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RESUMO
PERFIL DA EXPRESSAO DOS GENES DE MIGRACAO E ADESAO CELULAR NOS

TUMORES NEUROEPITELIAIS DE ADULTOS E CRIANCAS.

Introducio: As metaloproteinases de matriz, seus inibidores teciduais e as caderinas possuem
importancia critica na evolucdo e progressao dos tumores cerebrais. Estudos tém demonstrado que
alteracdes na expressdo dos genes de migracdo e adesdo celular sdo envolvidas na evolucdo
clinica dos tumores neuroepiteliais. Métodos: Avaliamos 81 tumores, sendo 62 astrocitomas: 21
de grau I, 10 de grau II, 10 de grau Il e 21 de grau IV - glioblastoma) e 19 meduloblastomas, de
pacientes admitidos no HCFMRP-USP e mais cinco amostras de tecido cerebral ndo neoplésico.
A expressao dos genes MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-14, TIMP-1, -2, -3, -4 e CDHI foi
mensurada por PCR em Tempo Real. Para analises estatisticas utilizamos os testes Kruskal-Wallis
e Kaplan-Meir. Resultados: A expressdo dos genes MMP-2 e MMP-3 ndo diferiram entre os
tumores estudados. Expressdo elevada de MMP-9 e MMP-14 foi detectada nos tumores
astrociticos de alto grau de malignidade (III e IV), em relacdo aos tumores de baixo grau e
meduloblastomas (P=0,001, P=0,006, respectivamente). Diferengas na expressdo TIMP-1 foram
observadas apenas entre astrocitomas de alto grau e meduloblastomas (P<0,0001). Astrocitomas
de baixo grau apresentaram maior expressio dos genes TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4 ¢ CDHI
(P=0,001, P<0,0001; P=0,0006 e P=0,0002) frente aos demais tumores, sugerindo que essas
moléculas possuam um efeito de contencdo da invas@o tumoral. CDHI foi preferencialmente
expresso no tecido ndo neoplasico frente aos astrocitomas de grau I (P=0,047). Anélises de
sobrevida demonstraram que hiperexpressdo de MMP-9 nos glioblastomas € relacionada a
sobrevida menor (P=0,007). Andlises posteriores demonstraram que esse ¢ um fator progndstico
independente (P=0,013). Conclusodes: A elevacdo da expressdo das MMPs, reducio de TIMPs e
CDH] parecem ser determinantes para a agressividade dos tumores neuroepiteliais, o que faz

dessas vias potenciais alvos terapéuticos para novas estratégias no combate a essas neoplasias.



ABSTRACT

EXPRESSION PROFILE OF MIGRATION AND ADHESION GENES AMONG

NEUROEPITHELIAL TUMORS OF CHILDREN AND ADULTS

The matrix metalloproteinase, their tecidual inhibitor and cadherins play an important role in
evolution and progression of brain tumors. Different levels of gene expression of migration and
adhesion genes has been reported between brain tumors types and their pathological grades
suggesting that genes may be crucial for brain tumors development for this reason we decided
evaluate the expression of genes from these genetics pathways in neuroepithelial tumors.
Methods: We analyzed 81 microdissected tumor samples obtained from gross total surgical
resection: 62 astrocytomas, including 21 grade I, 10 grade II, 10 grade III, 21 glioblastomas, 19
medulloblastomas from patients admitted for treatment into HCFMRP-USP, and five non-
neoplasic with matter brain tissue .The expression mRNA of MMP2, MMP3, MMP-9, MTI-
MMP; TIMP-1, -2, -3.-4 and CDH1 were quantified using real-time PCR, with TagMan® probes.
Kruskal-Wallis and Kaplan-Meir tests were performed for statistical analysis (P< 0.05) Results:
No differences on expression level of MMP-2 and MMP-3 were observed between analyzed
tumors. High grade astrocytomas presents higher expression of MMP-9 and MT1-MMP than low
grade astrocytomas and meduloblastomas (P=0.001) and (P=0.006), respectively. Differences in
expression of TIMP-1 were observed only between high grade astrocytomas and medulloblastoma
(P>0.0001). Low grade astrocytomas presents higher expression level of TIMP-2, TIMP-3, TIMP-
4 and CDH1 than high grade astrocytomas and meduloblastomas (P=0.001; P<0.0001; P=0.0006
and P=0.0002), respectively. CDHIgene was preferentially expressed in non-neoplasic white
matter brain tissue than grade I astrocytomas (P=0.047). Survival curves analysis showed that
higher expression of MMP-9 in glioblastomas is related to poor survival (P=0.007) and analysis
showed that this data is an independent prognostic factor (P=0.013). Conclusions: Our results
suggests that the pathway the role of MMPs, TIMPs and adhesion molecules may be important
for invasive and aggressive behavior of neuroepithelial brain tumors and could reveal an

important therapeutic target for new strategies in oncology.
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1.1 Tumores do Sistema Nervoso Central

As neoplasias do sistema nervoso central (SNC) constituem um grupo de tumores bastante
heterogéneo em relacdo a uma série de caracteristicas, como: epidemiologia, comportamento
bioldgico, alteragdes genéticas observadas, tipo histolégico, localizacdo tumoral, padrao de
disseminag¢ao, quadro clinico, histéria natural, idade de ocorréncia e prognéstico (STROHER et
al., 2000; BEHIN et al., 2003; LOUIS, 2006).

A sociedade americana de estudos do cancer (American Cancer Society) estimou que,
20500 pacientes foram diagnosticados com algum tipo de neoplasia do sistema nervoso no ano de
2007 (SEER, 2008). Sao diagnosticados cerca de 7 a 16 casos por 100.000 pessoas/ano de
tumores primarios do SNC em adultos, segundo relatos de Wrensch et al. 2002 e Binder et al.,
2003, onde cerca de 50% desses casos sdo de tumores metastaticos (HILL ez al. 1999).

Os tumores do SNC sdo a terceira causa de morte por cancer em adultos de meia idade e a
segunda causa mais comum de morte em criangas, sendo esse o tumor sélido mais freqiiente na
infincia (GILES; GONZALES, 1995; HEUER et al., 2007). A estimativa da incidéncia dessa
neoplasia em criancas e adolecentes sdo de aproximadamente 2,7 casos por 100.000
pacientes/ano, correspondendo a 16% de todas as neoplasias que acometem pacientes dentro
deste grupo; ocupando, assim, a segunda posi¢do no ranking das neoplasias mais freqiientes na
faixa etdria de 0 a 20 anos, perdendo apenas para a leucemia. A taxa de mortalidade observada
nos tumores do SNC € uma das maiores entre as neoplasias infantis, entretanto, com as melhorias
nas condicdes diagnodsticas e de tratamento, tem-se observado um aumento na taxa de sobrevida
global nestes pacientes (POTTER et al., 1998).

Estudos epidemioldgicos apontaram um discreto aumento na incidéncia de tumores do

SNC, durante as décadas de 80 e 90 em idosos e criancas (SWENSEN; BUSHOUSE, 1998;
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FISHER et al.,2007). O aumento aparente no nimero de casos dessas neoplasias estd diretamente
ligado a implementagdo de ferramentas de neuroimagem de alta resolu¢do, como ressonancia
nuclear magnética e a tomografia computadorizada, causando impacto no diagndstico clinico das
doencas neurolégicas (CRISTENSEN et al., 2003; FISHER et al., 2007). Além disso, outra causa
importante para o aumento aparente da incidéncia de neoplasias do SNC foi a inclusdo de
neoplasias de baixo grau, antes nao computadas nos registros de base populacional (LINET et al.,
1999).

As neoplasias do SNC apresentam diferentes taxas de incidéncia entre as populagdes, as
mais elevadas s@o as dos paises desenvolvidos. O atendimento médico mais acessivel e as
tecnologias de ponta aplicadas a saude sao alguns dos fatores que influenciam a elevacdo na
incidéncia nos paises desenvolvidos, entretanto, ndo sao descartadas influéncias culturais, étnicas
ou diferencas geograficas nos fatores de risco (OHGAKI; KLEIHUES, 2005; DAVIS, 2007). A
incidéncia de neoplasias cerebrais observadas no Japao, por exemplo, representa menos da
metade das relatadas nos paises ao norte da Europa. Nos EUA, as neoplasias neuroepiteliais sao
mais freqlientemente observadas em caucasianos do que em negros, hispanicos e asidticos
(WRENSCH et al., 2002; SEER, 2008).

