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RESUMO

O trabalho teve por objetivo 1) avaliar quantitativamente as expressdes de metalotioneina
(MT), metaloproteinase de matriz-2 (MMP-2) e inibidor tecidual de metaloproteinase-2
(TIMP-2) em carcinomas basocelulares (CBCs) humanos ¢ 2) investigar nestas lesGes a
existéncia de correlacdes entre a expressio de MMP-2, TIMP-2 e MT. Metodologia: As
expressoes imunoistoquimicas de MMP-2, TIMP-2 ¢ MT foram avaliadas em 31 casos de
CBC. Foram realizadas analises comparativas das expressoes de MMP-2, TIMP-2 e MT ¢
da correlagdo das expressdes antigénicas nos diferentes tipos de CBC. Resultados: Ndo
foram encontradas diferencas significativas entre os percentuais médios de marcagdes para
MMP-2 e TIMP-2 nos dois tipos de CBC estudados. Também ndo foram encontradas
correlagdes significativas entre MT e MMP-2 e entre MMP-2 ¢ TIMP-2. Conclusdo: As
expressdes de MMP-2 e TIMP-2 independem do subtipo histologico de CBC e ndo houve
correlacOes estatisticas entre as expressoes de MMP-2 e TIMP-2 ¢ entre as expressdes de
MMP-2 e MT nas lesdes estudadas. A expressio de MMP-2 no epitélio neoplasico €, na
média, menor que a de TIMP-2. As marcagdes para MT e MMP-2 foram fracas na maioria

dos casos de CBC.

PALAVRAS-CHAVE: CARCINOMA BASOCELULAR; METALOPROTEINASE DE
MATRIZ-2; METALOTIONEINA.
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1. INTRODUCAO

O cancer de pele tem como principal causa a exposigdo cronica aos raios ultravioleta
(UV) do sol. Os trés tipos de canceres mais freqiientemente relacionados a exposigdo actinica sao
o carcinoma basocelular (CBC), o carcinoma espinocelular (CEC) e o melanoma maligno.

O CBC e o CEC somam aproximadamente 80% e 16%, respectivamente, de todos oS
canceres de pele, ambos sendo derivados dos queratinécitos da camada basal da epiderme
(BOWDEN, 2004).

No CBC, os componentes celulares neoplasicos, semelhantes as células do estrato basal
do epitélio, permeiam um estroma caracteristico, dispondo-se, histologicamente, em diferentes
padrdes arquiteturais  (solido, glandular, queratotico e esclerodermiforme). Ocorre mais
comumente na pele da cabega e pescoco, usualmente como lesdes unicas. Raramente é
diagnosticado na regido palmar e plantar. (ELDER ef al., 1997).

O CBC apresenta baixa taxa de metastases (0,028 a 0,5% dos casos) (BERLIN e al.,
2002). O subtipo solido é mais indolente, enquanto que O esclerodermiforme apresenta maior
agressividade. O CBC possui “malignidade loca », podendo invadir € destruir tecidos adjacentes,
inclusive ossos (ELDER et al., 1997).

O desenvolvimento do processo metastatico pressupde invasao vascular pelas células
neoplasicas ¢ sua disseminagio hematogénica ou linfatica. Na sua dindmica, o0s émbolos
neoplasicos aderem a superficie de celulas endoteliais distantes, emigram através das juncdes
interendoteliais, degradando a membrana basal periendotelial. O processo continua com a

degradagdo da matriz extracelular (MEC), migragdo ¢ proliferagdo celular, com 0



estabelecimento do crescimento neoplasico secundario: as metastases. A degradagdo da MEC ¢,
sem diavida, um elemento chave na invasio tumoral e no estabelecimento de metastases (HONG
et al., 2000).

As metaloproteinases de matriz tém grande importancia na progressdo tumoral € geragdo
de metastase, pois degradam a matriz extracelular. Aumento na atividlade das MMPs
correlaciona-se positivamente com invasdo e 0 potencial metastasico em varios tipos de cancer

(VARANI et al., 2000).

1.1. Metaloproteinases

As metaloproteinases (MMPs) constituem uma familia de mais de 20 metaloenzimas que
clivam varios componentes da matriz extracelular (MEC) (MCCAWLEY & MATRISIAN,
2000). S@o secretadas como proenzimas latentes e requerem ativagdo através de clivagem
proteolitica do dominio amino-terminal rico em cisteina, estando sua atividade na dependéncia de
zinco (WANG et al., 2000).

