ™" Tlto grau urotellal Invasivo || Metastase
p53, pRb1 E-cad, MMP MMP9, VEGF,
8p-, 8p+, 17p- VEGF, COX-2 THBS1, IL-8, EGFR,

IMP3, LAMC2

Fonte: Adaptado de NETTO (2013)
Figura 1 - Vias de patogénese dos carcinomas uroteliais.

A identificacdo de mecanismos moleculares que mediam invasdo e metastase é de
suma importancia para pacientes que se apresentam com formas invasivas de cancer
vesical. E esperado que o entendimento da biologia da neoplasia possibilite a

identificacdo de marcadores bioldgicos que possam ser utilizados para auxiliar o

manejo clinico da doenga.



1.3 CARCINOMA UROTELIAL E METASTASE

A disseminacdo metastatica tumoral é a principal causa de morte relacionada
ao cancer. A formacdo das metastases é um processo multifatorial pelo qual células
tumorais individuais de destacam do tumor primario, ultrapassam a membrana basal
e invadem o estroma vizinho. Esta etapa é seguida pela invasao das células tumorais
em vasos linfaticos ou sanguineos, alcangando a circulagdo e posteriormente, outros
oOrgdos distantes. Neste momento, estas células devem deixar a circulacdo e migrar
para dentro do tecido ao redor, onde elas geram seu proprio estroma a partir do
estroma pré-existente. Estas etapas requerem adaptacdo dinamica das células
tumorais a diferentes microambientes, incluindo varios tipos de matriz extracelular.
Portanto, as intera¢cdes tumor-matriz extracelular sdo muito importantes nao sé na
formacdo tumoral, como também na progressao das neoplasias, tanto loco-regionais

guanto metastaticas (WALLARD et al. 2006).

1.4 MATRIZ EXTRACELULAR

A matriz extracelular € uma estrutura tridimensional, ndo celular, que esta
presente em todos os tecidos e é essencial para a vida. Cada 6rgdo possui uma matriz
extracelular com uma composicdo Unica, e que é gerada em estagios embrionarios
iniciais. A fungdo da matriz extracelular vai além de prover um suporte fisico para a
integridade e elasticidade tecidual. Ela é uma estrutura dindmica que estad em
constante remodelamento para controlar a homeostase tecidual (HYNES 2009). A

importéncia funcional da matriz extracelular pode ser ilustrada pela ampla gama de



defeitos teciduais ou, em casos graves, pela morte de embrides causada por mutacgdes
em genes que codificam componentes da matriz extracelular (JARVELAINEN et al.
2009; BATEMAN et al. 2009).

Em mamiferos, a matriz extracelular é composta por cerca de 300 proteinas,
incluindo proteinas como colégeno, proteoglicanos e glicoproteinas (HYNES e
NABA 2012). Existem dois tipos principais de matriz extracelular que diferem no
que se refere a sua localizacdo e composicdo: a matriz de tecido conjuntivo
intersticial, que envolve as células e proporciona uma armacao estrutural para 0s
tecidos; e a membrana basal, que € uma forma especializada de matriz extracelular
que separa o epitélio do estroma circundante (BONNANS et al. 2014). Os
componentes da matriz extracelular constantemente interagem com as células
epiteliais servindo como ligantes para receptores celulares, como integrinas,
transmitindo sinais que regulam a adesdo, migracdo, proliferacdo, apoptose,
sobrevivéncia ou diferenciagdo. A matriz extracelular também pode sequestrar e
liberar localmente fatores de crescimento, tais como fator de crescimento
epidérmico, fator de crescimento de fibroblastos, e outras moléculas de sinalizagéo.
Componentes da matriz extracelular liberados apds sua degradacdo também regulam
a arquitetura dessa matriz e influenciam no comportamento das células (HYNES
2009). Além disso, as células estdo constantemente reconstruindo e remodelando a
matriz extracelular através da sintese, degradacdo, remontagem e modificacdo
quimica. Estes processos sdo complexos e precisam ser estritamente regulados para
manter a homeostase do tecido, especialmente em resposta a lesbes. O

remodelamento desregulado da matriz extracelular estd associado a condigdes



patoldgicas e pode exacerbar a progressao de doencas, como o cancer (FRANTZ et
al. 2010).

A degradagdo dos componentes da matriz extracelular é o processo principal
durante o seu remodelamento, e é importante para a regulacdo da sua composicéao e
estrutura, assim como para a liberacdo de moléculas biologicamente ativas. A matriz
extracelular pode ser degradada por diferentes familias de proteases e dentro desse

grupo destacam-se as metaloproteinases de matriz (BONNANS et al. 2014).

1.5 METALOPROTEINASES DE MATRIZ

As metaloproteinases foram descobertas em 1962 em um estudo de
remodelamento do coladgeno durante a metamorfose da cauda de girinos (GROSS e
LAPIERE 1962). Até agora, foram identificadas 23 metaloproteinases humanas. A
maioria das metaloproteinases sdo secretadas como zimogénios, e sdo ativadas
subsequentemente no espaco extracelular. A ativacdo das metaloproteinases
primariamente ocorre por via de clivagem proteolitica (por proteases serinicas ou
outras metaloproteinases) ou pela modificacdo do grupo tiol por oxidagdo (por
exemplo, através de espécies reativas de oxigénio geradas por leucécitos). Em
conjunto, as metaloproteinases podem degradar todas as proteinas da matriz
extracelular (LU et al. 2011).

As metaloproteinases pertencem a familia de enzimas metzincinas, que inclui
as metaloproteinases de matriz (MMPs), adamalisinas (que inclui ADAMs e
ADAMTYS) e astacinas (incluindo meprinas). Elas sdo enzimas multidominio que

contétm o motivo HEXXHXXGXXH altamente conservado (onde X € qualquer



aminoéacido), no qual trés residuos de histidinas (His) se ligam a um ion de zinco no
local catalitico. As metaloproteinases sdo produzidas tanto como enzimas sollveis
como ancoradas a membrana que clivam os componentes da matriz extracelular.
MMPs sdo compostas por varios dominios funcionais partilhados: dominio peptideo,
dominio propeptideo, dominio catalitico e dominio hemopexina-like (exceto MMP-7,
MMP-23 e MMP-26). O dominio peptideo de sinal amino-terminal é necessario para
a secrecdo de MMPs. O dominio de propeptideo contém o motivo interruptor de
cisteina PRCGXPD. O dominio catalitico (que tem uma atividade proteolitica)
contém o motivo de ligacdo de zinco; o residuo de cisteina neste local interage com o
fon zinco, que mantém a pro-MMP inativa até que o dominio de propeptideo seja
removido. O dominio hemopexina-like carboxi-terminal, que esta presente em quase
todas as MMPs, estd envolvido na especificidade para o substrato e nas fun¢des ndo
proteoliticas de MMPs. MMPs do tipo membrana (MT-MMPs), tais como MMP-14,
estdo ancoradas a superficie celular por qualquer dominio transmembrana, seguido
por uma cauda citoplasmatica curta ou um glicosilfosfatidilinositol (GPI) de
sequéncia. Algumas MMPs, incluindo MT-MMPs, MMP-11, MMP-17, MMP-21,
MMP-23, MMP-25 e MMP-28, podem ser ativadas pela furina convertase, que cliva
0 propeptideo de precursores inativos no aparelho de Golgi, para liberar proteinas
funcionais. A MMP-23 contém um dominio de imunoglobulina (Ig), que é Unica
entre os MMPs. Este dominio de Ig facilita as interacfes proteina-proteina ou
proteina-lipideo, semelhante ao dominio hemopexina de outras MMPs. A Figura 2
ilustra a estrutura e os alvos das MMPs (BONNANS et al. 2014). Estas interagdes

entre MMPs e matriz extracelular participam do processo de invasdo tecidual,



crescimento e metastase de diversas neoplasias, incluindo o carcinoma urotelial

(SZARVAS et al. 2011).
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Figura 2 - Substratos e estrutura das MMPs.



1.6 METALOPROTEINASES DE MATRIZ E CARCINOMA

UROTELIAL

O envolvimento de MMPs em processos celulares que auxiliam na formacao
tumoral, como adeséo celular, angiogénese tumoral, proliferacdo celular, transicéo
epitélio-mesénquima e apoptose, fazem delas candidatos atraentes a marcadores
bioldgicos e alvos para terapia. Por conta disso, esfor¢os tém sido feitos para avaliar
seu papel prognostico, diagndstico e terapéutico em cancer vesical. Embora a
maioria das MMPs tenham sido estudadas em cancer de bexiga, apenas MMP-1,
MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9 o foram de forma extensiva (SZARVAS et al.
2011).

OZDEMIR et al. (1999) e NAKOPOULOU et al. (2001) estudaram, por
expressao imunoistoquimica, a MMP-1, e observaram que sua expressao aumentada
estava associada a tumores de estagio clinico mais avancado e maior grau
histoldgico.

Atividade de MMP-2 em carcinomas uroteliais foi estudada por zimografia e
mostrou associacdo com estagio clinico dos pacientes (DAVIES et al. 1993;
MOHAMMAD et al. 2010). Resultados semelhantes encontraram VASALA et al.
(2003), utilizando método de imunoistoquimica, e KANAYAMA et al. (1998), que
por sua vez utilizaram RT-PCR. Entretanto, GRIGNON et al. (1996), também
utilizando a técnica de imunoistoquimica, verificaram auséncia de associacdo da
expressdo deste marcador com estagio clinico dos pacientes.

Com relagdo a MMP-9, diversos estudos utilizando zimografia,

imunoistoquimica e Northern blot, mostraram resultados divergentes com relacdo a



10

associacdo com estagio clinico dos pacientes e grau patologico da neoplasia
(DAVIES et al. 1993; GRIGNON et al. 1996; OZDEMIR et al. 1999).