Os fatores etiolégicos dos tumores do SNC ndo estdo bem determinados e uma série de
estudos tem procurado elucidar os fatores de risco para essas neoplasias, sendo alguns dos
possiveis fatores estudados apresentados na Tabela 1. Apesar de todas as associagdes estudadas,
as Unicas que provaram ser causa de tumores primarios do SNC foram as sindromes hereditarias
(esclerose tuberosa, neurofibromatose tipos 1 e 2 ) e as radiagdes ionizantes utilizadas para fins

terapéuticos (GUNEY; KADAN-LOTTICK, 2001; SKALR, 2002; DAVIS, 2007).



Fdbio José Nascimento Motta Introdugdo 4

Tabela 1. Fatores estudados relacionados com o risco de tumores do SNC

Sindromes Hereditarias™*

Histéria Familial de Tumores Cerebrais
Polimorfismos constitutivos
Sensibilidade de Linfécitos a Mutagénicos
Tumores anteriores

Infec¢des ou resposta imunoldgica
Alergias

Traumatismos cranianos

Epilepsia / convulsdes

Drogas / Medicamentos

Dieta / Vitaminas

Tabagismo

Alcoolismo

Exposicdo a Tinturas de Cabelo
Poluicao

Ocupacgdo profissional

Radiacdes ionizantes™*

Telefones Celulares

Exposicdo a outras freqiiéncias de Radio

Adaptado de WRENSH et al., 2002

**  Fatores etioldgicos comprovados
A complexidade das classificacdes anatomo-patoldgicas e clinica dos tumores cerebrais é
controversa, principalmente no que diz respeito aos tumores mistos. Em funcdo disso, a
classificac@o histoldgica das neoplasias do SNC ¢é alvo de constantes revisdes, desde a primeira
tentativa de classificacdo histolégica proposta por Bailey & Cushing até os dias atuais (WRENSH

et al., 2002, LOUIS et al., 2007 ).
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A classificag@o histologica das neoplasias do SNC adotada atualmente € a proposta pela
Organizacdo Mundial de Saide (OMS), a qual divide essas entidades de acordo com o tipo
celular predominante nas lesdes. Essa classificacdo expande o conceito de grau de malignidade,
incorporando os dados fenotipicos e de alteracdes moleculares observadas nessas neoplasias. A
classificacdo da OMS organiza as neoplasias cerebrais em tumores neuroepiteliais, de nervos
periféricos, das meninges, linfomas e neoplasias hematoldgicas, de células germinativas, tumores
de regido selar e tumores metastaticos, somando mais de 100 entidades histolégicas distintas
(KLEIHUES et al., 2002; LOUIS et al., 2007).

Os tumores do SNC originados do tecido neuroepitelial sdo os mais freqiientemente
observados em criangas e adultos. Seus subtipos apresentam comportamento biolégico distinto,
sendo diferenciados por caracteristicas histoldgicas como: atipia nuclear, indice mit6tico,
formacdo de microvasos sangiiineos e necrose. Tais peculiaridades sdo utilizadas, também, para
avaliacdo do grau de malignidade adotado pela OMS (KLEIHUES et al., 2002; LOUIS, 2006). A
Tabela 2 apresenta de forma simplificada a classificagdo da OMS para os tumores neuroepiteliais.
Este estudo deteve-se aos tumores neuroepiteliais derivados dos astrdcitos (astrocitomas) e aos

tumores embrionarios (meduloblastomas).
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Tabela 2. Classificacado OMS dos tumores de SNC derivados do tecido neuroepitelial

TUMORES NEUROEPITELIAIS

Astrociticos

Astrocitoma Pilocitico- Grau I 9421/1%*
Astrocitoma Difuso- Grau II 9420/3
Astrocitoma Anaplasico- Grau III 9401/3
Glioblastoma — Grau IV 9440/3
Gliomatosis cerebri 9381/3
Oligodendroglias

Oligodendroglioma- Grau II 9450/3
Oligodendroglioma Anaplasico- Grau III 9382/3
Ependimarios

Ependimoma- Grau II 9391/3
Ependimoma anaplésico- Grau III 9392/3
Ependimoma mixopapilar 9394/1
Subependimoma 9383/1
Tumores do plexo coréide

Papiloma do plexo cordide 9390/0
Papiloma do plexo cordide atipico 9390/1
Carcinoma do plexo cordide 9390/3

Gliomas mistos e de origem incerta

Astroblastoma 9430/3
Glioma Angiocéntrico 9431/1
Gliomas Cor6ide do 3° ventriculo 9444/1
Tumores mistos de origem glial e neuronal

Ganglioglioma (anapldsico) 9505/1
Ganglioglioma 9505/1
Neurocitoma 9506/1
Embrionarios

Meduloblastoma 9470/3
Meduloepitelioma 9501/3
Tumor teratéide-rabdéide 9508/3

* Codigo Internacional de Doencas - Oncologia -- CID-O (Adaptado de LOUIS et al., 2007)
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1.1.1 Tumores Astrociticos

Os tumores astrociticos sdo derivados das principais células de sustentagdo da glia, os
astrocitos. Essas neoplasias sdo os tumores cerebrais primdrios mais freqiientes, apresentam-se
bastantes heterogéneas, diferindo quanto a localiza¢ao, idade, extensdo, potencial invasivo, curso
clinico e tendéncia a progressao (KHATUA et al., 2003; WANG et al., 2003). Classicamente, 0s
astrocitomas sdo divididos de acordo com o grau de malignidade em: astrocitomas pilociticos
(grau I), astrocitomas difusos ou fibrilares (grau II), astrocitomas anapldsicos (grau III) e
gliobastomas multiformes (grau IV).

Os astrocitomas pilociticos sdo neoplasias de ocorréncia rara, com incidéncia estimada em
menos de 1 caso/100.000 pessoas/ano. Preferencialmente sdo casos pedidtricos, geralmente
localizadas nos hemisférios cerebrais, apresentando lesdes circunscritas e ndo infiltrativas, de
crescimento lento e raramente levadas a transformagdo maligna. Dessa forma, esses tumores
juntamente com os astrocitomas difusos sdo considerados como neoplasias de baixo grau de
malignidade (EVREN-KELES er al., 2004). Apesar dessas neoplasias apresentarem um
comportamento benigno quando localizadas nos hemisférios cerebrais, 0 mesmo ndo é observado
quando as lesdes ocorrem nas vias opticas e no hipotalamo.

Histologicamente, os astrocitomas pilociticos se apresentam como neoplasias de
celularidade baixa a moderada, constituidas por astrécitos de aspecto regular, com nucleos
uniformes e com poucas atipias, chama a atencdo a presenca de numerosas fibras de Rosenthal,
que sao inclusdes protéicas no interior de prolongamentos astrocitirios (STROTHER et al.,
2000). A cirurgia € o tratamento de escolha para tais lesdes, sendo curativa na maioria dos casos.
A quimioterapia tem sido utilizada em casos especificos, especialmente em criangas com tumores
de vias Opticas e que progridem apdés um periodo inicial de observacdo, com deterioracao

potencial da visao (PACKER et al., 1997).
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Os astrocitomas difusos ou fibrilares (grau II) sao menos freqiientes em criancas, afetando
mais comumente adultos jovens. Ao exame histopatolégico, estes tumores apresentam maior
celularidade, geralmente ndo apresentam os microcistos e fibras de Rosenthal; sdo mais
infiltrativos e tendem a sofrer transformacao anapldsica de modo mais freqiiente (BEHIN et al.,
2003).

Astrocitomas anapldsicos (grau III) sdo neoplasias infiltrativas, com um alto potencial
proliferativo, afetando principalmente adultos. Esses tumores apresentam uma menor sobrevida
quando comparados com os dois anteriores, chegando a uma média de 3 a 4 anos em 70% dos
casos. A cirurgia continua sendo a melhor op¢do de tratamento e esta deve ser a mais ampla
possivel (BEHIN et al., 2003).