Varias subclasses tém sido definidas e agrupadas de acordo com a especificidade ao
substrato: colagenases, gelatinases, estromelisinas, MMP tipo membrana (MT-MMPs) e
elastases, havendo similaridades estruturais entre 0s membros da familia.

O colageno tipo IV € um componente critico da membrana basal. Nele laminina, heparan
sulfato, proteoglicanos € outros componentes secundarios sao organizados. A membrana basal
influencia o crescimento € sobrevivéncia das células epiteliais € a MEC serve como reservatorio
de grande variedade de moléculas ativas biologicamente. A proteolise dos componentes da MEC
por MMPs libera fragmentos com atividades biologicas distintas que alteram estas fungdes
(WERB, 1997).

Duas MMPs, as gelatinases A (MMP-2, de 72 kD) e B (MMP-9, de 92 kD), degradam
colageno tipo IV como substrato primario e sio distintas pela sua capacidade de degradar gelatina
(MCCAWLEY & MATRISIAN, 2000). Como o colageno tipo IV é um dos maiores constituintes
da membrana basal, maior atengdo tem sido dada ao papel das MMPs -2 e -9 no processo
metastatico (PUCCI-MINAFRA ef al., 2000).

Em canceres de pele, a expressdo de MMP-2 foi mais acentuada em CEC

comparativamente aquela identificada em CBC (BOWDEN ef al., 2002).



1.2. Inibidores teciduais de MMPs (TIMPs)

A atividade proteolitica das MMPs ¢ primariamente controlada pelos TIMPs. Estes sdo
pequenas proteinas de 21-28 kDa que bloqueiam a atividade das MMPs ligando-se a estas pelo
sitio de zinco, altamente conservado. Ha, atualmente, quatro TIMPs conhecidos, todos possuindo
residuos de cisteina conservados, requeridos para a formagdo de seis pontes dissulfeto. O dominio
amino-terminal é requerido para atividade inibitoria das MMPs. Experimentos indicam que
muitas regides das TIMPs estdo envolvidas na formagdo do complexo com colagenases
intersticiais, ¢ que uma seqiiéncia especifica compreendendo duas pontes dissulfeto da TIMP-1 é
altamente efetiva na inibi¢do da atividade colagenolitica (STAMENKOVIC, 2000).

Os TIMPs sio produzidos por células tumorais e pelo tecido hospedeiro, podem se ligar a
formas ativas ou latentes de muitas MMPs, funcionando como proteinas anti-metastaticas
(BREW et al., 2000). O TIMP-2 inibe a MMP-2 ao se ligar ao sitio ativo dessa enzima via sua
regido inibitoria N-terminal (BERNARDO & FRIDMAN, 2003).

Tem sido observado que a relagio entre MMP e TIMP pode estar associada ao

comportamento tumoral, favorecendo ou nio a invasividade da lesdo e o desenvolvimento de

metéstases (STAMENKOVIC, 2000).

1.3. Metalotioneina

A metalotioneina (MT), proteina desctita na década de 50, tem sido estudada por suas
propriedades associadas a neutralizacdo de substancias genotoxicas (metais pesados e espécies
reativas do oxigénio), & estocagem e regulagao dos niveis celulares de zinco e por uma provavel
fungdo de inibi¢do da apoptose (HAMER, 1986; KAGI & SCHAFFER, 1988). Caracteriza-se
pelo baixo peso molecular (6 a 7 kDa), sendo constituida nos mamiferos por 61 ou 62 residuos de
aminoacidos, com presenga marcante de cisteina (23 a 33%) e auséncia de aminoacidos
aromaticos e hidrofobicos. Possui também alto contendo de metais pesados (4 a 12 atomos por
mol), ligados covalentemente a apoproteina pelos grupos sulfuricos (tidis) dos residuos de
cisteina (CHAN et al., 2002).

A protecdo oferecida pela metalotioneina contra danos celulares mediados por agentes

oxidativos tem sido intensamente pesquisada. Acredita-se que a proteina, quando exposta a



ambiente celular oxidante, libere os 4tomos metalicos aos quais esta ligada (como por exemplo o
zinco, que por sua vez inibe diretamente o dano oxidativo por diversas vias) e forme pontes
dissulfeto intramoleculares. Essas pontes s3o avidas captadoras de elétrons, favorecendo, assim, a
redugiio do dano potencial dos radicais livres, como as hidroxilas (LAZO et al., 1998, ROMERO-
ISART &VASAK, 2002; TAPIERO & TEW, 2003).