REIS et al., em 2012, analisaram 0s niveis de expressdo de MMP-2, MMP-9
e MMP-14 pelo método de reacdo de cadeia de polimerase quantitativa em tempo
real (QRT-PCR) em amostras teciduais congeladas de pacientes com carcinoma
urotelial submetidos a ressecgéo transuretral de bexiga. Eles verificaram que MMP-9
estava superexpressa em 59% dos pacientes e MMP-2 e MMP-14 eram subexpressas
na maioria dos pacientes. Além disso, constataram que a MMP-9 era mais expressa
em tumores recorrentes, e em tumores invasivos, quando comparada a tumores
superficiais.

Estes estudos com MMPs em carcinomas uroteliais de bexiga encontraram
resultados controversos, o que pode ser atribuido a diversos fatores, como diferentes
metodologias empregadas, tumores de diversos estadios e amostragem tumoral
(TMAs, superficial, profundo). Adicionalmente, nenhum destes estudos avaliou a
expressdo de MMPs nos diversos compartimentos tumorais, e estudos realizados em
outras neoplasias ja demonstraram a expressdo diferenciada de MMPs no fronte de
invasdo tumoral.

Neste contexto, SOARES et al. em 2006, demonstraram que em carcinomas
epidermoides de pénis, os tumores menos diferenciados, mais invasivos e com um
padréo de infiltracdo em pequenos blocos celulares, sdo associados com uma maior
expressédo de MMP-2 e MMP-9, avaliadas no fronte de invaséo tumoral (SOARES et
al. 2006; GUIMARAES et al. 2006).

Desta forma, até 0 momento, em carcinomas uroteliais de bexiga, os trabalhos

de expressdo de MMPs que utilizaram 0 método imunoistoquimico ndo permitem
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avaliar as diferencas de expressdo entre as células ndo invasoras superficiais, as
células do centro da lesdo, e as célula do fronte de invasdo, bem como sua associacao
com estadios patoldgicos. Além disso, estes estudos realizados ndo permitem a
caracterizacdo de um perfil de expressdo de MMPs por estadio patoldgico, pois
realizaram somente a avaliagdo isolada de uma ou poucas MMPs em carcinomas

uroteliais de bexiga.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Analisar a expressdo imunoistoquimica de metaloproteinases de matriz em

carcinomas uroteliais de bexiga.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Analisar a expressdo imunoistoquimica de metaloproteinases 1, 2, 9, 10, 12,
13, 14, 15 e 16 em carcinomas uroteliais da bexiga, ndo invasivos e
invasivos, com foco no fronte de invaséo tumoral.

b. Caracterizar o perfil de expressdao destes marcadores, de acordo com o

estadiamento patologico de cada neoplasia.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

Foram recuperados do arquivo do Departamento de Anatomia Patoldgica do
A.C. Camargo Cancer Center, laminas e blocos de parafina contendo tecido
neoplésico de pacientes submetidos & ressecgdo cirdrgica de tumores de bexiga,
através de resseccao transuretral por via cistoscopica (RTU) ou cistectomia radical,
realizadas nesta mesma instituicdo, no periodo de 2000 a 2010. Cada caso foi
revisado por dois patologistas para confirmagdo diagndstica, classificacdo e selecdo
dos blocos de parafina a serem utilizados. O estadiamento patoldgico se baseou na
classificacdo de tumores uroteliais do American Joint Committee on Cancer (AJCC)
e do International Union Against Cancer (UICC) (Quadro 1). Foi criado um banco
de dados destes pacientes, contendo informacg6es relacionadas a dados demograficos,
antecedentes mdrbidos, tipo de tratamento e terapias prévias, achados dos exames
endoscépicos, presenca de recorréncia/progressdo da doenca, complicacBes do

tratamento e dados do seguimento de todos os pacientes.

3.1.1 Critérios de Incluséo
Foram incluidos no estudo os casos com confirmagdo do diagndstico de

Carcinoma urotelial de bexiga cujos blocos de parafina estavam disponiveis.



3.1.2 Critérios de Exclusao
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Foram excluidos os casos de tumores invasivos em que havia representacao

inadequada da camada muscular prépria para estadiamento patolégico confiavel.

Quadro 1 - Classificacdo dos tumores de bexiga de acordo com a profundidade de

invasao.
TNM Descricéo
Tis Carcinoma in situ
Ta Tumor papilifero ndo invasivo
Tl Tumor invade a lamina propria
T2 Tumor invade a camada muscular prépria
T3 Tumor invade o tecido perivesical
T4 Tumor invade 6rgdos e estruturas adjacentes

Fonte: SOBIN et al. (2012)

3.2 METODO

3.2.1 Reagdes Imunoistoquimicas

Os anticorpos utilizados neste estudo estdo especificados no Quadro 2.

Primeiramente eles foram testados e as reacGes de imunoistoquimica padronizadas de

acordo com a melhor diluicdo, recuperacdo antigénica, método de deteccdo e

revelacéo.
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Quadro 2 - Anticorpos primarios para ensaios de imunoistoquimica, suas fontes
comerciais, clones, codigo no catalogo e diluicdo correspondentes.

Anticorpo Fonte comercial Clone Catélogo Diluicéo
MMP-1 Neomarkers Policlonal rb9225P 1/200
MMP-2 Neomarkers Policlonal rb9233P 1/100
MMP-9 Neomarkers Policlonal rb9234p 1/400

MMP-10 Neomarkers Policlonal rb9235 1/200
MMP-12 Abcam Policlonal ab5734-75 1/200
MMP-13 Neomarkers Clone Ab-1 ms-825-P1 1/50
MMP-14 Neomarkers Policlonal rb9254-P1 1/100
MMP-15 Neomarkers Policlonal rb9280-P1 1/600
MMP-16 Neomarkers Policlonal rb1547-P1 1/50

Para a realizagdo do estudo imunoistoquimico, foram realizados cortes
histol6gicos de 4 um de espessura dos blocos de parafina selecionados. As laminas
preparadas foram desparafinizadas em 3 banhos de xilol por 5 minutos. O tecido foi
reidratado em solucdes decrescentes de etanol e as laminas lavadas em agua. A
recuperacdo antigénica € um processo que aumenta a reatividade e foi realizada por
tratamento com calor na presenca de uma solucdo recuperante com pH alto ou baixo.
Apo6s a recuperagdo antigénica, foi feito o bloqueio da peroxidase enddgena
utilizando-se solucéo de perdxido de hidrogénio.

Apos a incubacdo com anticorpo primario, foi utilizado o sistema de detec¢do
polimérico, revelagdo com 3,3' — diaminobenzidina (DAB), contracoloracdo com
hematoxilina e montagem das laminas. Todas as reacdes foram realizadas
acompanhadas de um controle positivo, em tecido sabidamente positivo para cada

anticorpo testado.
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3.2.2 Avaliagdo das Laminas

Cada anticorpo foi avaliado por um patologista ao microscopio dptico e
categorizado quanto a intensidade da marcacao (0, ausente; 1+, fraca; 2+, moderada;
3+, forte), em cada regido do tumor (superficie, centro da neoplasia, fronte de
invasdo, e células estromais ao redor da neoplasia) no citoplasma das células de
interesse. Imagens representativas da avaliacao realizada séo ilustradas na Figura 3.

Foi considerado superficie da neoplasia as células tumorais mais superficiais
representadas no corte histolégico avaliado, em contato com a luz do 6rgdo, tanto em
tumores invasivos, cComo em tumores ndo invasivos.

Foi considerado o centro da neoplasia 0 grupo de células que ndo estd em
contato com a luz do 6rgdo, tanto em tumores invasivos, como em tumores nao
invasivos.

O fronte de invasédo foi avaliado somente nos casos de tumores invasivos,
(T1, T2, T3 e T4), sendo considerado como as células neoplésicas que estdo situadas
mais profundamente no corte histoldgico avaliado, isto é, mais distantes da superficie
do tumor, em contato direto com o estroma circunjacente.

As células estromais avaliadas foram aquelas em contato direto com o fronte
de invaséo da neoplasia, no caso dos tumores invasivos, ou aquelas em contato direto
com a membrana basal das lesdes ndo invasivas.

A avaliagdo de MMP-1, MMP-12, MMP-13 e MMP-14 n&o foi realizada nos
pacientes dos estadios Tis, Ta e T1, devido a pequena representacdo da neoplasia em

uma parte dos casos selecionados para o estudo.
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Figura 3 - Avaliacdo da intensidade de expressdo imunoistoquimica das

metaloproteinases de matriz. 0 — auséncia de marcagéo, 1 — intensidade fraca, 2 — intensidade

moderada, 3 — intensidade forte.

3.2.3 Interpretagdo dos Resultados e Analise Estatistica

Os dados obtidos a partir da avaliagdo das laminas foram anotados em
planilhas do programa Microsoft Excel. As analises estatisticas foram realizados por
meio do software Statistical Package for Social Sciences (SPSS) versdo 18.0. Para a
determinacdo do perfil de expressdo dos marcadores nos diferentes estadios
estudados, foi utilizado o teste de Cochran, com correcdo de Bonferroni, no qual
todos os marcadores estudados foram comparados entre si, e verificado se a
diferenca de expressdo entre eles era estatisticamente significante. Para determinacgéo
do grau de concordancia de expressao dos marcadores entre o fronte de invasdo e 0s

demais compartimentos tumorais avaliados (centro e superficie), foi utilizado o
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coeficiente de concordancia Kappa. Os resultados considerados estatisticamente
significativos foram aqueles com indice de rejeicdo da hipdtese de nulidade (p)

menor que 0,05.

33 COMITEDEETICA

Este estudo obteve aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) em

Seres Humanos da Fundagdo Antonio Prudente — A.C. Camargo Cancer Center/SP

na data 11/09/2012 sob o numero 97.724. (Anexo 1)

3.4 FINANCIAMENTO

Este projeto obteve auxilio financeiro da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do

Estado de S&o Paulo (FAPESP). Numero do projeto 2012/20232-0.
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41 DELINEAMENTO DA POPULACAO DE ESTUDO

Cento e trinta e cinco casos de carcinomas uroteliais foram elegiveis para o

estudo, seguindo os critérios descritos anteriormente. Dos 135 pacientes estudados,

85 foram submetidos a resseccéo transuretral de bexiga, e 50 a cistectomias radicais.