O astrocitoma grau IV, mais comumente, chamado de glioblastoma multiforme € o tipo de
tumor cerebral mais freqiiente em adultos e o tumor mais agressivo desta linhagem,
correspondendo a aproximadamente 50 % dos tumores malignos do SNC. Sdo clinicamente
agressivos e extremamente invasivos, com capacidade de invasdo extra-axial. Essa neoplasia se
apresenta freqiientemente na idade adulta, apds os 40 anos de idade, mas ndo sdo exclusivos desta
idade (BINDER et al., 2003).

As caracteristicas histoldgicas dessa neoplasia sdo: hipercelularidade, atipia e anaplasia
celular e nuclear, freqiientes figuras de mitose, necrose e proliferacdo endotelial. (STROTHER et
al., 2000; BEHIN et al., 2003).

O tratamento € o cirdrgico, no entanto pacientes com muitos problemas neuroldgicos,
muito idosos (acima de 80 anos), ou que possuem riscos elevados para anestesia, devem ser
avaliados cuidadosamente e, em muitos casos, somente uma bidpsia € o mais indicado. A

radioterapia local também esta indicada, mesmo nos casos onde ndo existe indica¢do cirdrgica.
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Os glioblastomas podem se originar a partir da transformac¢ao de um tumor de baixo grau
ou anaplasico, sendo chamado de glioblastoma secunddrio ou pode ser diagnosticado
primariamente, sendo chamado glioblastoma primario (KLEIHUES et al., 2000). Essa divisao
ndo tem repercussdo pratica com relacdo ao tratamento. Embora essa classificacdo seja
amplamente aceita na prética clinica, a designagdo primario ou secundario dos glioblastomas é
mais conceitual do que propriamente um termo diagndstico. O estudo molecular dessas
neoplasias permitiu uma classificagdo baseada em alteragdes genéticas, apresentadas na Figura 1,

encontradas comumente nesses tumores que podem distinguir os glioblastomas primdrios dos

secunddrios (ZHOU; PARADA, 2002).

5—(032 Astrécitos ou
vl \'b" precursores

b

3;}65“ Astracitos ou
el

Precursorgs

Figura 1. Vias genéticas envolvidas no desenvolvimento dos glioblastomas primérios e

NFfperda | astrocitoma pilocitico
[ (grau )
Astrocitoma baixo-grau Astrocitoma anaplasico Glioblastoma secundario
| (gL 1) (grau Il (grau IV)

TP53 perda
PDGFPDGFR superexpressdo

Iniciagdo da via

Progressdo davia- RB1 perda/COK4 amplificacdo

CDKN2A perda, EGFR amplificacdo/mutagdo,

PTEN perda, MDM2 amplificagéo

Glioblastoma primario

(grau IV)

secundérios (Adaptado de ZHOU; PARADA, 2002).
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1.1.2 Tumores Embrionarios

O meduloblastoma (MB) € definido como um tumor maligno de origem cerebelar, que
surge predominantemente na area do vermis do cerebelo, localizado na fossa posterior, com forte
tendéncia a metéstases. E considerado o segundo tumor cerebral pedidtrico mais freqiiente, atrds
apenas dos astrocitomas, correspondendo a 20- 25% dos tumores que afetam as criancas e a 40%
dos tumores localizados na fossa posterior (STROTHER et al., 2000; GILBERTSON, 2004;
POLKINGHORN; TARBELL, 2007).

O pico de incidéncia dessa neoplasia embriondria € observado aos cinco anos, sendo que a
maioria dos casos ocorre dentro da primeira década de vida, observando um ligeiro predominio
em individuos do sexo masculino, na proporcao de M:F de 2:1 (PACKER, 1999). Dentre todos os
tumores do SNC, é o que mais freqiientemente pode originar metdstases extracranianas, com
predilecdo para ossos, medula 6ssea, linfonodos, figado e pulmao (STROTHER et al., 2000).
Histologicamente, o meduloblastoma é formado por pequenas células de nicleos hipercromaticos
redondos ou ovais de citoplasma escasso com atividade mitética varidvel (KLEIHUES ez al.,
2000; GILBERTSON, 2004).

O tratamento dessa neoplasia € predominantemente cirdrgico, visando a ressec¢do total da
lesdo, seguido de quimioterapia e radioterapia, visto que os MBs sdo quimiosensiveis aos
derivados da platina e agentes alquilantes (PACKER, 1999).

Algumas alteracdes genéticas t€ém sido freqiientemente relatadas nos MBs, dentre essas
merecem especial atencdo a formacgdo do isocromossomo 17q [i(17q)], resultando da perda de
heterozigosidade do bragco curto do cromossomo 17 (ALDOSARI et al., 2002), e alteracdes
moleculares relacionadas ao progndstico desfavordvel, como a hiperexpressao dos genes TRKC,
C-ERBB-2 e MYCC (CHOPRA et al., 2003), bem como a delecdo da regido 16g22.1, onde esta

localizado o gene CDH1 que codifica a molécula de adesdo E-caderina (RUSSO et al., 1999).
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As principais vias genéticas descritas na literatura envolvidas no desenvolvimento de
neoplasias do SNC compreendem genes do controle do ciclo celular (KATHUA et al., 2003),
apoptose (PINGOUDMEIER et al., 2003), angiogénese (FULLER et al.,, 1999); resisténcia a
drogas antineopldsicas (BEGER et al., 2001) e genes responsdveis pela adesdo e migracao
celular, os quais estdo diretamente envolvidos na degradacdo da matriz extracelular (MEC)

(MUNAUT et al., 2003).

1.2 A matriz extracelular

A MEC ¢ constituida por uma rede complexa de proteinas e proteoglicanos, secretadas
pelo tecido conjuntivo, com o objetivo de dar suporte aos tecidos que compdem um organismo.
Essa rede de proteinas exerce uma influéncia determinante em diversas atividades bioldgicas
(MATRISIAN, 1990; GIANCOTTI et al., 1999).

A degradacdo da MEC é um processo fisioldgico elegante, estritamente controlado por
equilibrio dindmico entre as vias das metaloproteinases de matriz (MMPs) e dos inibidores
teciduais das metaloproteinases (TIMPs). As interacdes célula-MEC enviam sinais citoquimicos
capazes de promover a diferenciacdo celular, migracao e mobilidade necessdrias para homeostase
celular (CHANG; WERB, 2001). As MMPs degradam as proteinas da MEC e de seu
microambiente pericelular, ativando, assim, fatores de crescimento e as moléculas de adesao.
Esses eventos sdao fundamentais para uma variedade de processos fisioldgicos, tais como:
desenvolvimento embriondrio, remodelacdo, reparacdo tecidual e angiogénese (MATRISIAN,
1990; CHAKRABORTI et al., 2003).

A destrui¢do desordenada da MEC desempenha um papel crucial no desenvolvimento de
diversas patologias, como: fibrose hepdtica, aneurisma, periodontoses, artrite reumatdide,

esclerose multipla, fibrose cistica e formacdo de tumores. O desenvolvimento das neoplasias é
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um processo altamente dependente do seu microambiente, sendo um fator determinante a essa
condicdo a producdo e/ou ativacdo desordenada de enzimas proteoliticas envolvidas na

degradacao e remodelagao da MEC (OVERALL et al., 2002; POLLET et al., 2004).

1.2.1 Metaloproteinases de Matriz

As proteinas metaloproteinases sao divididas de acordo com suas caracteristicas
bioquimicas em: MMPs, metaloproteinases desintegrinas (ADAMs), proteinas que apresentam os
dominios de metaloproteinase e desintegrinas e as metaloproteinases desintegrinas com dominio
de trobospondina (ADAMS-TS) (WERB, 1997; MALEMUD, 2006).