A MT se liga principalmente ao zinco, podendo também ligar-se a0 cobre em tecidos
mamiferos ndo expostos a excesso de metais ndo essenciais que apresentam alta afinidade de
ligagdo a essa proteina (prata, mercirio e cadmio) (ROMERO-ISART &VASAK, 2002, HAQ et
al., 2003; SABER & PISKIN, 2003).

A MT tem sido considerada a principal proteina relacionada 4 regulacio da
biodisponibilidade de zinco. Recebendo € doando esse metal a outros componentes celulares,
participa na modulagio de diferentes vias metabolicas intracelulares (SUHY et al., 1999). A
presenga de dtomos de zinco na estrutura de p33 ativa ¢ fundamental para a aquisi¢io de uma
conformagio compacta e altamente estavel. MEPLAN et al. (2000) demonstraram que a MT ¢
capaz de modular a conformacdo, a ligagéo ao DNA e a atividade transcricional de p53, mediante
a doacio e remogdo do 4tomo de zinco necessario para a aquisi¢do da estrutura funcional da
proteina supressora tumoral.

O zinco encontrado nas células insulares pancreaticas tipo beta é essencial na produgdo de
dimeros de insulina. Partindo deste pressuposto, TOMITA (2000), demonstrou por técnica
imunoistoquimica, alta expressio de MT em células insulares normais. Em células neoplésicas,
todavia, o autor encontrou baixa expressio de MT, condizente com a reduzida capacidade de
produzir e armazenar insulina observada na neoplasia. Paralelamente, tem sido demonstrada a
presenca de MMPs em células insulares pancreaticas normais € seu envolvimento nos processos
de remodelagdo, diferenciacio e desdiferenciacio tanto das ilhotas normais, quanto dos tumores
pancreaticos endocrinos. Tendo em vista que a atividade das MMPs também depende de zinco,
estes achados podem sugerir a participagdo da MT na modulagdo da atividade de MMP tanto no
tecido pancreatico normal como neoplasico.

HAGA et al. (1996) reportaram que a atividade de gelatinases ¢ aumentada por
metalotioneinas, que podem ser ativadores endogenos da enzima. Sugeriram que a MT age

inativando o complexo MMP-TIMP ou que a MT catalisa a ativagéo auto-catalitica da MMP.



Também encontraram correlagdo significativa entre oS niveis teciduais de MTs e atividade
colagenolitica em modelos de metastase em murinos (HAGA et al., 1998).

Baseados nestes achados, consideramos que a MT pode atuar na carcinogénese,
modulando a ativagdo e atividade das MMPs, devendo esta relagiio expressar-se também na
progressio dos CBCs. Esta hipotese baseia-se no fato de que as MMPs serem dependentes
funcionais de zinco e da MT ser a principal molécula reguladora de sua biodisponibilidade.

Assim, o objetivo deste trabalho € 1) padronizar a reagdo imunoistoquimica para 0s
anticorpos anti-MMP-2 e anti-TIMP-2; 2) avaliar quantitativamente as expressdes de MT, MMP-
2 ¢ TIMP-2 em CBCs humanos; e 3) investigar nestas lesdes, a existéncia de correlagOes entre as

expressdes de MMP-2, TIMP-2 ¢ MT.



2 _ MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras

Foi utilizado um total de 31 casos de CBCs solidos e esclerodermiformes provenientes
dos arquivos do Laboratorio de Anatomia Patologica do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia, fixados em formalina (10%) por no minimo 24 horas e incluidos em
parafina. Destes casos, foram obtidas secgdes histologicas de Sum de espessura coradas pelo
método de hematoxilina e eosina, que foram utilizadas para confirmacio do diagnéstico de CBC

esclerodermiforme (sete casos) e CBC sélido (24 casos) conforme ELDER et al. (1997).

2.2. Padronizaciio do ensaio imunoistoquimico

Fragmentos de biopsias de melanomas, carcinomas epidermoides de lingua e de
carcinoma ductal de mama fixados em formol a 10% ¢ incluidos em parafina provenientes do
mesmo servico, foram seccionados a 3 um de espessura e colhidos em ldminas de vidro
recobertas com organosilano, para padronizacdo das reagdes imunoistoquimicas para deteccao
dos antigenos TIMP-2 ¢ MMP-2.