Com relacdo aos dados demogréaficos, a maior parte dos pacientes estudados

encontrava-se na sétima década de vida ou mais no momento do diagndstico, a

maioria de raga branca, do sexo masculino e eram tabagistas ou ex-tabagistas,

conforme mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Dados demogréaficos dos 135 pacientes estudados.

Variavel Categorias N %
Idade ao diagnéstico <40 anos 3 2,2
41-60 anos 50 36,07
>61 anos 82 60,74
Raca Brancos 78 57,7
Outros 57 42,3
Sexo Masculino 86 63,7
Feminino 49 36,2
Tabagismo Sim 47 34,8
Ex-tabagista 52 38,5
N&o 25 18,5
Ignorado 11 8,1
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Com relacdo ao estadiamento anatomo-patoldgico, a maioria dos pacientes
apresentou-se com tumor papilifero ndo invasivo (Ta — 60 pacientes), seguidos por
aqueles que exibiam tumores invasivos em tecido adiposo perivesical (T3 — 24
pacientes). A distribuicdo de todos os pacientes do estudo de acordo com seu

estadiamento anatomo-patoldgico pode ser observada na Tabela 2.

Tabela 2 - Distribuicdo dos 135 pacientes estudados de acordo com o estadiamento
patolégico.

Variavel Categorias N %

Estadio patolégico Tis 3 2,2
Ta 60 44,4
T1 20 14,8
T2 11 8,1
T3 24 17,8
T4 17 12,6

TOTAL 135 100

4.2  AVALIACAO DA EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA

4.2.1 Nos Pacientes com Carcinoma In Situ (TIS)

Com relacdo aos 3 pacientes com carcinoma in situ, a expressdao da MMP-2
demonstrou ser igual em toda a neoplasia, dentro de cada caso, sendo que um caso
exibiu expressao intensa, outro expressdo moderada e o terceiro, expressao fraca.
Nenhum dos trés casos mostrou positividade nas células estromais ao redor do
tumor.

A expressdao de MMP-9 foi ausente nos trés casos de carcinoma in situ, em
todos os compartimentos neoplasicos avaliados e nas células estromais ao redor do

tumor.
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A expressdo de MMP-10 mostrou-se ser semelhante (fraca) nos trés casos de
carcinoma in situ estudados, em toda a lesdo. Nestes casos, a expressdo de MMP-10
foi ausente nas células estromais que circundam a neoplasia.

Em relacdo a MMP-15, um caso exibiu expressao imunoistoquimica forte, e
0s outros dois mostraram expressdo moderada. Os trés casos ndo exibiram
positividade para este marcador nas células estromais proximas a neoplasia.

A expressdo de MMP-16 foi fraca em um dos casos de pacientes com
carcinoma in situ, e moderada nos outros dois casos. Nos trés casos, ndo houve
expressdo de MMP-16 nas células estromais ao redor da neoplasia.

N&o foi realizada analise estatistica nos casos de carcinoma urotelial in situ
devido o pequeno numero de casos incluidos neste grupo, impossibilitando esta

avaliagéo.

4.2.2 Nos Pacientes com Carcinoma Papilifero Nao-Invasivo (Ta)

A Figura 4 mostra que na maioria dos pacientes com tumores papiliferos nao
invasivos (Ta), a expressdo de MMP-2 esteve presente, ainda que uma grande parte
com expressao fraca (42 casos na superficie tumoral e 39 no centro da neoplasia).
Treze casos exibiram marcacdo moderada (dez casos) ou forte (trés casos) nas
referidas topografias de lesdo. Somente cinco casos (na superficie do tumor) e oito
casos (no centro da neoplasia), dentre os 60 casos estudados neste grupo, nédo
demonstraram positividade para esse marcador. Esta expressdo aumentada neste
grupo de pacientes foi estatisticamente significativa (p<0,0001) quando comparada a
expressdao de MMP-9. Em nenhuma das MMPs estudadas nestes pacientes houve

expressao imunoistoquimica positiva nas células estromais que circundam a lesao.
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A MMP-9 ndo pode ser avaliada em um caso deste grupo devido ao desgaste
do material presente no bloco de parafina. De maneira geral, esta metaloproteinase
foi pouco expressa neste grupo de pacientes, sendo esta menor expressdo
estatisticamente significativa quando comparada as demais MMPs estudadas neste
grupo (p<0,0001). Ela mostrou-se negativa (47 casos) ou fracamente positiva (12
casos) em todos os pacientes estudados, seja na superficie da neoplasia, como em
areas mais centrais. Nenhum caso demonstrou expressdao moderada ou forte deste
marcador.

Semelhante a MMP-2, a MMP-10 também mostrou-se expressa na maioria
dos pacientes deste grupo. Dos 60 casos estudados, 54 demonstraram alguma
expressdo deste marcador na superficie e no centro da neoplasia. Esta expressao
aumentada também foi estatisticamente significativa (p<0,0001) quando comparada
a MMP-9.

Tanto a MMP-15 como a MMP-16 também mostraram expressdo
imunoistoquimica aumentada nestes pacientes (p<0,0001). Todos os 60 casos
pertencentes a este grupo demonstraram alguma expressdo destes marcadores. Com
relacio a MMP-15, a expressdo na superficie tumoral foi forte em 39 casos,
moderada em 19 casos e fraca em dois casos. A MMP-16 mostrou-se fortemente
positiva em cinco casos, moderadamente positiva em 37 casos e fracamente positiva
em 18 casos.

Em resumo, o perfil de expresséo de MMPs em carcinomas uroteliais
papiliferos ndo-invasivos (Ta) demonstrou uma expressao aumentada de MMP-2,
MMP-10, MMP-15 e MMP-16, e um baixa expressdéo de MMP-9, todos estes

achados com significancia estatistica.
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Figura 4 - Perfil de expressdo de MMPs em 60 casos de carcinomas uroteliais

papiliferos ndo invasivos (Ta), de acordo com o compartimento tumoral avaliado.

4.2.3 Nos Pacientes com Carcinoma Urotelial Invasivo em Lamina Prdépria
(T1)

Devido ao desgaste da regido invasiva do tumor presente no bloco de
parafina, a avaliagdo do fronte de invasdo das MMPs estudadas neste grupo de
pacientes foi prejudicada em nove casos. Além disso, devido a artefatos pré-
analiticos, a avaliagdo de MMP-10 e MMP-15 néo foi realizada em um caso.

A Figura 5 mostra a expressdo de MMPs nos carcinomas uroteliais invasivos
em lamina propria. Observa-se que, com relagdo a expressédo de MMP-2, 19 dos 20

casos estudados demonstrou positividade para este marcador, na superficie e no

centro da neoplasia, e 10 casos no fronte de invasdo. Esta expressdo aumentada foi
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estatisticamente significativa (p<0,0001) quando comparada a MMP-9.

N&o houve expressdo positiva de MMP-9 em nenhum caso estudado de
pacientes com carcinomas uroteliais superficialmente invasivos, sendo esta baixa
expressao significativamente menor que as outras MMPs estudadas neste grupo
(p<0,0001).

MMP-10 foi positiva em 15 dos 19 casos estudados neste grupo de pacientes,
na superficie e centro da neoplasia, e em 12 casos no fronte de invasdo. Esta
expressdo foi considerada aumentada em relagdo a MMP-9, com significancia
estatistica (p<0,0001).

Com relacdo a MMP-15 e MMP-16, a maioria dos casos neste grupo de
pacientes demonstrou alguma positividade para estes marcadores, exceto nas células
estromais ao redor da neoplasia (p<0,0001). MMP-15 foi positiva forte ou moderada
em 18 dos 20 pacientes (em superficie e centro das neoplasias), e em 15 pacientes no
fronte de invasdo. MMP-16 mostrou-se positiva em 19 dos 20 casos em superficie
tumoral, nove destes de maneira moderada e 10 de forma fraca.

Em resumo, semelhante ao observado nos casos de pacientes portadores de
carcinomas uroteliais papiliferos ndo-invasivos (Ta), o perfil de expressdo de MMPs
em carcinomas uroteliais invasivos em lamina propria (T1) demonstrou uma
expressdo aumentada de MMP-2, MMP-10, MMP-15 e MMP-16, e um baixa

expressao de MMP-9, todos estes achados com significancia estatistica.



25

m Negativo
MMP16 Estroma Fraco
B Moderado
MMP16 Fronte B Forte
MMP16 Centro — MMP16 *
MMP16 Superficie
MMP15 Estroma
MMP15 Fronte
MMP15 Centro b MMPlS*
MMP15 Superficie
MMP10 Estroma
MMP10 Fronte
MMP10 Centro — MMP10*
MMP10 Superficie
MMP9 Estroma
MMP9 Fronte
MMP9 Centro — MMP9*
MMP9 Superficie
MMP2 Estroma
MMP2 Fronte
MMP2 Centro — MMP2*
MMP2 Superficie
0% 20% 40% 60% 80% 100% *p<0,05

Figura 5 - Perfil de expressdo de MMPs em 20 casos de carcinomas uroteliais

invasivos em lamina propria (T1), de acordo com o compartimento tumoral avaliado.

4.2.4 Nos Pacientes com Carcinoma Urotelial Invasivo em Camada Muscular
Propria (T2)

A Figura 6 mostra o perfil de expressdao das metaloproteinases nos 11
pacientes com carcinoma urotelial invasivo em camada muscular prépria (T2).
Devido a artefatos pré-analiticos, a avaliacdo de MMP-1, MMP-12, MMP-13 e
MMP-14 nédo foi realizada em um caso deste grupo. Observa-se que a MMP-1
mostrou algum grau de positividade em todos os casos estudados neste grupo de
pacientes, sendo que a superficie tumoral mostrou intensidade maior (forte em seis

casos) em relacdo a areas mais profundas da lesdo (intensidade forte em dois casos
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no centro da neoplasia e em um caso no fronte de invasdo). Esta positividade, de
maneira global, foi estatisticamente significativa (p = 0,0047). Células estromais ao
redor da neoplasia também demonstraram positividade para este marcador
(moderada em um caso e fraca nos nove casos restantes).