As MMPs sdo peptidases dependentes de zinco (Zn*?), altamente conservadas e que
possuem especificidade de substrato, capazes de degradar proteoglicanos, laminina, fibronectina,
gelatinas e o coldgeno fibrilar (tipo I, II, III, V e XI) presentes na membrana basal, bem como na
MEC (YONG et al., 1998; CURRAN; MURRAY, 2000). Sdo conhecidos mais de 20 membros
dessa familia de proteases. As MMPs de mamiferos sdo classificadas em soldveis (secretadas) e
de membrana (MT-MMPs) (SEIKI, 1999; PEI et al., 2000, AMALINEI et al., 2007).

As MMPs soliveis sdo sintetizadas como pro-enzimas, enquanto que as MT-MMPs sao
ativadas no espaco intracelular e expressas na superficie celular como enzimas ativas. As MMPs
soliveis sdo divididas em quatro subclasses, de acordo com as suas caracteristicas estruturais e
funcionais, em: colagenases, gelatinases, estromalisinas e matrisilinas (NAGASE; WOESSNER,
1999; NABESHIMA et al., 2002; VISSE; NAGASE,2003) (Figura 2).

A estrutura geral das MMPs € composta por trés dominios conservados entre os membros
dessa familia, porém distintos entre si, que exercem diferentes fun¢des nessas moléculas: um pro-
dominio N-terminal, um dominio catalitico ¢ um dominio C-terminal que contém o motivo

conservado Hemopexina (HEXGHXXGXXH). As subfamilias das matrisilinas ndo possuem este
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dltimo dominio. Os residuos de histidina (H) contidos no dominio hemopexina estdo envolvidos
na ligacdo ao Zn*>, necessdria para atividade proteolitica. No pré-dominio das MMPs também é
encontrando um motivo altamente conservado PRCGVDP, que forma uma unido covalente com o
dominio Zn*>, mantendo a proteina na sua forma ndo ativada, zimogénio. As gelatinases
apresentam um sitio de liga¢do de fibronectina, no dominio catalitico, que confere especificidade
ao substrato (Figura 2) (NAKADA et al., 1999; STAMENKOVIC, 2003; POLLET et al., 2004).

Dominio Hemopexina
HEXGHXXGXXH

- s u i
Pré-dominio Dominio Catalitico “:i;\@
PRCGVDP e

Colagenases
MMP-1,8,13 18

Dominio Fibronectina

; K
Gelatinases -

MMP-2 e @

Estromalisinas
MAP-3,10 e 11

MT-MMPs
MNMP-14,15,16 e 17

Dominio Transmemhbrana
Matrisilina

MMEP-7
D

Figura 2. Estrutura geral das MMPs e de suas subfamilias (Adaptado de STAMENKOVIC, 2003).
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A subfamilia das colagenases pertencem as enzimas MMP-1, MMP-8, MMP-13 e MMP-
18, as quais apresentam caracteristicas bioquimicas que permitem a clivagem do coldgeno
intersticial I, II e III, em um sitio especifico do dominio N-terminal. O coldgeno intersticial I é
uma das substancias mais abundantes nos organismo humano, sendo assim, os membros dessa
subfamilia desempenham um papel determinante nos processos de remodelacdo/degradacdo da
MEC (CURRAN; MURRAY, 2000; VISSE; NAGASE, 2003).

O grupo das gelatinases é composto pelas enzimas gelatinase A (MMP-2) e gelatinase B
(MMP-9). Essas enzimas sao especializadas em degradar o coldgeno tipo IV, principal
constituinte da membrana basal dos vasos sangiiineos cerebrais. Como mencionado, essas
enzimas possuem trés repeticdes de dominio fibronectina, inserido em seus dominios cataliticos,
que permitem que as gelatinases se liguem ainda as lamininas e gelatinas (YONG et al.,1998).

A MMP-2, gelatinase de 72 kDa, codificada no cromossomo 16q13, é constitutivamente
expressa em muitos tipos celulares. Essa enzima possui a capacidade de degradar coldgenos V,
VII, XI e a fibronectina. A MMP-2 também medeia a proliferacdo, adesdo e migragdo celular.
Essa enzima é secretada na forma inativa e sua atividade catalitica € estabelecida pela inteiracdo
com o complexo formado pela metaloproteinase de membrana 1 (MT1-MMP ou MMP-14) e
TIMP-2 (CHINTALA et al.,1999).

A protease MMP-9 € caracterizada como uma enzima de 90-110 kDa codificada na regido
20q11.2-13.1. Essa enzima também € secretada como zimogénio, podendo ser armazenada na
forma ativa ou latente no citosol. A expressaio de MMP-9 ndo € constitutiva e pode ser
influenciada por muitos fatores, tais como: de crescimento, citocinas, adesdo célula-célula e
célula-MEC. O mecanismo de ativagdo dessa protease envolve uma complexa rede de interacao

com outras MMPs e TIMPs (CHINTALA et al.,1999; AMALINEI et al., 2007).
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O grupo das estromalisinas é composto pelas proteases MMP-3 (estromalisina-1),
localizada na regido 11g23, MMP-10 (estromalisina-2) e MMP-11(estromalisina-3), que
apresentam substratos similares, no entanto, MMP-3 possui maior atividade proteolitica que as
demais estromalisinas. A MMP-3 € expressa em diversos tipos celulares, e possui como substrato
os seguintes componentes da MEC: coldgeno, gelatina, elastina, fibronectina e vitronectina. Além
de digerir componentes da MEC, a enzima MMP-3 participa da ativacdo de pr6-MMP-1e pro-
MMP-9 (EGEBLAD; WERB, 2002).

A subfamilia da MMPs de membrana é constituida por seis MT-MMPs (MT1-MMP -
MT6-MMP) e mais dois membros que sao proteinas ancoradas do tipo glicosilfosfatidilinositol
(GPI) (MMP-17 e MMP-25). Um dos membros de maior destaque dessa subfamilia é a MT1-
MMP (MMP-14), que tem como substrato os coldgenos dos tipos I, II e III, gelatina, fibronectina
e laminina (KOSHIKAWA et al., 2000).

A MMP-14 (MT1-MMP) é considerada uma molécula multifuncional, envolvida
diretamente no crescimento celular, inflamagdo, formag¢do de novos vasos, bem como nos
processos de adesdo e migracdo celular e, conseqiientemente, na formacdo de metdstases
(YANA; SEIKI, 2002; SHIONI; OKADA, 2003).

As interacoes que MT1-MMP faz com a molécula de TIMP-2, desempenham um papel
crucial na ativacdo da pro-MMP-2. O dominio catalitico de MT1-MMP liga-se a por¢do N-
terminal de TIMP-2, fazendo com que a regido C-terminal de TIMP-2 torne-se capaz de ligar ao
dominio hemopexina de pr6-MMP-2. A localizacio na membrana dessa protease confere uma
vantagem a protedlise pericelular, uma vez que essa molécula ativa a pr6-MMP-2, podendo
assim, usar os substratos exdgenos para mediar os processos de invasdo e metdstase.

(STERNLICHT; WERB, 2001; SOUNNI et al., 2003).
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Os niveis de expressio das MMPs estdo sob o controle de um mecanismo genético
sofisticado. Em condi¢des normais os niveis das MMPs sdo relativamente baixos, no entanto, ha
um aumento da expressdo das MMPs decorrente dos processos de remodelacio da MEC,
resultante de processos fisioldgicos ou patologicos. Em algumas subfamilias de MMPs, a
expressdo € tecido especifico. A regulagdo da expressio das MMPs ocorre por trés vias
principais: I- regulacdo da transcricio das MMPs; II- ativacdo das pré-enzimas e III- Inibicao
pela acdo das TIMPs, sendo estes dltimos mecanismos pds-transducionais de regulacio (YONG

et al., 1998; NAGASE et al., 2000).

1.2.1.1 Regulacao transcricional dos genes das MMPs

Os genes das MMPs abrigam alguns elementos regulatérios que controlam sua expressao,
dentre estes se destacam os sitios API (Activating Protein-1), PEA3 (Polyoma Enchancer
Activator 3), SP1, B-catenina/Tcf-4 e Nf-kB, que aparentemente possuem um efeito sinérgico na
regulacdo dos genes das MMPs. Baseado na composicdo desses elementos regulatorios, os
promotores desses genes podem ser divididos em trés classes: classe I, I e III (YAN; BOLD,
2007).