Foi empregada como referéncia a técnica da avidina-biotina-peroxidase (HSU et al.,
1981), testada para diferentes condigdes laboratoriais (incubagio com anticorpo primario por 18 e
24 horas a 4°C; resgate antigénico em microondas com tampdo citrato 10mM pH 6,0, tamp&o
EDTA 1mM pH 38,0, tampéao TRIS/HCl 10mM pH 9,0 e substitui¢do de complexo avidina-

biotina-peroxidase por complexo streptavidina—biotina-peroxidase-StreptABC). Nestes protocolos



foram utilizados os anticorpos anti-MMP-2 (monoclonal, LABVISION, clone CA-4001,
Fremont-CA, USA) ¢ anti-TIMP-2 (policlonal, CHEMICON, Temecula-CA, USA), anticorpos
secundarios anti-IgG de camundongo biotinilado, obtido comercialmente (VECTOR,
Burlingame-CA, USA) ¢ anti-IgG de coelho biotinilado, obtido comercialmente (VECTOR,
Burlingame-CA, USA) a partir da diluigdo recomendada pelo fabricante (anti-TIMP-2 1:100 —
1:200; anti-MMP-2 1:50 - 1:100).

2.3. Protocolo da reacio imunoistoquimica

A seqiiéncia de procedimentos efetuados no ensaio imunoistoquimico € descrita a seguir:
(1) desparafinagdo por trés passagens em solugdes de xilol; (2) reidratagdo em cadeia descendente
de etanol; (3) lavagem em agua cofrente, (4) imersdo em solugdo de resgate antigénico,
processadas em microondas, a poténcia maxima, em trés ciclos de cinco minutos cada, para 0s
tampdes TRIS/HCI e EDTA, e em poténcia maxima por 20 minutos em tampdo citrato. O grupo
de secgdes histologicas que nao foi submetido ao resgate ficou armazenado em agua destilada no
periodo pré-incubagdo. O bloqueio da atividade da peroxidase endogena foi realizado com quatro
banhos de trés minutos em agua oxigenada 10 volumes, seguido de lavagem em agua corrente
por dez minutos e imersao em PBS pH 7,4 por cinco minutos.

Para bloquear a coloragao de fundo devido a interagdes hidrofobicas entre tecidos e
proteinas reagentes, utilizou-se solugdo de soro albumina bovina a 1% com azida sodica a 0,1%
em PBS na diluigdo dos anticorpos primarios.

Os cortes foram incubados com um maximo de 200 pL de anticorpo primario a 4°C por 18
horas. Apés o periodo de incuba¢do 0s cortes foram colocados a temperatura ambiente por 30
minutos, lavados delicadamente € submetidos a dois banhos de cinco minutos cada em tampao
PBS 0,1 M, pH 7,4.

Em seguida procederam-se a incubagio com anticorpo secundario por 30 minutos a 37°C;
lavagem cuidadosa com dois banhos de cinco minutos cada em PBS; incubagdo do complexo
StreptABC (DAKO, Carpinteria-CA, USA) por 30 minutos a 37°C; lavagem cuidadosa com dois
banhos de cinco minutos cada em PBS.

A revelagio da reagio foi desenvolvida com incubagdo por trés minutos em solugdo

cromdgena, constituida de agua oxigenada 10 volumes adicionada a solugdo de 3, 3’-



diaminobenzidina (DAB) (SIGMA CHEMICAL CO., St. Louis-MO, USA) em tampdo PBS
0,03%. Em sequéncia, 0s cortes foram lavados em agua corrente por cinco minutos, submetidos a
contra-coloragdo em hematoxilina de Mayer por cinco minutos, lavados em agua corrente por
cinco minutos, desidratados em alcoois, diafanizados em xilois e montados em laminulas com
Entellan (MERCK, Alemanha).

Os parmetros utilizados nas reacdes imunoistoquimicas para detecgdo de MT foram
aqueles obtidos em ensaios prévios desenvolvidos em nosso laboratorio (CARDOSO, 2001,
BORGES JUNIOR, 2004), a saber: anticorpo monoclonal anti-MT (clone E9, Dako, Carpinteria,
CA, USA) na diluigdo 1:300, incubado por 18 horas, em camera imida a 4°C. Para recuperagao
antigénica foi empregada a solugdo de EDTA, 1mM, pH 8,0, em ambiente de microondas, a
poténcia maxima, em trés ciclos de cinco minutos cada, com dois minutos de descanso a
temperatura ambiente entre cada ciclo, completando-se o volume original de tampdo caso
necessario.