A MMP-2 mostrou auséncia de expressao ou expressao fraca na maior parte
dos casos neste grupo de pacientes. Esta auséncia de expressdo/expressdo fraca néo
foi estatisticamente significativa se comparada as outras metaloproteinases. Somente
um caso demonstrou positividade moderada na superficie tumoral, no centro e no
fronte de invasdo. Todos os casos foram negativos nas células estromais ao redor da
neoplasia.

Achados semelhantes foram observados em relacdo as MMP-9, MMP-10,
MMP-12 e MMP-13. Com relagdo & MMP-9, somente um caso foi positivo
moderado na superficie tumoral. Todos os outros casos e em todas as outras
topografias, a positividade é ou ausente ou fraca, com significancia estatistica (p =
0,0027). De forma semelhante em relacdo a baixa expressdo, porém, sem
significancia estatistica, a MMP-10 ndo foi positiva forte ou moderada em nenhum
caso, sendo, em todos 0s casos neste grupo de pacientes, sua expressdo ou ausente ou
fracamente positiva. Em relacdo a expressdo de MMP-12, apesar de a positividade
nas células neoplésicas ter sido negativa ou fraca em quase todos os casos estudados,
todas as células estromais ao redor da neoplasia exibiram alguma positividade, seja
ela moderada (em quatro casos) ou fraca (em seis casos), porém, sem demonstrar
diferenca estatisticamente significativa em relacdo as outras MMPs. A MMP-13

mostrou auséncia de positividade na grande maioria dos casos, exibindo positividade
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fraca em somente um caso na superficie tumoral e em dois casos no fronte de
invasdo, sem significancia estatistica.

A expressdo de MMP-14 nestes pacientes mostrou-se maior que MMP-9,
MMP-10, MMP-12 e MMP-13, estatisticamente significante (p = 0,0047), na medida
em que a maior parte dos casos exibiu alguma positividade para este marcador,
conforme observado na Figura 6, muito embora em nenhum dos casos a expressao
tenha sido forte. Ja a MMP-15 mostrou uma expressao positiva na maior parte dos
casos (p = 0,0027), sendo que em dois casos, a expressdo na superficie do tumor foi
forte. Somente um caso mostrou auséncia de expressdo na superficie e centro das
células neoplésicas, neste grupo de pacientes. Em relacdo a MMP-16, a expressao foi
ainda mais intensa (p = 0, 0027). Nenhum nos casos foi negativo para este marcador,
sendo que em sete dos 11 casos estudados a expressao foi forte (trés casos), ou
moderada (quatro casos), na superficie tumoral. Em nove casos a expressdo no fronte
de invasdo foi fraca, e em um caso, moderada. A maior parte dos casos foi
fracamente positiva nas células estromais ao redor da neoplasia.

Em resumo, o perfil de expresséo de MMPs em carcinomas uroteliais
invasivos em camada muscular prépria (T2) demonstrou uma expressdo aumentada
de MMP-1, MMP-14, MMP-15 e MMP-16, e um baixa expressédo de MMP-9, todos
estes achados com significancia estatistica.

Para a avaliacdo do grau de concordancia da expresséo dos marcadores entre
os diferentes compartimentos tumorais avaliados em tumores T2, foi utilizado o

coeficiente de concordancia Kappa, cujos resultados podem ser vistos no Quadro 3.
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Figura 6 - Perfil de expressdo de MMPs em 11 casos de carcinomas uroteliais

invasivos em camada muscular propria (T2), de acordo com o compartimento

tumoral avaliado.
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Quadro 3 - Avaliacdo do grau de concordancia da expressao dos marcadores entre
os diferentes compartimentos tumorais avaliados nos carcinomas uroteliais invasivos
em camada muscular propria (T2).

MMPs Compartimento kappa
MMP-1 Superficie x Fronte 0,156 0,273
Centro x Fronte 0,196 0,263
Superficie x Centro 0,394 0,032
MMP-2 Superficie x Fronte 0,313 0,158
Centro x Fronte 0,431 0,064
Superficie x Centro 0,833 <0,01
MMP-9 Superficie x Fronte 0 1
Centro x Fronte 0 1
Superficie x Centro 0,267 0,216
MMP-10 Superficie x Fronte 1 0,02
Centro x Fronte 1 0,02
Superficie x Centro 1 0,01
MMP-12 Superficie x Fronte 0,813 0,002
Centro x Fronte 0,6 0,033
Superficie x Centro 0,818 0,003
MMP-13 Superficie x Fronte 0,154 0,598
Centro x Fronte 0 1
Superficie x Centro 0 1
MMP-14 Superficie x Fronte 0,038 0,828
Centro x Fronte 0,234 0,231
Superficie x Centro 0,5 0,027
MMP-15 Superficie x Fronte 0,206 0,28
Centro x Fronte 0,464 0,04
Superficie x Centro 0,598 0,001
MMP-16 Superficie x Fronte 0,016 0,899
Centro x Fronte 0,216 0,219
Superficie x Centro 0,577 0,006

4.25 Nos Pacientes com Carcinoma Urotelial Invasivo em Tecido Perivesical

(T3)

A Figura 7 mostra o perfil de expressdo das metaloproteinases nos 24

pacientes com carcinoma urotelial invasivo em tecido perivesical (T3). Devido a

artefatos pré-analiticos, a avaliagdo de MMP-1 ndo foi realizada em um caso deste

grupo. Observa-se que a MMP-1 mostrou positividade intensa ou moderada na

grande maioria dos casos em todos os compartimentos da neoplasia. Esta expressdo

foi aumentada em relacdo &8 MMP-2, MMP-9, MMP-10 E MMP-13 neste grupo de

pacientes (p = 0,0002). Nenhum caso demonstrou auséncia de expressao deste

marcador.
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Por outro lado, para MMP-2, MMP-9, MMP-10 e MMP-13, a expressao foi
fraca ou ausente na maior parte dos casos. Todos estes marcadores foram
hipoexpressos em relagdo a MMP-1, MMP-14, MMP-15 e MMP-16, com diferenca
estatisticamente significativa em todas elas (respectivamente, p = 0,0002; p <0,0001;
p < 0,0001 e p < 0,0001), sendo somente em uma pequena minoria, a expressao
moderada (um caso para a MMP-2, dois casos para as MMP-9 e MMP-10 e nenhum
para a MMP-13). Dentre estas MMPs, somente a MMP-13 mostrou um caso com
expressdo fortemente positiva na superficie, centro e fronte de invasao.

O contrério é observado quando se analisa a expressdo de MMP-14, MMP-15
e MMP-16. Estas trés MMPs demonstraram positividade de marcacado na maior parte
dos casos, sendo consideradas hiperexpressas quando comparadas a MMP-2, MMP-
9, MMP-10 e MMP-13 (respectivamente, p = 0,0005, p < 0,0001 e p = 0,0003). Em
relacdo a superficie tumoral, nove casos dos 24 foram fortemente ou moderadamente
positivos para MMP-14, 13 casos para MMP-15 e 14 casos para MMP-16. Dentre
estes marcadores, somente em quatro casos para MMP-14 e em dois casos para
MMP-15 e MMP-16 a expressao foi completamente negativa.

A MMP-12 mostrou um perfil de expressdo intermediario, pois foi mais
expressa que a MMP-9 e MMP-13, e menos expressa que MMP-1 e MMP-15.

Em resumo, em pacientes com carcinomas uroteliais invasivos em tecido
adiposo perivesical (T3), hd uma expressao aumentada de MMP-1, MMP-14, MMP-
15 e MMP-16, e um baixa expressao de MMP-2, MMP-9, MMP-10 e MMP-13,
todos estes achados com significancia estatistica.

Os resultados da avaliagdo do grau de concordancia da expresséo dos
marcadores entre os diferentes compartimentos tumorais avaliados em tumores T3

podem ser vistos no Quadro 4.
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Figura 7 — Perfil de expressio de MMPs em 24 casos de carcinomas uroteliais

invasivos em tecido perivesical (T3), de acordo com o compartimento tumoral

avaliado.
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Quadro 4 - Avaliacdo do grau de concordancia da expressao dos marcadores entre
os diferentes compartimentos tumorais avaliados nos carcinomas uroteliais invasivos
em tecido perivesical (T3).

MMPs Compartimento kappa p
MMP-1 Superficie x Fronte 0,106 0,213
Centro x Fronte 0,444 0,006
Superficie x Centro ,139 0,15
MMP-2 Superficie x Fronte 0,341 0,042
Centro x Fronte 0,668 <0,01
Superficie x Centro 0,562 <0,01
MMP-9 Superficie x Fronte 0,217 0,071
Centro x Fronte 0,118 0,322
Superficie x Centro 0,718 <0,01
MMP-10 Superficie x Fronte 0,824 <0,01
Centro x Fronte 0,909 <0,01
Superficie x Centro 0,913 <0,01
MMP-12 Superficie x Fronte 0,244 0,059
Centro x Fronte 0,298 0,024
Superficie x Centro 0,921 <0,01
MMP-13 Superficie x Fronte 0,52 0,02
Centro x Fronte 0,662 <0,01
Superficie x Centro 0,869 <0,01
MMP-14 Superficie x Fronte 0,491 <0,01
Centro x Fronte 0,803 <0,01
Superficie x Centro 0,632 <0,01
MMP-15 Superficie x Fronte 0,373 0,004
Centro x Fronte 0,565 <0,01
Superficie x Centro 0,565 <0,01
MMP-16 Superficie x Fronte 0,275 0,009
Centro x Fronte 0,822 <0,01
Superficie x Centro 0,395 <0,01
4.2.6 Nos Pacientes com Carcinoma Urotelial Invasivo em Orgdos ou

Estruturas Adjacentes (T4)

A Figura 8 mostra o perfil de expressdo das metaloproteinases nos 17

pacientes com carcinoma urotelial invasivo em 6rgdos ou estruturas adjacentes (T4).