Os promotores de classe I contém um TATA BOX na posicao -30 (relativo ao sitio de
inicio da transcricdo) e um sitio de ligagcdo API, na posicao -70. Muitos desses promotores ainda
contéem um sitio de ligacdo a PEA3, vizinho a API que coopera com a regulacdo génica das
MMPs. Os promotores de classe II também possuem um 7ATA BOX, sem o sitio AP proximal.
A regulacdo desses promotores € relativamente mais simples e distinta da regulagdo dos
promotores da classe | (BENBOW; BRINCKERHOFF, 1997; CHAKRABORTI et al., 2003).

O terceiro e ultimo grupo de promotores ndo possui 0 TATA BOX em sua estrutura,

fazendo com que a transcri¢@o se inicie em sitios multiplos, entretanto, a regulacio deste grupo é
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controlada pela familia dos fatores de transcricdo SPI, que se ligam proximo ao box CG. As
proteinas FOS e JUN participam ativamente do mecanismo de regulacdo da transcricio onde
formam um heterodimero que se une aos sitios AP/, estimulando a produgcdo das MMPs, em
resposta ao aumento de mediadores inflamatérios no meio (MATRISIAN, 1990). As diferencas

estruturais entre os promotes MMPs sdo mostradas na Figura 3.
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Figura 3. Tipos e estrutura dos promotores dos genes das metaloproteinases (Adaptado de YAN;

BOLD, 2007).



Fdbio José Nascimento Motta Introdugdo 18

1.2.1.2 Ativacao das pré-enzimas

As MMPs sao sintetizadas como zimogénios, formas inativas das proteinas. Essas
enzimas podem ser ativadas in vivo por proteinases ou in vitro por agentes quimicos como:
agentes tiol (HgCl, e N-etilmaleimida), SDS, oxigénio reativo, além de aquecimento e exposicao
a PH 4cido. A ativagdo in vivo ocorre no espago extracelular e requer quebra do complexo zinco-
cisteina e exposicdo do seu sitio catalitico. O residuo cisteina (C) da seqiiéncia PRCGVPD,
presente no pré-dominio, interage com a porcdo Zn>* do dominio catalitico mantendo as pré-
MMPs na forma latente. A ruptura dessa interacdo de Cis- Zn>* resulta em uma ativagdo parcial
da forma intermedidria da enzima, levando em seguida a autocatdlise da regido pré-peptidica,
conferindo, assim, a atividade total da enzima. Esse mecanismo permite que as pr6-MMPs sejam
ativadas por multiplos agentes (VAN WART; BIRKEDAL-HANSEN, 1990; RA; PARKS,
2007).

O sistema plasminogénio/uroquinase € um importante ativador fisiolégico de pr6-MMPs.
O fator ativador do plasminogénio do tipo uroquinase (uPA) e o fator ativador do plasminogénio
encontram-se associados a membrana, criando, assim, um sitio de ativacdo de pr6o-MMPs e
subseqiiente renovacdo da MEC. A plasmina pode ativar pr6-MMP-1, pr6-MMP-3, pr6-MMP-7,
pro-MMP-9, pr6-MMP-10 e pr6-MMP-13 (NAGASE et al., 2006).

A maioria das pro-MMPs secretadas € ativada no espago extracelular. Algumas pro-
MMPs apresentam um dominio furina (KCKR) que permite que sejam ativadas no espago
intracelular pela furina, dentre estas estdo as pr6-MMPsl1, MT-MMPs-, pr6-MMP-23 e pro-
MMP-28 ( SATMENKOVIC, 2003; AMALINEI et al., 2007).

A ativacdo de pr6o-MMP-2 é mediada pelas MT-MMP, com exce¢do de MT4-MMP, e
conta ainda, com a participagdo de TIMP-2. A pr6-MMP-2 forma um complexo com TIMP-2

através de seu domino C-terminal, permitindo que o dominio N-terminal de TIMP-2 se ligue a
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MT1-MMP na superficie da célula. O complexo MTI-MMP2-TIMP-2-pr6-MMP-2 € entao
apresentado a MT1-MMPs adjacentes e livres desse complexo para ativagdo. O dominio

hemopexina parece facilitar esse processo de ativagao (JO et al., 2000).

1.3 Inibidores teciduais das metaloproteinases

Os inibidores teciduais das metaloproteinases constituem o terceiro nivel do processo de
regulacdo da expressdo das MMPs. Essas proteinas sdo os principais inibidores fisioldgicos das
MMPs. Os TIMPs sao moléculas de baixo peso molecular, 21-30 kDa, que possuem cerca de 12
residuos de cisteinas envolvidos na formagao de seis pontes dissulfito responsdveis pela formagao
de dois dominios, essenciais para a interacdo dessas moléculas com as MMPs. O dominio C-
terminal € responsdvel pela interacdo e ativagdo das pr6-MMPs, bem como, pela localizagao
dessas proteinas. J& o dominio N-terminal atua como unidade independente, que possui a
atividade inibidora das MMPs (BREW et al., 2000; BAKER et al., 2002).

O bloqueio da atividade proteolitica das MMPs soliiveis e de membrana, € realizado pelas
TIMPs, através da formacdo de complexos monocovalentes na propor¢do de 1:1 entre sitio
catalitico das MMPs e a por¢ao N-terminal das TIMPs. Os grupos amino e carbonila do residuo
de cisteina presente na porcdo N-terminal das TIMPs agem em conjunto “quelando” o Zn**
presente no dominio catalitico das MMPs, tornando-o indisponivel para ativacio das MMPs
(VISSE: NAGASE, 2003; NAGASE et al., 2006).

Quatro TIMPs foram caracterizadas em humanos, designadas como TIMP-1, -2, -3 e -4,
resistentes a desnaturacao por calor e a degradagdo proteolitica. Essas proteinas sdo expressas em
uma variedade de tipos celulares e fluidos corporais (GOMEZ et al., 1997). Embora todas as
TIMPs tenham capacidade de inibir todas as MMPs estudadas, elas diferem em muitos aspectos

como: solubilidade, inteiragdo com pré-enzimas e regulacdo da expressdo. As TIMPs -1, -2 e -4
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estdo presentes na forma soldvel, enquanto que a TIMP-3 ¢é ligada a MEC (LAMBERT et al;
2004). A expressao de TIMP-1 € induzida, essa molécula apresenta fraca acao inibidora frente a
MMP-19 e as MT-MMPs (-1, -2, -3 e -5), inibindo ainda um membro da familia das ADAMS, a
ADAM-10. A expressdao de TIMP-2 € constitutiva e sua acdo inibidora frente as MT-MMPs ¢é
eficaz. TIMP-3 pode inibir ainda outros membros da familia ADAM, como ADAM 17 e
ADAMTS-4 e -5, sendo o efeito dessa molécula na inibi¢do de MMP-9 maior que as observadas
pelas TIMPs -1 e -2. A TIMP-4 apresenta expressao induzida e suas ac¢des inibidoras frente as
MMPs parece ser livre de restricdes. A Tabela 3 apresenta algumas caracteristicas moleculares e

bioldgicas das TIMPs (WATSON; TIERNEY, 1998; DREW et al., 2000).

Tabela 3. Caracteristicas moleculares e bioldgicas das TIMPs

TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 TIMP-4
Localizag@o cromossdmica Xpl1.23-11.4 17q23-17925 22q12.1-22q13.2 3p25

mRNA (Kb) 0,9 3,5 5,0 1,4

Massa Molecular (kDa) 28,5 21 22/27 22
Localizagdo protéica Solidvel Soldvel MEC Solidvel

Associacdo pro-MMPs pré-MMP9 pro-MMP2 pré-MMP2/9 pro-MMP2

Expressdo Génica Induzida Constitutiva Induzida Induzida
Efeitos Tumorigénicos Inibicao Inibi¢do Inibicao Inibicao
Metéstases Estimula Estimula

(Adaptado de BAKER et al., 2002).
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As TIMPs apresentam, também, a habilidade de formar complexos com pr6-MMPs,
regulando, assim, seu processo de ativacdo. A TIMP-1 forma complexos preferencialmente com
pro-MMP-9, enquanto que TIMP-2 se liga preferencialmente a pr6-MMP-2 facilitando sua
ativacdo (BAKER et al, 2002). A TIMP-3 liga-se tanto a pr6-MMP-2 quanto a pr6-MMP-9
(BIGG et a I, 1997) e a TIMP-4 pode se ligar a por¢ao C- terminal do dominio de pr6-MMP-2
(BUTLER et al., 1999).