Carcinoma ductal de mama foi utilizado como controle positivo. Omissdo de anticorpos

primarios foi empregada como controle negativo das reagdes.

2.4. Tdentificacdo e avaliacdo da marcacio imunoistoquimica de MMP-2, TIMP-2 e MT

Para a avaliagio de MMP-2 e TIMP-2, foram contadas 2000 células de cada caso e
calculou-se a porcentual de células marcadas para ambos os antigenos pesquisados em cada
subtipo de CBC. As células foram observadas em campos sequienciais, & microscopia optica com
qumento final de 400X (objetiva X ocular).

O numero ideal de células a serem contadas (2000) foi determinado em estudo piloto para
verificagio da resposta média de observagdes por corte, estabelecendo a estabilidade no
procedimento (SAMPAIO, 1998, CARDOSO, 2001).

Para a analise da imunomarcagdo da MT nas massas tumorais, todos os cortes foram
examinados com aumento final de 40X (objetiva X ocular). Em cada 1amina foram considerados
50% dos campos, escolhidos de forma aleatéria. O procedimento consistiu da verificagdo da
porcentagem de area tumoral corada pela marcagdo com MT. Posteriormente, estabeleceu-se um
indice qualitativo de intensidade ¢ quantitativo de percentual de marcagdo tumoral, a partir dos

quais formulou-se um indice semi-quantitativo de intensidade e distribuicdo da marcagdo (ID).



Foram considerados para o indice qualitativo os parametros de intensidade de marcagdo fraca,
moderada e forte. Assim, para a obtengao do ID, a marcagdo fraca teve o seu percentual de area
corada multiplicada por um, a marcagao moderada teve seu valor multiplicado por dois, e aquela
considerada forte teve o valor da area multiplicada por trés.

No final, obteve uma escala de ID cujo valor maximo foi trés. Casos nos quais o ID foi
menor ou igual a 0,3 foram considerados negativos; aqueles que alcangaram ID maior que 0,3 e
menor que 1 foram considerados de expressdo fraca da MT, e aqueles com indice maior ou igual
a 1 foram considerados de expressio forte (BORGES JUNIOR, 2004).

Todas as avaliagdes foram feitas com a utilizacdo de um “software” para analise de
imagens (HL-Image++971, Western Vision — Flash Bus MV Lite, Plus, Pro, USA), produzidas
por microscopia de luz visivel (Olimpus BH2, Japan) e capturadas por camera de video (Sony,
CCD IRIS, Japan).

Para observar se houve diferengas de expressoes de MMP-2 e TIMP-2 nos diferentes tipos
histologicos de CBC, foram feitas comparagoes entre médias pelo teste de Student para as
medidas que apresentaram normalidade, considerando o intervalo de confianga de 95%, com
valor de p < 0,05.

Para a anilise de correlagdo entre as expressoes de MMP-2 e TIMP-2, e entre MT €
MMP-2 e TIMP-2, utilizou-s¢ 0 coeficiente de correlagdo de Pearson, considerando o intervalo
de confianca de 95%, com valor de p < 0,05.

Para a analise de correlagdo entre MT e MMP-2 foram utilizados apenas sete casos de
CBCs do subtipo sélido.

As analises estatisticas foram feitas no programa PROPHET, versio 2.0 (Prophet
Financial Systems Inc. Palo Alto, CA, USA).
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3 - RESULTADOS

3.1. Padronizac¢io

Consideramos aceitaveis 0s ensaios nos quais observou-se um poder de discriminagao
entre células marcadas ¢ 0 fundo (ndio marcado). Alem disto, consideramos sempre, COMO mais
proximo da realidade, a existéncia de um padrdo em mosaico para as expressoes dos antigenos
pesquisados, ou seja, presenga de diferencas na intensidade de impregnagdo do cromogeno.
Considerou-se também a presencga de um bloqueio satisfatorio pela auséncia de impregnagdo de
cromogeno nas hemacias. Segundo anélise, ficou estabelecido que o anticorpo TIMP-2
apresentou melhor resultado utilizando-se 0 resgate antigénico em microondas com tampdo
citrato 10mM pH 6,0, no titulo de 1:300. Para o anticorpo MMP-2 verificou-se melhores
resultados sem a utilizagdo do resgate antigénico, com titulo de anticorpo primario de 1:30. Em

ambas as situagdes a técnica desenvolvida foi a da StreptABC.