Devido a artefatos pré-analiticos, a avaliacdo de MMP-1, MMP-2, MMP-12, MMP-
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13 e MMP-14 néo foi realizada em um caso deste grupo. Observa-se que a MMP-1
mostrou positividade intensa ou moderada na grande maioria dos casos, em todos 0s
compartimentos da neoplasia, sendo considerada hiperexpressa quando comparada a
MMP-2, MMP-9, MMP-10 e MMP13 (p = 0,0003). Somente um caso demonstrou
positividade fraca na superficie e centro da neoplasia, e quatro casos no fronte de
invasdo. Nenhum caso demonstrou auséncia de expressao deste marcador.

A expressdo de MMP-2, embora com uma tendéncia a ser baixa neste grupo
de pacientes, ndo obteve significancia estatistica.

Semelhante ao que foi observado no grupo de pacientes com estadiamento
T3, a expressdo de MMP-9, MMP-10 e MMP-13 foi fraca ou ausente na maior parte
dos casos estudados, foram consideradas hipoexpressas em relacdo a MMP-1, MMP-
12, MMP-14, MMP-15 e MMP-16 (respectivamente, p = 0,0027; p = 0,0047 e p =
0,0027). Dentre estes casos, somente um caso de MMP-9 demonstrou positividade
forte nestes tumores. Nas MMP-10 e MMP-13, nenhum caso foi fortemente positivo.

Seguindo a tendéncia do que j& se observava nos pacientes T3, mas agora
com significancia estatistica, a MMP-12 foi mais expressa nesses pacientes, quando
comparada as MMPs 9, 10 e 13 (p = 0,0009), sendo positiva moderada ou fraca em
mais da metade dos casos estudados.

Também semelhante ao que foi visto nos outros grupos de pacientes
estudados com tumores invasivos a partir de T2, MMP-14, MMP-15 e MMP-16
demonstraram algum grau de positividade na grande maioria dos casos, seja ela forte,
moderada ou fraca, conforme pode ser observado na Figura 8, sendo esta maior

positividade com significancia estatistica (respectivamente p = 0,0027, p = 0,0005 e
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p = 0,0005). MMP-15 e MMP-16 demonstraram auséncia de expressdo em somente
um caso, cada.

Em resumo, o perfil de expresséo de MMPs nos carcinomas uroteliais de
bexiga invasivos em 6rgaos ou estruturas adjacentes (T4) demonstra uma expressao
aumentada de MMP-1, MMP-12, MMP-14, MMP-15 e MMP-16, além de uma baixa
expresséo de MMP-9, MMP-10 e MMP-13, todos estes achados com significancia
estatistica.

Os resultados da avaliacdo do grau de concordancia da expressdo dos
marcadores entre os diferentes compartimentos tumorais avaliados em tumores T4

estéo representados no Quadro 5.
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Figura 8 — Perfil de expressio de MMPs em 17 casos de carcinomas uroteliais
invasivos em 6rgdos ou estruturas adjacentes (T4), de acordo com o compartimento

tumoral avaliado.
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Quadro 5 - Avaliacdo do grau de concordancia da expressao dos marcadores entre
os diferentes compartimentos tumorais avaliados nos carcinomas uroteliais invasivos
em 6rgdos ou estruturas adjacentes (T4).

MMPs Compartimento kappa
MMP-1 Superficie x Fronte 0,133 0,359
Centro x Fronte 0,403 0,016
Superficie x Centro 0,562 0,003
MMP-2 Superficie x Fronte 0,415 0,006
Centro x Fronte 1 <0,01
Superficie x Centro 0,415 0,006
MMP-9 Superficie x Fronte 0,46 0,008
Centro x Fronte 0,46 0,008
Superficie x Centro 1 <0,01
MMP-10 Superficie x Fronte 0,782 <0,01
Centro x Fronte 0,782 <0,01
Superficie x Centro 1 <0,01
MMP-12 Superficie x Fronte 0,21 0,157
Centro x Fronte 0,289 0,023
Superficie x Centro 0,81 <0,01
MMP-13 Superficie x Fronte 0,429 0,086
Centro x Fronte 0,429 0,086
Superficie x Centro 1 0
MMP-14 Superficie x Fronte 0,484 0,008
Centro x Fronte 0,474 0,006
Superficie x Centro 0,795 <0,01
MMP-15 Superficie x Fronte 0,7 <0,01
Centro x Fronte 0,892 <0,01
Superficie x Centro 0,709 <0,01
MMP-16 Superficie x Fronte 0,119 0,353
Centro x Fronte 0,27 0,092
Superficie x Centro 0,712 <0,01
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43 PERFIL DE EXPRESSAO DAS MMPs DE ACORDO COM O

ESTADIO PATOLOGICO

Baseado nos resultados apresentados, chegou-se ao perfil de expressédo
imunoistoquimico das MMPs de acordo com o estadio patologico. Este perfil esta
resumido na Figura 9. Importante ressaltar que estes achados foram semelhantes
tanto na avaliagé@o de todos os compartimentos tumorais em conjunto, quanto quando
foi considerado o fronte de invasdo de forma isolada para anélise. As Figuras 10 e 11
ilustram imagens representativas das reacGes imunoistoquimicas nos €asos

estudados.
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Figura 9 - Perfil de expressdo imunoistoquimica das metaloproteinases de matriz, de

acordo com o estadio patoldgico.
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Figura 10 - Imagens representativas das reacGes imunoistoquimicas. MMP-1
fortemente expressa na superficie de um carcinoma urotelial invasivo (A) e moderadamente expressa
nas células do centro da neoplasia, no mesmo caso (B). MMP-2 fortemente expressa em um caso de
carcinoma urotelial papilifero ndo invasivo (C); auséncia de expressdo de MMP-2 nas células
neoplésicas de um tumor musculo-invasivo, com controle interno positivo (células inflamatdrias).
Auséncia de expressdo de MMP-9 em um tumor papilifero ndo invasivo (E) e em um tumor musculo-
invasivo (F), ambos com controle interno positivo. MMP-10 mostrando positividade moderada na
superficie de um carcinoma urotelial papilifero ndo invasivo (G) e negatividade nas células
neoplasicas de um tumor musculo-invasivo (H).
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Figura 11 — Imagens representativas das reagdes imunoistoquimicas. MMP-12
moderadamente expressa no centro de um carcinoma urotelial invasivo em érgdos ou estruturas
adjacentes (A). Auséncia de expressdo de MMP-13 em um carcinoma urotelial musculo-invasivo (B).
MMP-14 fortemente expressa em um carcinoma urotelial mdsculo-invasivo (C) e em um carcinoma
urotelial invasivo em tecido perivesical (D). MMP-15 moderadamente expressa em um carcinoma
urotelial papilifero ndo invasivo (E) e fortemente expressa em um carcinoma urotelial invasivo em
camada muscular prépria (F). Expressdo forte de MMP-16 em um carcinoma urotelial papilifero néo

invasivo (G) e em um tumor invasivo em tecido perivesical (H).
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5 DISCUSSAO

A avaliacdo da expressdo imunoistoquimica de metaloproteinases de matriz
foi realizada nos carcinomas uroteliais invasivos e ndo invasivos incluidos no estudo,
divididos de acordo com seu estadiamento patolégico. Especificamente, as MMP-1,
MMP-12, MMP-13 e MMP-14 foram analisadas somente no grupo de pacientes
submetidos a cistectomia total, uma vez que em grande parte dos casos de pacientes
submetidos a resseccao transuretral de bexiga, o material representativo da lesdo era
escasso nos Dblocos de parafina. Baseado nos resultados das reacdes
imunoistoquimicas, apos as analises estatisticas, obteve-se o perfil de expresséo das
metaloproteinases, de acordo com o estadiamento patoldgico dos pacientes. Através
do coeficiente de concordancia Kappa, realizou-se a comparacdo entre os diferentes
compartimentos tumorais analisados.

A MMP-1 é uma colagenase, com peso molecular de 57 kDa na sua forma de
zimogénio e 47 kDa na sua forma ativa, atuando nos substratos colagenos I, II, I,
VIl e X, proteoglicanos, entactinas, ovostatinas, MMP-2 e MMP-9 (FABA et al.
2012). Ja foi demonstrado que desempenha um importante papel na progressao
tumoral. Tem sido extensivamente estudada em céncer de mama, tendo sido
mostrada sua associacdo com progressdao e prognoéstico. LI et al. em 2015,
demonstraram que a superexpressao de MMP-1 avaliada por estudo
imunoistoquimico foi positivamente relacionada a estadio clinico mais avangado,
presenca de metastase linfonodal e a distancia, em pacientes com cancer de mama.

Além disso, pacientes com maior expressao de MMP-1 tiveram uma sobrevida
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global significativamente menor quando comparados com aqueles com baixa
expressdo deste marcador. A analise multivariada mostrou ainda que o nivel de
expressdo de MMP-1 foi um indicador progndstico independente para a sobrevida
dos pacientes, atuando como um bom marcador prognastico.

Em carcinomas uroteliais, a MMP-1 foi estudada por OZDEMIR et al. em
1999 e NAKOPOULOU et al. em 2001. Ambos utilizaram o método de
imunoistoquimica e observaram que esta metaloproteinase foi positiva em tumores
invasivos, relacionando-se a parametros patolégicos, como estadio e grau tumoral.
No presente estudo obtivemos resultados semelhantes, uma vez que a analise da
expressao da MMP-1 no grupo de pacientes com tumores invasivos T2, T3 e T4
demonstra que ela foi positiva em uma intensidade moderada ou forte. No entanto,
ndo foi possivel estudar este marcador nos tumores ndo musculo invasivos, para
avaliar se essa expressdo é diferente neste grupo de tumores.