A acdo inibidora das MMPs ndo é exclusiva das TIMPs, outras moléculas também
desempenham esse papel, dentre as quais destacam-se: moléculas de a-macroglobulina, inibidor
geral de proteases, os precursores -amildides ligados a membrana celular e, ainda, a proteina de
membrana RECK, uma proteina ancorada a membrana do tipo GPI, que diminui a atividade
catalitica de MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP, capaz ainda de suprir a atividade angiogénica nos
processos neoplésicos, levando a morte das células tumorais (OH et al., 2001). O esquema de

interagdo entre ativagdo e inibi¢do das MMPs pelas TIMPs é apresentado na Figura 4.

Proteinas da MEC Alteracoes na MEC causam: Proteinas da MEG
Invasao tumoral, angiogenese e

remodelac3o tecidualdurante o
desenvolvimento
TIMP1 \
TIMP3 JDTIMB2

" TIMP4
Auto

Ativacao

Pro MMP-2 MMP-2

Pro MMP-¢

| Y

Pro MMP-Z2 TS MT1-MMP

MT1-MMP

Pro MMP-¢

Figura 4. Representacdo esquematica da ativagao e inibi¢do das MMPs pelas TIMPs

(Adaptado de_ www.biocarta.com).
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A principal funcdo das TIMPs € a de inbidor natural das metaloproteinases, entretanto,
alguns estudos apresentam outras fungdes atribuidas as TIMPs, algumas dessas relacionadas com
a inibicdo das MMPs e outras independentes desse processo, como a promocgao da proliferacao
celular, atividade anti-apoptose e anti-angiogénese (CHANG; WERB, 2001; CHIRCO et al.,
2006).

A atividade de inducdo da proliferacao celular dessas moléculas foi descrita
primeiramente envolvendo as TIMPs -1 e -2, potencializando o efeito da eritropoetina na
proliferacdo e na diferenciacdo dos precursores eritroides. Essa propriedade ndo foi observada
somente neste tipo celular, mas também em queratindcitos, condrdcitos, células epiteliais e em
células cancerosas (HAYAKAWA et al., 1992; MURATE et al., 1993).

Além da promocdo da proliferacdo celular, as TIMPs podem também modular de vdrias
maneiras a apoptose, inclusive com efeitos divergentes. As TIMPs -1 e -2 estdo envolvidas na
resisténcia a apoptose de células normais e cancerosas. O efeito da TIMP-3 € divergente uma vez
que a proteina promove a apoptose em células do musculo liso, induzindo o desprendimento da
matriz extracelular de células transformadas (BAKER et al., 1998).

Os efeitos de TIMP-4 na modulacdo apoptdtica sdo contraditérios; fibroblastos
transformados do tecido cardiaco parecem ser induzidos a apoptose pela TIMP-4, enquanto que,
em linhagens celulares de tumores de mama essa proteina parece ter um efeito inibidor da
apoptose, quando hiperexpressa (BAKER et al., 2002).

A angiogénese € descrita como o processo bioldgico, onde novos capilares sdo formados a
partir de vasos ja existentes, que ocorre em eventos normais e patologicos. As TIMPs apresentam
atividade anti-angiogénica que foi demostrada primeiramente por TIMP-1 e TIMP-2, que quando
hiperexpressas reduzem atividade angiogénica em adenocarcinomas de pancreas (BLOOMSTON

et al., 2002). A TIMP-3 também possui atividade anti-angiogénese e anti-invasao, reduzindo, por
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exemplo, a capacidade de invasdo da linhagem celular HT1080 derivada de fibrossarcoma, bem
como a expressdo de MMP-9, molécula com reconhecida atividade promotora da angiogénese
(LAMBERT et al., 2004). Essas observacdes corroboram que o desequilibrio entre as expressoes
de MMPs e TIMPs tem papel determinante na instalagdo e evolucao dos processos neopldsicos.

Diversos estudos t€tm demonstrado a alteracdo nos niveis de expressdo de MMPs em
tumores do SNC correlacionado com o aumento da agressividade do tumor (KACHRA Z et al.,
1999; PAGENSTECHER et al.,2001; LEVICAR et al., 2003).

As gelatinases, MMP-2 (gelatinase A) e MMP-9 (geletinase B) t€ém sido identificadas
como fatores importantes no desenvolvimento de gliomas de alto grau. Estudos in vitro
demonstraram uma expressdo elevada de MMP-2 em células de gliomas que parece estar
relacinada com o comportamento invasivo dessas células (UHM et al.,1996; DERYGINA et
al.,1997). A expressao da MMP-9 pode ser induzida por varios agentes, ou ainda pela seqiiéncia
de eventos que levam a transformacgao das células de gliomas (ESTEVE et al., 1998).

Ensaios in vivo também demonstram que a hiper-expressao dessas duas enzimas (MMP-2
e MMP-9) estdo relacionadas com o grau de malignidade dos gliomas, e a redugdo seletiva da
expressao de MMP-9 pode reduzir a capacidade invasiva de células de glioblastomas (FORSYTH
et al, 1999; KONDRAGANTI et al., 2000), além da expressdo de ambas gelatinases estar
relacionada a fatores que induzem angiogénese como o gene 0 VEGF (MUNAT et al., 2003).

Relatos na literatura demonstraram que essas MMPs ndo estdo envolvidas apenas no
surgimento de gliomas, mas também, nas demais neoplasias cerebrais como meduloblastoma
(OZEN et al.,2004), ependimomas (PAGENSTECHER er al.,2001), tumores pituitdrios,
schwannomas e menigiomas (KACHRA et al., 2001).

Expressao alterada das TIMPs também foi associada aos tumores do SNC. Pagenstecher

et al. (2001), observaram hiper-expressio de TIMP-1 em neoplasias do SNC relacionada
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principalmente em sitios de neoangiogénese. A hiper-expressao de TIMP-2 foi relatada como
evento freqiientemente observado em gliomas recorrentes por Saxena et al. (1999).

A hiper-expressao de TIMP-3 foi relatada em gliomas de baixo grau de malignidade,
sugerindo que essa proteina possua uma atividade supressora do crescimento tumoral (HUANG
et al., 2000). Foi observada também hiper expressao de TIMP-4 em gliobastoma multiforme
(LAL et al.,1999).

OZEN et al (2004) demonstraram associagcao da expressao preferencial de algumas TIMPs
com um determinado tipo histolégico em meduloblastomas; TIMP-3 € mais expressa em

meduloblastomas do tipo cldssico e TIMP-2 associada ao meduloblastoma desmoplésico.

1.4 E-Caderina

As moléculas de adesdo celular (MACs) sdo proteinas que possuem um papel importante
na interacao célula-célula e entre célula-matrix extracelular. Existem quatro principais classes de
MAC:s: as caderinas, as selectinas, super familia das imunoglobulinas e as integrinas (ASANO et
al., 2000). As caderinas sdo proteinas transmembranas que exercem suas fun¢des principalmente
por meio de interacdes homofilicas dependentes de célcio, caracterizadas por apresentarem um
residuo de aproximadamente 110 aminodcidos em sua porcdo extracelular, que desempenham
papel fundamental nos processos de histogénese, morfogénese e manutencao dos tecidos sélidos
(TAKEICHI, 1991; POKUTTA, 2007).

Essas moléculas apresentam expressdo diferencial entre os tecidos dos vertebrados e
parece ser particularmente complexa no SNC. Essa familia € ainda subdividida em E-, N- e P-
caderinas (REDIES; TAKEICHI, 1996; REDIES, 2000).