Cabe observar que a inclusdo da utilizagio do melanoma nesta padronizagio baseou-se N0

fato de ser um tumor de pele, semelhante em topografia as lesoes utilizadas nos experimentos. No

entanto, a presenca de grande quantidade de pigmentagao melanica nas lesoes dificultou a

discriminagdo da marcagao antigénica.
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3.2. Imunomarecacio de MT, MMP-2 e TIMP-2

Pade-se notar marcagdo da MT em toda camada basal e parabasal da epiderme. Alem
disto, identificamos marcagdo celular na periferia do foliculo sebaceo, nos foliculos pilosos, em
ductos sudoriparos, na periferia das glandulas sebaceas, coincidente com células mioepiteliais,
nos musculos elevadores do pélo e em fibroblastos do estroma.

A expressio da MT foi encontrada tanto no nucleo quanto no citoplasma, mostrando
heterogeneidade de sua localizagdo no tumor € nas células do estroma. Em geral, predominou o
padrdo mosaico refletindo desde auséncia até forte expressdo em um mesmo tumor (Figura 1A).

Observou-se que 33% dos CBCs foram negativos para MT. A expressdo foi fraca para
44% dos CBCs e 22% apresentaram expressdo forte. O percentual de marcag&o para MT variou
de 20 a 54% de area tumoral marcada.

A marcagio para MMP-2 foi bastante heterogénea: algumas areas bem marcadas com
areas sem marcagdo no mesmo tumor. No geral, a marcagao foi fraca e muitas vezes s6 pode ser
evidenciada no maior aumento (400X, objetiva x ocular) (Figura 1B).

Em relacdo a marcagdo de MMP-2, a expressdo de TIMP-2 foi mais homogénea ¢ intensa.
No aumento de 40X (objetiva X ocular) ja era possivel discriminar as areas marcadas (Figura 1C).

A marcagdo da MMP-2 e do TIMP-2 foi encontrada apenas no citoplasma. Observou-se

marcacdo nos epitélios de revestimento e glandular.
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Figura 1: A) CBC marcado com metalotioneina (aumento de 40X); B) CBC marcado com
MMP-2 (aumento de 10X); C) CBC marcado com TIMP-2 (aumento de 10X), D) CBC
corado pelo método de HE (aumento de 10X).

O CBC do subtipo sélido apresentou um percentual de 74,91 £9,39 de células neoplasicas
positivas para TIMP-2 e 36,78 + 28,54 para MMP-2. No CBC do subtipo esclerodermiforme o
percentual médio de células marcadas para TIMP-2 foi de 74,12 + 9,98 € 35,67 £35,6 de células
tumorais marcadas para MMP-2. Nio foram encontradas diferencas significativas entre 0s
percentuais médios de marcagdo para ambos os antigenos nos dois tipos de CBC estudados
(Figuras 2 ¢ 3).

Os indices de expressio dessas proteinas foram arbitrariamente divididos em duas
categorias: positivo (MMP-2, células positivas > 50% das células tumorais; TIMP-2 > 10%) e
negativo (MMP-2, células positivas < 50% das células tumorais; TIMP-2 < 10%) (YOSHIZAKI

etal,, 2001).
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De acordo com os indices propostos, foram encontrados 35,48% de lesdes positivas €
64.52% de lesdes negativas para MMP-2. Para TIMP-2 o percentual foi de 100% para positivas e
de 0% para negativas.

Nio foram encontradas correlagdes significativas entre MT e MMP-2 (Figura 4) (r =
0,542321 e p = 0,2085) no CBC sélido. Da mesma forma, ndo foram encontradas significancias
estatisticas nas correlagdes entre indices de marcagdo para MMP-2 e TIMP-2 nos CBCs solidos (r
= _0,043391 e p = 0,8404) (Figura 5) e esclerodermiformes (r = -0,238344 e p = 0,6068) (Figura
6).
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Figura 2: Expressdo de TIMP-2 em CBCs nos subtipos esclerodermiforme € solido
a partir da porcentagem de células marcadas. Observa-se que ndo houve diferenga

de expressdo de TIMP-2 nos subtipos de CBC (=0,191 e p = 0,8495).
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Figura 3: Expressdo de MMP-2 em CBCs nos subtipos esclerodermiforme e solido a
partir da porcentagem de células marcadas. Observa-se que néo houve diferenca de

expressdo de MMP-2 nos subtipos de CBC (¢ =0,086 e p = 0,9323).
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Figura 4: Diagrama de dispersio de MMP-2 ¢ MT em CBCs solidos (r = 0,542321 ¢
p = 0,2085).
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Figura 5: Diagrama de disperséo de MMP-2 e TIMP-2 nos CBCs solidos
(r = -0,043391 e p = 0,8404).
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Figura 6: Diagrama de dispersao de MMP-2 ¢ TIMP-2 nos CBCs esclerodermiformes
(r=-0,238344ep = 0,6068).
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4. DISCUSSAO