As MMPs 2 e 9 sdo da classe das gelatinases e pesam, respectivamente, 72
kDA e 92 kDa em suas formas de zimogénio, e 66 kDA e 86 kDa em suas formas
ativas. A primeira tem como substrato gelatina, colagenos 1V, V, VII, VI, IX e X,
elastina e fibronectina. A segunda possui estes mesmos substratos, além de colageno
X1V, entactina, osteonectina, plasminogénio e proteoglicanos. Ambas séo as MMPs
mais estudadas em céncer, de maneira geral, e em carcinoma urotelial. Porém,
resultados conflitantes em relagdo a estes dois marcadores tém sido reportados.
Deve-se ter em mente que isso talvez possa ser explicado pelo fato de que sé&o
estudos que ndo poderiam ou ndo deveriam ser comparados, por utilizarem grupos de

pacientes com diferentes estadios patoldgicos e graus de doenca, além de tipos de
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amostras diferentes, como sangue, tecido e urina, tendo sido utilizados diferentes
métodos de deteccao.

Dentre os estudos em carcinomas uroteliais, mesmo se excluirmos aqueles
que se utilizaram de outras técnicas de avaliagdo da expressdao de MMP-2 (ELISA,
zimografia e citometria de fluxo) e analisarmos somente os trabalhos que utilizaram
a técnica de imunoistoquimica, ainda sim os resultados encontrados na literatura séo
conflitantes. Enquanto que GRIGNON et al. em 1996 e OZDEMIR et al. em 1999,
concluiram que a expressdo de MMP-2 ndo se relacionava a estadio tumoral,
VASALA et al. em 2003, mostrou que a alta expressdo de MMP-2 estava sim
relacionada ao estadiamento do tumor.

No presente estudo, observamos que MMP-2 parece ter um continuum de
diminuigdo de expressdo, na medida em que 0s tumores mais superficiais
demonstraram uma alta expressdo deste marcador, ao contrario dos tumores mais
profundamente invasivos. Conforme observamos no Quadro 6, esta metaloproteinase
mostrou-se estar altamente expressa em tumores Ta e T1. Em tumores T2, ndo foi
possivel determinar se ela estava muito ou pouco expressa. Ja nos tumores T3 e T4,
esta expressao tornou-se oposta a dos tumores ndo invasivos em camada muscular,
estando a MMP-2 com baixa expressdao. Corroborando ainda este achado,
observamos que em todos os trés casos de carcinoma urotelial in situ, a MMP-2
estava positivamente expressa. Estes resultados nos levam a pensar que a expressao
de MMP-2 estaria muito mais associada aos tumores ndo invasivos, independente de
sua via de carcinogénese, uma vez que, biologicamente, o carcinoma urotelial in situ
tem maiores semelhancas genéticas com os tumores profundamente invasivos, do

que com tumores uroteliais papiliferos ndo-invasivos. Desta maneira, sugere-se que a
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MMP-2 esteja associada com o crescimento das neoplasias antes da invasao
estromal.

Da mesma forma como ocorre com a MMP-2, os trabalhos na literatura
mostram resultados divergentes em relacdo a MMP-9 e carcinomas uroteliais.
Utilizando a técnica de imunoistoquimica, OZDEMIR et al. em 1999 e DONMEZ et
al. em 2009, mostraram que a alta expressao de MMP-9 estava relacionada ao
estadio do tumor. Por outro lado, GRIGNON et al. em 1996 e MOHAMMAD et al.
em 2010 demonstraram que esta associagdo nao existia. Um estudo realizado no
Brasil por REIS et al. (2012), porém, utilizando a técnica de qRT-PCR, mostrou que
uma expressdao aumentada de MMP-9 estd relacionada a pior progndstico em
carcinomas de bexiga.

Surpreendentemente, no nosso estudo, a expressdo imunoistoquimica de
MMP-9 em todos os estadios tumorais estudados foi considerada baixa ou ausente na
maior parte dos casos, desde Ta, até os casos T4, incluindo-se os casos de Tis. E
importante salientar que a rea¢do imunoistoquimica funcionou adequadamente,
demonstrada tanto através da positividade em laminas de controle externo, como em
controle interno nas proprias laminas estudadas (positividade forte citoplasmatica em
células inflamatdrias). Uma explicacdo para esta baixa expressdo talvez seja
possiveis diferencas de diluicdo utilizadas nos diferentes trabalhos, dados estes nem
sempre disponiveis nas publicacdes. No nosso estudo, utilizamos uma diluicéo
1:400, que ndo é exatamente a recomendada pelo fabricante do anticorpo, que é de
1:50, mas foi a que melhor mostrou positividade em laminas de controle externo sem

expressar positividade inespecifica no fundo dos tecidos.
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A MMP-10 é uma metaloproteinase da classe das lisinas estromais, possuli
um peso molecular de 53 kDa na sua forma de zimogénio e 47 kDa na sua forma
ativa. Em neoplasias, de modo geral, existem inimeros estudos que relacionam
expressdo aumentada de MMP-10 a pior comportamento clinico. Porém a maioria
destes estudos demonstrou este resultados utilizando RT-PCR. Utilizando a técnica
de imunoistoquimica, a expressdo aumentada de MMP-10 mostrou-se estar associada
com comportamento agressivo em pacientes com carcinoma de células de Merkel
(FIGUERAS et al. 2007). Em carcinomas uroteliais, existe uma quantidade muito
pequena de estudos que pesquisou a expressdo deste marcador. Na literatura,
encontramos somente o estudo de SEARGENT et al. que, em 2005, estudaram a
MMP-10 pelo método de imunoistoquimica em carcinomas uroteliais e encontraram
uma maior positividade em tumores mais superficiais (Ta e T1) quando comparados
com tumores mais profundos (T2 ou pior). Resultados semelhantes foram
encontrados no presente estudo. Observando o Quadro 6 dos nossos resultados, é
possivel notar que nos tumores Ta e T1 houve uma expressdo aumentada de MMP-
10. Nos tumores T2 ndo foi possivel determinacdo estatistica se esta
metaloproteinase estava com sua expressdo aumentada ou diminuida. Entretanto, nos
estadios T3 e T4 pdde-se comprovar uma diminuicdo significativa da expressao deste
marcador, corroborando os resultados do estudo de SEARGENT et al. (2005).

Ao contrario da maioria das MMPs, que em geral mostram expressdo
aumentada em tumores mais invasivos, ndés demonstramos uma relagdo inversa entre
a expressao tanto de MMP-2 quanto de MMP-10 e potencial invasivo do musculo.
Estes achados sugerem que a expressdao de MMP-2 e MMP-10 é um evento precoce

na tumorigénese de carcinomas uroteliais. Sugerem ainda que estas duas MMPs
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estdo envolvidas na expansdo da massa de células neoplasicas em vez de invasédo ou
progressao da doenca.

A MMP-12 é uma metaloproteinase que possui um peso molecular de 54 kDa
em sua forma de zimogénio e 45 kDa em sua forma ativa. Tem como substratos o
coldgeno 1V, gelatina, elastina, caseina, fibronectina, vitronectina, laminina,
entactina, fibrina e fibrinogénio. Em neoplasias, ja foi demonstrado que existe uma
associacao entre aumento da expressao imunoistoquimica de MMP-12 e pior
prognostico em cancer gastrico (ZHENG et al. 2013). Em carcinomas epidermoides
de cabeca e pescoco, foi demonstrado que alta expressdo de MMP-12, utilizando-se o
método de imunoistoquimica, estava relacionada a extravasamento capsular em
metastases linfonodais (KIM et al. 2013). Um estudo com adenocarcinoma de
pulmdo mostrou que a expressdo proteica de MMP-12 foi significativamente
aumentada em comparagdo com tecidos ndo neoplasicos adjacentes e se relacionou a
estadio patolégico e presenca de metéstases linfonodais nestes pacientes (LV et al.
2015). N&o existem estudos na literatura que analisam a expressdo imunoistoquimica
deste marcador em carcinomas uroteliais. Nossos resultados demonstraram que em
tumores T4, esta proteina estd altamente expressa. Por outro lado, os resultados
relativos aos tumores T2 foram indeterminados, ndo nos permitindo afirmar se houve
expressdo alta ou baixa deste marcador. No estadio T3 houve uma expressao
aumentada desta metaloproteinase em relacdo as MMPs 9 e 13, porém menor que as
MMPs 1 e 15. Como néo realizamos a pesquisa deste marcador nos tumores Tis, Ta
e T1, ndo podemos avaliar se essa expressao € alta ou baixa nestes grupo de tumores
menos invasivos e ndo invasivos. Entretanto, pelos resultados obtidos, observa-se

que tumores em estadio mais alto passam a expressar este marcador, sugerindo que
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ele tenha um papel na invasividade de carcinomas uroteliais localmente avancados,
assim como foi observado em outras neoplasias.

A MMP-13 é uma metaloproteinase da classe das colagenases, possui um
peso molecular de 60 kDa na sua forma de zimogénio e 48 kDa na sua forma ativa.
Tem como substratos os colagenos tipo I, I, 1, VII, VIII, X, tenascina,
plasminogénio, agrecan, fibronectina, osteonectina e MMP-9. Em neoplasias, de
modo geral, ela tem sido extensivamente estudada e relacionada a maior
agressividade na maior parte dos tumores. Entretanto, FODA et al. em 2013, estudou
por imunoistoquimica a MMP-13 em carcinomas colorretais mucinosos e ndo
mucinosos, e encontrou uma maior expressdo desta metaloproteinase nos tumores
ndo mucinosos. Interessantemente, neste estudo, 0s tumores mucinosos, ou seja, 0S
que menos expressaram MMP-13, mostraram uma maior agressividade, avaliada
através de uma maior profundidade de invasdo e maior frequéncia de metastases
linfonodais, quando comparados aos tumores ndo mucinosos. Em carcinomas
uroteliais, a expressdo imunoistoquimica de MMP-13 foi estudada por FABA et al.
em 2007. Em 42 casos incluidos neste estudo, distribuidos nos estadios T2, T3 e T4,
eles ndo encontraram nenhuma diferenca estatistica na expressdéo de MMP-13
relacionada a estagio tumoral, e concluiram que MMP-13 ndo € um marcador Util
para avaliagdo de invasdo tumoral. O presente estudo obteve resultados que
corroboram este achado. N6s também s6 avaliamos MMP-13 em tumores musculo-
invasivos, e embora em T2 ndo tenhamos obtido significancia estatistica em dizer
que a expressdo deste marcador foi menor, pudemos afirmar isto em tumores T3 e
T4. O fato de este marcador néo ter sido estudado em tumores menos invasivos deve

ser levado em consideracdo, pois, ndo sabemos se esta metaloproteinase, como
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observado na MMP-2 e MMP-10, se comportaria de maneira semelhante e mostraria
uma diminuicao de sua expressdo a medida que o tumor se torna mais invasivo. E um
achado interessante que merece ser melhor explorado em estudos posteriores.