O gene CDH|1, localizado na por¢do 16q22.1, codifica a glicoproteina E-caderina, um dos

. . . e . 2 P
principais membros da superfamilia das caderinas dependente de Ca', responsdvel pelas
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interagdes célula-célula nos tecidos epiteliais e que apresenta um papel determinante na formagao

e manutencdo da polaridade celular nesses tecidos. As cateninas citoplasmdticas formam
complexos com a E-caderina ligando ao seu dominio carboxi-terminal que permite que se liguem

a actina do citoesqueleto, sendo essa interagdo necessdria para a fungdo das células epiteliais e
integridade tecidual (NOLLET et al., 1999; YAGI et al., 2000) (Figura 5).
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Figura 5. Representacdo esquemadtica das interagdes moleculares entre E-caderina e catetinas na

manutenc¢do da integridade das jungdes célula-célula (Adaptado de www.biocarta.com).

AlteragOes estruturais e nos niveis de expressdo do gene CDHI tém sido descritas em

muitos tipos de cancer, entre eles o gastrico, de mama e de intestino, onde esse gene atua como
tipico supressor tumoral (BERX e al., 1998). Alteracdes na expressdo de E-caderina resultam em
um fenétipo conhecido como Transi¢do Epitélio-Mesenquimal (TEM), a mudanca de tecido

epitelial para o mesenquimal leva a um aumento da mobilidade dessas células, fazendo com que
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elas se soltem mais facilmente do tecido epitelial parental (BECKER et al., 2007; GUARINO et
al., 2007).

A metilagdo aberrante do gene CDH I, sobreposi¢ao de ilhas CpGs, perda de fatores de
ligacdo e/ou reorganizagdo da cromatina sao causas da perda/diminui¢do da expressao de CDH]I.
Os elementos regulatérios upstream do gene CDHI de camundongos e humanos foram
caracterizados. Ambos apresentam em seus promotores dois E-boxes conservados, fundamentais
para a especificidade da expressdo de E-caderina nos tecidos epiteliais (GIROLDI et al., 1997,
UHLMANN et al., 2003; YU et al., 2004). Os fatores reguladores da transcricao Rb, c-MYC,
HNF-4 e PAX-2 sdao importantes no desenvolvimento do organismo e na tumorigénese, pois
estimulam a expressdo de CDHI. Os fatores Rb e ¢-MYC atuam conjuntamente com os
coativadores AP2, ligando-se ao promotor desse gene e ativando a expressao de E-caderina nas
células epiteliais, desempenhando um papel importante na manutengdo das juncdes celulares
(BATSCHE et al.,1998).

Alteragdes no nivel de expressio de E-caderina nos tumores neuroepiteliais foram
relatadas por alguns autores. Schwechheimer et al. (1998) estudaram a expressdo de E-caderina
em uma série de tumores do SNC, que incluia diferentes tipos de tumores neuroepiteliais,
ependimonas, meduloblastomas, adenoma de pituitdria, papilomas no plexo cordide. Os autores
observaram que E-caderina sé era expressa nesses dois ultimos tipos tumorais.

Resultados semelhantes foram encontrados por Utsuki et al. (2002), pois ndo observaram
expressdo de E-caderina em astrocitomas de alto grau. Ao contrdrio, verificaram que N-caderina
¢ B-catenina apresentavam imunorreatividade aumentada com o aumento do grau histolégico
desses tumores. Por outro lado, baixa expressdo de E-caderina em astrocitomas foi observada por

Howng et al. (2002).



Fdbio José Nascimento Motta Introdugdo 27

Reducdo de E-caderina foi observada em algumas metastases de tumores cerebrais,
revelando que essa proteina pode atuar com supressor de invasdao tumoral (Arnold et al.,1999).
No entanto, os dados na literatura a cerca da expressio do gene CDHI nos tumores
neuroepiteliais ainda sao escassos.

Os recentes avangos na genética e na biologia molecular proporcionaram um grande salto
no conhecimento dos eventos moleculares responsdveis pelo desenvolvimento e progressao das
neoplasias do SNC. A avaliacdo do nivel de expressdo dos genes envolvidos no surgimento e
manutencao das neoplasias do sistema nervoso podera fornecer informacdes precisas como: quais
genes estao envolvidos com o desenvolvimento de um tipo especifico de tumor do SNC, as bases
moleculares que poderdo auxiliar na classificacao histopatolégica precisa e o reconhecimento dos
diferentes eventos moleculares entre os tipos de tumores do SNC, além de determinar vias
genéticas que apontardo alvos de terapia génica, melhorando assim, o progndstico dos pacientes
acometidos por essas neoplasias, bem como aumentando suas chances de cura.

As dificuldades existentes no combate da capacidade invasiva s@o os maiores problemas
enfrentados no tratamento de tumores do SNC. Essa situacdo torna fundamental a realizacdo de
estudos que contribuam para um melhor entendimento do comportamento biolégico dessas
neoplasias. A andlise de expressdo de genes envolvidos nas vias de adesdo e migragdo celular
pode fornecer dados importantes para uma melhor escolha da estratégia terapéutica dos pacientes

acometidos pelas neoplasias do SNC.



2- OBJETIVOS
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Foram objetivos deste estudo:

a)

Avaliar e correlacionar a expressao dos genes de adesao e migracao celular MMP-
2, MMP-3, MMP-9, MMP-14 (MTI1-MMP), TIMP-1, TIMP-2, TIMP-4 ¢ CDH|,
pela técnica de reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RQ-
PCR), em neoplasias do SNC de criangas e adultos assistidos pelo Hospital das
Clinicas-FMRP-USP, Ribeirdo Preto, SP e pelo Hospital das Clinicas-FMUSP,

Sao Paulo, SP.

b) Descrever e comparar a expressdo destes genes segundo o tecido de origem

c)

tumoral, o diagndstico histopatoldgico e o local primario do tumor.

Analisar o impacto da expressdo aumentada dos genes de migracdo e adesdo
celular na sobrevida global dos pacientes acometidos por astrocitomas de alto

grau (graus III e IV), glioblastomas e nos meduloblastomas.



3- CASUISTICA E METODOS
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3.1 Casuistica

As amostras utilizadas neste estudo sao tumores neuroepiteliais primarios do SNC
provenientes de pacientes assistidos pelos Servicos de Oncologia Pedidtrica e de
Neurocirurgia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo (HCFMRP-USP), os quais mant€ém bancos de tumores
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCFMRP-USP, processos N° 9375/2003
e 7645/99, respectivamente, e de pacientes assistidos no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCFM-USP), Sao Paulo.

No presente estudo foram avaliados os niveis de expressao dos genes MMP-2,
MMP-3, MMP-9, MT1-MMP, TIMP-1, TIMP-2, TIMP3, TIMP4 e CDHI em 81 amostras
de tumores neuroepitelias, armazenadas em nitrogénio liquido ou em freezer -80°C,
provenientes dos bancos de tecido supracitados, compreendendo amostras do periodo
entre janeiro de 1996 e maio de 2007 e cinco amostras de tecido cerebral, substancia
branca ndo neoplésica. Os pacientes ou seus responsaveis diretos foram informados do
estudo por meio do termo de consentimento livre e esclarecido e apds assinatura do termo
foram incluidos no estudo. Este projeto de doutorado foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do HCRP-USP sob o N°. 11458/2006 (ANEXO).

O grupo de pacientes formado por criancas e adolescentes (0 a 20 anos)
compreende 40 amostras de tumores primérios do SNC, composto por 26 individuos do
sexo masculino e 14 do sexo feminino, numa proporcao M:F 1,85. A idade média ao

diagnéstico do grupo foi de 8,5 anos, com uma mediana e desvio-padrdo de 8 (£5,1) anos.



Fdbio José Nascimento Motta

Casuistica e métodos 32

O grupo de pacientes adultos (acima de 21 anos) foi composto por 41 individuos,

divididos em 22 do sexo masculino e 19 do sexo feminino, numa propor¢cdo de M:F 1,15.

A idade média ao diagnéstico do grupo foi de 45,2 anos, com uma mediana e desvio-

padrdo de 43,5 (£15) anos. Maiores detalhes quanto aos casos estudados estdo mostrados

na Tabela 4.

Tabela 4. Registros, distribui¢do por género, cor, idade ao diagnéstico, histologia e localizagéo

anatomica do grupo de pacientes avaliados no estudo.