As metaloproteinases de matriz desempenham papel crucial no desencadeamento da
cascata metastatica. De forma semelhante, tem sido considerado que a presenga de TIMPs nos
tecidos favorece maior resisténcia a disseminagdo tumoral, suportando a hipotese da diversidade
potencial dos tumores na capacidade metastatisar (invasao tecidual e estabelecimento de uma
colonia neoplésica independente do foco primario) (CHILDERS et al., 1987, WAGNER et al.,
1996). Estes dados sugerem que uma relagao entre estas moléculas poderia, em parte, explicar o
comportamento diferencial das neoplasias quanto ao seu comportamento. Desta forma, um tumor
que apresente baixa taxa de invasividade, como o CBC, deveria expressar uma relagao inversa
entre MMP-2 ¢ TIMP-2: maiores quantidades de TIMP-2 e menor expressio de MMP-2.
Baseados nos indices de imunomarcagdo definidos no presente estudo, os CBCs
(independentemente dos tipos) foram negativos para MMP-2 ¢ positivo para TIMP-2, achado
compativel com os pressupostos considerados anteriormente.

Neste sentido, WAGNER et al. (1996) encontraram altos niveis teciduais de TIMP-2 em
CB(Cs comparativamente aos carcinomas espinocelulares (CECs), de comportamento mais
agressivo.

KURAHARA ef al. (1999), por outro lado, sugeriram que a metastase dos tumores ¢
regulada por varios tipos de MMPs € que 2 superprodugdo de MMPs parece ser mais importante
para a metéstase do que a produgio de TIMPs in vivo. A expressdo de MMPs ¢é claramente mais
abundante em CEC do que em CBC, o que pode refletir na diferenca da capacidade de invasdo

desses tumores. A baixa expressio de TIMPs ndo se correlaciona necessariamente com aumento



17

de invasividade, tanto que tumores malignos e metastaticos frequentemente superexpressam
TIMPs in vivo (KERKELA & SAARIALHO-KERE, 2003).

Embora as médias dos percentuais de expressdo para MMP-2 (tanto no CBC solido
quanto no esclerodermiforme) fossem menor que as do TIMP-2, percebe-se em ambos 0s €asos,
um desvio padrio bastante alto. Isto deve refletir a heterogeneidade de expressdo destes
antigenos. Possivelmente, esta deve ser a explicagdo para o fato de que, embora houvesse uma
correlagdo negativa, tenha sido baixissima e sem significado estatistico.

HONG et al. (2000) observaram que O CEC oral é heterogéneo para 0 potencial de
produzir MMP-2. A produgdo de MMPs por células normais ¢ regulada por fatores de
crescimento €/ou  citocinas. Assim, a heterogeneidade parece ser devido a propriedades
diferenciais de cada célula do CEC em termos de expressdo de receptores especificos para esses
agentes. Se essa hipotese for aplicavel ao CBC, fica explicado o alto desvio padrio associado as
médias de marcagdo para MMP-2 e TIMP-2 que classificou a nossa amostra Como heterogénea.

No presente estudo, observamos também que ndo houve diferenca significativa nas
expressdes de TIMP-2 e MMP-2 entre os subtipos histologicos de CBC. WAGNER et al. (1996)
reportaram que nao houve uma correlagdo significativa entre as expressdes de TIMP-2 com 0s
subtipos histologicos de CBC. HONG et al. (2000) também demonstraram uma auséncia de
correlagio entre os diferentes tipos histologicos de CEC oral ¢ expressdo de MMP-2. Eles
concluiram que a diferenciagdo histolégica do CEC oral ndo afeta a expressio de MMP-2 pelas
células cancerosas.