A MMP-14, também conhecida como MMP de membrana tipo 1 (MT1-
MMP), é uma metaloproteinase da classe das MMPs tipo membrana, possui um peso
molecular de 66 kDa na sua forma de zimogénio e 54 kDa na sua forma ativa. Tem
como substratos os colagenos tipo I, II, 1llI, gelatina, fibronectina, osteonectina,
laminina, vitronectina, entacina e a pro-MMP-2. Tem sido relacionada a aumento da
invasividade tumoral e metastase, por meio da ativacdo da MMP-2. Em céancer de
bexiga, sua expressao € aumentada em tecidos neoplasicos (MOHAMMAD et al.
2010). Além disso, MMP-14 é predominantemente expressa em células estromais, e
essa alta expressao génica se relaciona a alto grau tumoral, estadio tumoral avancado
e pior prognéstico em pacientes com carcinoma de bexiga (KANAYAMA et al.
1998; WALLARD et al. 2006). Corroborando com estes estudos de expressao
génica, o presente estudo também demonstrou, por imunoistoquimica, uma expressao
alta de MMP-14 nos casos avaliados, bem como nas células estromais ao redor da
neoplasia (42 dos 50 casos estudados). Entretanto, novamente, os tumores mais
superficiais ndo foram estudados e para determinar se essa expressao proteica
aumentada é diferente neste grupo de tumores mais superficiais, € necessario que
eles também sejam avaliados.

Juntamente com a MMP-14, as MMPs 15 e 16 sdo da classe das
metaloproteinases tipo membrana. A MMP-15 pesa 76 kDA. A MMP-16 pesa 65
kDa em sua forma de zimogénio e 63 kDa em sua forma ativa. A primeira tem como

substratos fibronectina, gelatina, vitronectina, entactina, laminina, e a pr6-MMP-2.
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Os substratos da segunda s@o colageno Il1, gelatina, caseina, fibronectina e a pro-
MMP-2. Em neoplasias, foi demonstrado, tanto em nivel de mRNA como proteico,
que a alta expressao de MMP-15 esta associada a progressao tumoral e angiogénese
em cancer de pulmdo nao-pequenas células (CHEN et al. 2014). O mesmo grupo de
pesquisadores ja havia demonstrado em 2010 que a expressdo imunoistoquimica
aumentada de MMP-15 em carcinomas de es6fago estava relacionada a angiogénese
(CHEN et al. 2010). BODNAR et al. em 2013, encontrou associa¢ao entre maior
expressdo imunoistoquimica de MMP-15 e maior chance de metastases em
carcinomas de células escamosas da laringe. ARALI et al. em 2007, constatou que a
superexpressdo de MMP-16 se correlacionou com invasdo capsular em carcinomas
hepatocelulares. Até o momento, ndo foram realizados estudos que avaliaram a
expressdo imunoistoquimica de MMP-15 e MMP-16 em carcinomas uroteliais. No
presente estudo, a expressao imunoistoquimica destes marcadores se mostrou alta em
todos os estadios patoldgicos estudados, de Ta a T4, incluindo os trés casos de
carcinoma urotelial in situ. Este é um achado novo na literatura, e deve ser melhor
explorado posteriormente, inclusive com associagdo com dados clinicos e evolutivos
dos pacientes.

Com relacdo a comparacdo do indice de concordancia de expressdo das
MMPs nos diferentes compartimentos tumorais, observa-se, nos Quadros 3, 4 e 5,
que o indice de concordancia de expressdo dos anticorpos na superficie tumoral,
centro e fronte de invasdo é variavel. No Quadro 3 observa-se que, nos tumores T2,
se por um lado a avaliagdo de MMP-10 e MMP-12 nos diferentes compartimentos
mostrou-se altamente concordante, ou seja, ndo faz diferenca, nesses marcadores,

que a avaliacdo do anticorpo seja realizada na superficie tumoral, centro ou fronte de
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invasdo da neoplasia, por outro lado, a MMP-13 foi discordante em todos eles. Alem
disso, as demais MMPs estudadas neste grupo de pacientes mostrou um grau de
discordancia variavel entre superficie e fronte, superficie e centro, e fronte e centro
da neoplasia. Nos Quadros 4 e 5, observa-se que a concordancia aumentou mais
ainda entre os compartimentos tumorais avaliados nos diferentes marcadores
estudados, sendo alta nas MMPs 2, 10, 14, 15 e 16, em tumores T3, e alta nas MMPs
2, 9, 10, 14 e 15, em tumores T4. As demais MMPs estudadas nestes dois grupos
demonstraram algum grau de discordancia entre a expressao dos marcadores nos
diferentes compartimentos da neoplasia. Apesar desta variabilidade de concordancia
entre 0os compartimentos tumorais em algumas MMPs, ndo houve diferenca na
avaliacdo da expresséo, quando considerado somente o fronte de invasdo. Ou seja, as
mesmas MMPs que foram mais expressas quando foram considerados todos o0s
compartimentos tumorais, mantiveram-se hiperexpressas quando avaliado apenas o
fronte de invasdo. O mesmo ocorreu para as MMPs menos expressas. O conjunto
destes achados mostra que embora existam pequenas diferencas na expressao das
MMPs nos diferentes compartimentos tumorais, esta diferenca ndo foi suficiente para
alterar o perfil de expressao global, de cada uma das MMPs.

O estudo de metaloproteinases em neoplasias € um campo do conhecimento
que tem sido explorado cada vez mais, devido aos potenciais alvos terapéuticos
associados. Durante os Gltimos anos, a identificacdo de algumas MMPs especificas
de tumores e necessarias para metastase resultou no desenvolvimento de inibidores
de MMPs como agentes terapéuticos anti-cancer. Até recentemente, estudos clinicos
com esses inibidores ndo tiveram muito sucesso. A falha destes farmacos foi

atribuida ao seu amplo espectro de inibicdo de MMPs, atuando também em células
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normais, além do seu uso em ensaios clinicos de céncer em estagio avancado,
ignorando, por exemplo, que algumas MMPs parecem estar envolvidas no inicio da
tumorigénese, como MMP-2 e MMP-10. Uma maior compreensdo da expressdo de
MMPs, os seus perfis de atividade, e suas inter-relagdes é necessario para que elas
possam se Uteis como agentes terapéuticos anticancerigenos e auxiliem na batalha

contra o cancer.
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CONCLUSOES

A avaliacdo da expressdo imunoistoquimica das MMPs em carcinomas

uroteliais mostrou que o perfil de expressao € o seguinte:

a. Tumores Tae T1 tém uma alta expresséo de MMP-2, MMP-10, MMP-15
e MMP-16; e uma baixa expressdo de MMP-9.

b. Tumores T2 tém uma alta expressdao de MMP-1, MMP-14, MMP-15 e
MMP-16; e uma baixa expressdo de MMP-9.

c. Tumores T3 tém uma alta expressdo de MMP-1, MMP-14, MMP-15 e
MMP-16; e uma baixa expressdo de MMP-2, MMP-9, MMP-10 e MMP-
13.

d. Tumores T4 tém uma alta expressaio de MMP-1, MMP-12, MMP-14,
MMP-15 e MMP-16; e uma baixa expressdo de MMP-2, MMP-9, MMP-

10 e MMP-13.

O indice de concordancia entre expressdo no fronte de invasao, superficie

tumoral e centro da neoplasia foi variavel entre as MMPs.



52

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Arai I, Nagano H, Kondo M, et al. Overexpression of MT3-MMP in hepatocellular
carcinoma correlates with capsular invasion. Hepatogastroenterology 2007; 54:167-
71.

Bateman JF, Boot-Handford RP, Lamande SR. Genetic diseases of connective
tissues: cellular and extracellular effects of ECM mutations. Nature Rev Genet
2009; 10:173-83.

Bodnar M, Szylberg L, Kazmierczak W, Marszalek A. Differentiated expression of
membrane type metalloproteinases (MMP-14, MMP-15) and pro-MMP2 in laryngeal
squamous cell carcinoma: a novel mechanism. J Oral Pathol Med 2013; 42:267-74.

Bonnans C, Chou J, Werb Z. Remodelling the extracellular matrix in development
and disease. Nat Rev Mol Cell Biol 2014; 15:786-801.

Chan KS, Espinosa I, Chao M, et al. Identification, molecular characterization,
clinical prognosis, and therapeutic targeting of human bladder tumor-initiating cells.
Proc Natl Acad Sci U S A 2009; 106:14016-21.

Chen L, DI D, Luo G. Immunochemical staining of MT2-MMP correlates positively
to angiogenesis of human esophageal cancer. Anticancer Res 2010; 30:4363-8.

Chen L, Zhou Q, Xu B, et al. MT2-MMP expression associates with tumor
progression and angiogenesis in human lung cancer. Int J Clin Exp Pathol 2014; 7:
3469-3477.

Davies B, Waxman J, Wasan H, et al. Levels of matrix metalloproteases in bladder

cancer correlate with tumor grade and invasion. Cancer Res 1993; 53:5365-9.



53

Donmez G, Sullu Y, Baris S, et al. Vascular endothelial growth factor (VEGF),
matrix metalloproteinase-9 (MMP-9), and thrombospondin-1 (TSP-1) expression in
urothelial carcinomas. Pathol Res Pract 2009; 205:854-7.

Faba OR, GOmez JMF, Redorta JP, Barmadah SE, Vizoso F, Mavrich HV.
Significance of collagenase 3 (matrix metalloproteinase 13) in invasive bladder

cancer: correlation with pathological parameters. Urol Int 2007; 78:140-4.

Faba OR, Redorta JP, Gébmez JMF, et al. Matrix metalloproteinases and bladder
cancer: what is new? ISRN Urol 2012; 2012:581539.

Figueras MTF, Puig L, Musulén E, et al. Expression profiles associated with
aggressive behavior in Merkel cell carcinoma. Mod Pathol 2007; 20:90-101.

Foda AA, El-Hawary AL, Aziz AA. Differential expression of matrix
metalloproteinase-13 in mucinous and nonmucinous colorectal carcinomas. Ann
Diagn Pathol 2013; 17:347-51.

Frantz C, Stewart KM, Weaver VM. The extracellular matrix at a glance. J Cell Sci
2010; 123:4195-200.

Grignon DJ, Sakr W, Toth M, et al. High levels of tissue inhibitor of
metalloproteinase-2 (TIMP-2) expression are associated with poor outcome in
invasive bladder cancer. Cancer Res 1996; 56:1654-9.

Gross J, Lapiere CM. Collagenolytic activity in amphibian tissues: a tissue culture
assay. Proc Natl Acad Sci USA 1962; 48:1014-22.

Guimarées GC, Lopes A, Campos RS, et al. Front pattern of invasion in squamous
cell carcinoma of the penis: new prognostic factor for predicting risk of lymph node
metastases. Urology 2006; 68:148-53.



54

Hynes RO. The extracellular matrix: not just pretty fibrils. Science 2009; 326:1216-
9.

Hynes RO, Naba A. Overview of the matrisome - an inventory of extracellular
matrix constituents and functions. Cold Spring Harb Perspect Biol 2012;
4:a004903.

Jarveldinen H, Sainio A, Koulu M, Wight TN, Penttinen R. Extracellular matrix

molecules: potential targets in pharmacotherapy. Pharmacol Rev 2009; 61:198-223.

Jemal A, Bray F, Center MM, Ferlay J, Ward E, Forman D. Global cancer statistics.
CA Cancer J Clin 2011; 61: 69-90.

Kanayama H, Yokota K, Kurokawa Y, Murakami Y, Nishitani M, Kagawa S.
Prognostic values of matrix metalloproteinase-2 and tissue inhibitor of

metalloproteinase-2 expression in bladder cancer. Cancer 1998; 82:1359-66.

Kim JM, Kim HJ, Koo BS, Rha KS, Yoon YH. Expression of matrix
metalloproteinase-12 is correlated with extracapsular spread of tumor from nodes
with metastasis in head and neck squamous cell carcinoma. Eur Arch
Otorhinolaryngol 2013; 270:1137-42.

Kubota Y, Miyamoto H, Noguchi S, et al. The loss of retinoblastoma gene in
association with c-myc and transforming growth factor-beta 1 gene expression in
human bladder cancer. J Urol 1995; 154:371-4.

Li Y, Cai G, Yuan S, et al. The overexpression membrane type 1 matrix
metalloproteinase is associated with the progression and prognosis in breast cancer.
Am J Transl Res 2015; 7:120-7. eCollection 2015.



55

Lu P, Takai K, Weaver VM, Werb Z. Extracellular matrix degradation and
remodeling in development and disease. Cold Spring Harb Perspect Biol 2011;
3:a005058.

Lv FZ, Wang JL, Wu Y, Chen HF, Shen XY. Knockdown of MMP12 inhibits the
growth and invasion of lung adenocarcinoma cells. Int J Immunopathol Prarmacol
2015; 28:77-84.

McConkey DJ, Lee S, Choi W, et al. Molecular genetics of bladder cancer:
Emerging mechanisms of tumor initiation and progression. Urol Oncol 2010;
28:429-40.

Ministério da Saude. Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva.

Estimativa 2014: incidéncia de cancer no Brasil. Rio de Janeiro: INCA; 2014.

Mitra AP, Datar RH, Cote RJ. Molecular pathways in invasive bladder cancer: new
insights into mechanisms, progression, and target identification. J Clin Oncol 2006;
24:5552-64.

Mohammad MA, Ismael NR, Shaarawy SM, El-Merzabani MM. Prognostic value of
membrane type 1 and 2 matrix metalloproteinase expression and gelatinase a activity
in bladder cancer. Int J Biol Markers 2010; 25:69-74.

Nakopoulou L, Gakiopoulou H, Zervas A, et al. MMP-3 mRNA and MMP-3 and
MMP-1 proteins in bladder cancer: a comparison with clinicopathologic features and

survival. Appl Immunohistochem Mol Morphol 2001; 9:130-7.

Netto GJ. Molecular genetics and genomics progress in urothelial bladder cancer.
Semin Diagn Pathol 2013; 30:313-20.

Oxford G, Theodorescu D. The role of ras superfamily proteins in bladder cancer
progression. J Urol 2003; 170:1987-93.



56

Ozdemir E, Kakehi Y, Okuno H, Yoshida O. Role of matrix metalloproteinase-9 in
the basement membrane destruction of superficial urothelial carcinomas. J Urol
1999; 161:1359-63.

Reis ST, Leite KR, Piovesan LF, et al. Increased expression of MMP-9 and IL-8 are
correlated with poor prognosis of Bladder Cancer. BMC Urol 2012; 12:18.

Seargent JM, Loadman PM, Martin SW, Naylor B, Bibby MC, Gill JH. Expression
of matrix metalloproteinase-10 in human bladder transitional cell carcinoma.
Urology 2005; 65:815-20.

Soares FA, da Cunha IW, Guimardes GC, Nonogaki S, Campos RS, Lopes A. The
expression of metaloproteinases-2 and -9 is different according to the patterns of
growth and invasion in squamous cell carcinoma of the penis. Virchows Arch 2006;
449:637-46.

Sobin LH, Gospodarowicz MK, Wittekind C. TNM classificacdo de tumores
malignos. 7" ed. [Trad. de A L M Eisenberg]. 7% ed. Rio de Janeiro: INCA, 2012;
Bexiga urinaria; p.272-5.

Spiess PE, Czerniak B. Dual-track pathway of bladder carcinogenesis. Arch Pathol
Lab Med 2006; 130:844-52.

Szarvas T, vom Dorp F, Ergin S, Ribben H. Matrix metalloproteinases and their

clinical relevance in urinary bladder cancer. Nat Rev Urol 2011; 8:241-54.

Vasala K, P&ikkd P, Turpeenniemi-Hujanen T. Matrix metalloproteinase-2
immunoreactive protein as a prognostic marker in bladder cancer. Urology 2003;
62:952-7.



57

Wallard MJ, Pennington CJ, Veerakumarasivam A, et al. Comprehensive profiling
and localisation of the matrix metalloproteinases in urothelial carcinoma. Br J
Cancer 2006; 94:569-77.

Wu XR. Urothelial tumorigenesis: a tale of divergent pathways. Nat Rev Cancer
2005; 5:713-25.

Wu XR. Biology of urothelial tumorigenesis: insights from genetically engineered
mice. Cancer Metastasis Rev 2009; 28:281-90.

Zheng J, Chu D, Wang D, et al. Matrix metalloproteinase-12 is associated with
overall survival in Chinese patients with gastric cancer. J Surg Oncol 2013;
107:746-51.



Anexo 1 - Carta de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa-CEP

Hospital

Comité de Etica em
A-c-camargo Pesquisa - CEP

Centro de Tratamento, Ensino e Pesquisa em Cancer

Sio Paulo, 14 de setembro de 2012.

A

Dra. Isabela Werneck da Cunha.

Aluna: Stephania Martins Bezerra (Mestrado).

Ref.: Projeto de Pesquisa n°. 1703/12 3
“Avaliacdo da expressio de metaloproteinases de matriz em carcinomas uroteliais de
bexiga, invasivos ou nao, com foco na determinacio do fronte de invasao”.

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagio

Antonio Prudente — Hospital do Céncer - A.C. Camargo/SP, em sua ultima reunide de
11/09/2012, aprovaram a realizagdo do projeto do estudo em referéncia (versio 1, datado de
27 de agosto de 2012) e tomaram conhecimento dos seguintes docurnentos:

AU O

Y ¥

v

v

»
-

Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos;

Termo de Compromisso do Pesquisador com as Resolugoes do Conselho Nacional
de Saade;

Termo de Dispensa do Consentimento Livre ¢ Esclarecido;

Declaragdo sobre os Dados Coletados, Publicagio dos Dados e Propriedade das
Informagdes Geradas; .

Declaragio Sobre o Uso e Destino do Material Bl(ll()glco Publicagdo dos Dados e
Propriedade das Informagoes Geradas;

Declaragio de Ciéncia e Comprometimento do Depurtamento de Anatomia
Patologica do Hospital AC Camargo;

Declaragio de Infraestrutura e Instalagdes do Departamento de¢ Anatomia
Patologica

Cronograma do Estudo;

Or¢amento Financeiro Detalhado.

Informacdes a respeito do andamento do referido projeto deverio ser encaminhadas a
assistente do CEP dentro de 12 meses.

Atencilosamente,

Dr. Antonio Hugo José Froe§ Marques Campos
2" Vice-Coordghador do Comit§ de Etica em Pesquisa

1

Fundacdo Antonio Prudente — CNPJ/MF N, 60.961.968/0001-06
Rua Prof. Antdmg Prudente, 211 - Liberdade — 530 Paulg, £ - 01509-900
Telefone: (11) 2189.5000
WWW.ACCamargo.org.br