Vale lembrar a baixa sensibilidade proporcionada pela técnica para detecgdo do antigeno,
o que pode ter comprometido a acuidade da mensuragio. Novas abordagens técnicas deveriam
ser consideradas, juntamente com O aumento da amostra, para permitir melhor juizo dos
resultados. Além disto, ndo foi possivel encontrar na literatura informagdes conclusivas sobre
niveis definidos da expressdo antigénica que indicam um comportamento agressivo. Quase
sempre esta avaliagdo ¢ realizada de forma comparativa entre grupos de tumores com diferentes
gradagdes histologicas ou de comportamento clinico. Estes estudos, assim, tem um carater
exploratorio, permitindo a visualizacdo de indicios de significados que devem ser aperfeigoados.

Viarios estudos relataram a expressao de TIMP-2 por fibroblastos do estroma tumoral
(WAGNER et al., 1996; HONG et al., 2000) e a expresso de MMP-2 no estroma adjacente ao
tumor (THOMAS et al., 1999; KERKELA & SAARIALHO-KERE, 2003). Usualmente, a
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expressio epitelial tem recebido maior atengdo quanto ao possivel significado no comportamento
tumoral. Se de um lado isto pode ser importante, poderiamos, por outro, estar subestimando o
fendmeno ja que, aparentemente, a atividade colagenolitica e sua inibicdo, resulta da agao do
conjunto de moléculas teciduais. Assim, a0 desconsiderarmos o estroma tumoral na avaliagdo
dessas proteinas, ndo analisamos a real expressao de TIMP-2 ¢ MMP-2 no microambiente
tumoral.

A MT é um importante regulador homeostatico da biodisponibilidade de zinco que pode
alterar as funcdes de enzimas zinco-dependentes (SUHY et al, 1999). As MMPs dependem de
zinco para serem funcionalmente ativas. Baseado neste fato e em trabalhos que relatam as
expressdes concomitante de MMP e MT em alguns neoplasmas (TOMITA, 2000), esperavamos
encontrar uma correlagdo entre as expressoes dessas proteinas.

No entanto, NOsSsoS resultados ndo revelaram correlagdo entre MMP-2 ¢ MT, embora
ambos os antigenos tivessem baixas expressdes nestas lesoes ( BOWDEN et al., 2002; ROSSEN,
1997, BORGES JUNIOR, 2004). A auséncia de correlagdo pode ser explicada pelo fato de que as
analises para identificar a marcagao dessas proteinas foram diferentes. A marcagio de MT foi
analisada de forma abrangente no tumor € tecidos vizinhos enquanto que a avaliagio da marcagao
de MMP-2 ficou restrita as células tumorais, desconsiderando-se o estroma adjacente.

E sabido que a MT ¢ expressa tanto no tumor quanto no estroma adjacente (BORGES
JUNIOR, 2004) e que a MMP-2 ¢ expressa principalmente pelo estroma tumoral (KERKELA &
SAARIALHO-KERE, 2003). Dessa forma, a avaliagdo das expressoes dessas proteinas pode ndo
ter sido representativa da realidade, 0 que ndo nos levou a0 resultado esperado.

Outras investigagdes devem ser realizadas no sentido de expandir 08 conhecimentos das
relagdes entre MT e MMPs, no que tange ao papel da primeira na ativagio e fungdo da segunda

ndo s6 no desenvolvimento embrionario dos tecidos como nos UMOores deles originarios.
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5. CONCLUSAO

No presente trabatho observamos que a expressao de MMP-2 no epitélio neoplasico €, na
média, menor que a de TIMP-2 e que independe do tipo histologico.

Nio foram encontradas diferencas significativas entre 0s percentuais médios de marcagdo
para MMP-2 ¢ TIMP-2 nos CBCs sélido e esclerodermiforme. Também ndo houve correlagdo
significativa entre MMP-2 ¢ TIMP-2 nos CBCs solidos ou esclerodermiformes.

As marcagdes para MT e MMP-2 no CBC foram fracas na maioria dos casos. No entanto,
nio foi encontrada significncia estatistica na correla¢do entre indices de marcagio para MMP-2
e MT nos CBCs sélidos.

Os resultados encontrados sugerem que outros mecanismos independentes de MT podem
atuar para modulagdo de MMP-2 nos CBCs. Outros estudos devem ser considerados na
investigagdio de correlagdes entre a expressio total de MMP-2 nos tecidos adultos, embrionarios e
nos tumores deles decorrentes, bem como por modelos in vitro para aferir a real relacdo funcional

entre estas moléculas.
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