Registro Sexo Cor Idade ao Localizacao Diagnéstico
diagnoéstico
SNC 13 M Branco 44,2 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau I
SNC 250 F Branco 39,5 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau I
TU 242 F Branco 4,5 fossa posterior Astrocitoma Grau I
TU 441 F Branco 12,2 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau I
TU 502 M Branco 9,3 vias Opticas Astrocitoma Grau I
TU 538 M Branco 30,2 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau I
TU 607 M Branco 2,2 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau I
TU 627 F Branco 8,9 coluna vertebral Astrocitoma Grau I
TU 629 M Branco 3,6 fossa posterior Astrocitoma Grau I
TU 640 F Nao-branco 3,1 fossa posterior Astrocitoma Grau I
TU 654 F Nao-branco 12,0 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau I
TU 659 M Branco 6,8 vias Opticas Astrocitoma Grau I
TU 680 F Nao-branco 3,0 vias Opticas Astrocitoma Grau I
TU 740 M Branco 7,1 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau I
TU 746 F Nao-branco 13,3 vias Opticas Astrocitoma Grau I
TU 784 M Branco 13,2 vias opticas Astrocitoma Grau I
TU 826 M Branco 1,3 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau I
TU 863 M Branco 11,1 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau I
TU 879 M Branco 7,3 vias dpticas Astrocitoma Grau I
TU 905 M Branco 16,7 vias Opticas Astrocitoma Grau I
TU 912 M Branco 3,8 fossa posterior Astrocitoma Grau I

Continua
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As entidades histolégicas estudadas compreendem os tumores neuroepiteliais,
derivados de astrécitos e o de células embriondrias (meduloblastoma) assim divididos:
21 astrocitomas Grau I, 10 astrocitomas Grau II, 10 astrocitomas Grau III, 21
astrocitomas Grau IV (glioblastomas multiformes) e 19 meduloblastomas. Detalhes
quanto a distribuicdo pedidtrica e adulta dos casos estudados estdo demonstrados na

Tabela 5.

Tabela 5. Distribui¢ao dos casos pedidtricos e adultos de neoplasias de SNC

Diagnéstico Casos Pediatricos Casos Adultos
n % dos casos n % dos casos
Astrocitomas Grau I 18 45 3 7,3
Astrocitomas Grau II 0 0 10 244
Astrocitomas Grau I11 3 7.5 7 17,1
Astrocitomas Grau IV 1 2,5 20 48,8

Meduloblastoma 18 45 1 2.4
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3. 2 Métodos
3.2.1 Microdissecciao

Todas as amostras de tumor estudadas foram submetidas a microdissec¢do no
Laboratério de Patologia da FMRP-USP, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Luciano
Neder. Esse procedimento tem como objetivo descartar o mdximo de interferentes tais
como: tecido necrético, tecido cerebral normal e avaliar a integridade do tecido tumoral a
ser submetido ao estudo molecular.

Para a microdisseccdo, a amostra foi colocada sobre plataforma previamente
resfriada e protegida e imediatamente posicionada na base de corte do criostato. Apds um
novo congelamento rdpido em nitrogénio liquido, a amostra foi entio posicionada para o
corte. Foram utilizados dois cortes por material com espessura de aproximadamente 8-10
um, imediatamente capturados com laminula de vidro, corados por hematoxilina e eosina

e avaliados por aposi¢do de imagem.

3.2.2 Extracdao do RNA

Apés o procedimento de microdisseccdo as amostras foram maceradas
completamente com o auxilio de nitrogénio liquido, em seguida foi acrescido a amostra 1
mL do reagente TRIZOL® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e processado segundo as
especificagdes do fabricante aqui citadas resumidamente. Foram adicionados 200 pL de
cloroférmio para cada 1 mL de TRIZOL® utilizado. Apds agitacdo por 15 segundos, os
tubos foram centrifugados a 12,000 RPM por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa,
correspondente a0 RNA, foi coletada e transferida para um novo tubo. O RNA foi

precipitado com 500 nL de dlcool isopropilico e mantido a —20°C por 18 horas. Depois de
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ser centrifugado a 12000 RPM por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi desprezado e o

“pellet” lavado com 1 mL de etanol 75%. Apds a centrifugagdo a 7500 RPM por 5

minutos a 4°C, o “pellet” foi diluido em 30 puL de dgua tratada com DEPC.

3.2.3 Sintese do DNA Complementar

Os DNAs complementares foram obtidos a partir do kit High Capacity cDNA
arquive set (Applied Biosystems, Forter City, CA, USA) segundo as especificacdes do
fabricante, aqui citadas resumidamente. Para a sintese de cDNA por este kit, adicionou-se
1 uL de RNA, 2,5uL de buffer, 1 pl. de dNTP, 2,5ul. de random primers, 1,25 pL de
multiscribe e 0,63 pL de RNAsin. Esta solucdo foi colocada a 25°C por 10 minutos e, em
seguida, 37°C por 120 minutos. Este cDNA foi armazenado em freezer a —20°C até a

realizacdo da RQ-PCR.

3.2.4 Curvas de Calibracao

As curvas de calibracdo foram elaboradas em quadriplicata, a partir de dilui¢des
seriadas de cDNA (cDNA dilui¢cdes 10'1, 10'2, 10° e 10'4) derivados das linhagens.
Dilui¢oes de cDNA da linhagem de glioblastoma U343 foram usadas para construcao das
curvas de calibragdo dos genes MTI-MMP, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e CDHI e
dilui¢des da linhagem celular GLC4/Adr, para o gene MMP-2. A amostra de medula
normal (MO 020) foi utilizada para o gene MMP9 e uma amostra de condrossarcoma (Tu
1049) para o gene MMP-3.

Foram utilizados pelo menos trés pontos para a construcao das curvas-padrao, que

obtiveram uma eficiéncia superior a 95%. Somente foram consideradas curvas-padrao
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satisfatorias para referéncia aquelas com slope entre 3,1 e 3,9, sendo 3,3 considerado o

ideal. As Figuras 6 A e 6B mostram exemplos de construcio de curvas-padrao.
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Figura 6 A: Curva-padrio de dilui¢des seriadas do gene TIMP-3 fornecidas pelo Aparelho

7500 Real-Time PCR System® (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Ct

Figura 6 B: Curva-calibra¢do do gene TIMP-3 fornecida pelo Aparelho 7500 Real-Time
PCR System® (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Standard Curve
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3.2.5 PCR em Tempo Real

O estudo de RQ-PCR foi realizado no aparelho Gene Amp 7500 Sequence
Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A RQ-PCR foi realizada
obedecendo as condicdes universais ja prontas no aparelho que sdo: pré aquecimento a
50°C por 2 minutos, desnaturacdo a 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de amplificacdo e
quantificacdo (15 segundos a 95°C e 60 segundos a 60°C).

As reagdes de RQ-PCR foram realizadas com o kit TagMan ® Universal PCR
Master MIX (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), que contém AmpliTaq Gold DNA
polimerase, ANTPs (dUTP), referéncia passiva e tampao otimizado. Para reacdo de PCR,
foram adicionados 6 pl. de TagMan ® Universal PCR Master MIX, 0,7 puL. Sondas
TagMan® (Assasys-on-Demand ™), e 6 pl. de cDNA diluidos a 1:50. As sondas e
primers TagMan® utilizadas neste estudo sdo do tipo Assasys-on-Demand™, suas
seqiiencias ndo sao disponibilizadas aos usudrios, uma vez que essas foram desenhadas e
validadas pelo fabricante.

As reagdes foram realizadas em duplicata para cada amostra e para as linhagens
celulares e/ou amostras utilizadas na calibracdo. O mix foi distribuido nas placas de
polipropileno para 96 reacdes (UltraAmp 96-well Semi-Skirt PCR plates, Sorenson
BioScience, Inc, EUA) cobertas com adesivos para microplacas (Adhesive PCR film,
ABgene). As placas foram centrifugadas a 25°C por 3 minutos a 3000 RPM e entdo,
submetidas a reacdo. Em todos os experimentos foram utilizadas as mesmas dilui¢cdes de
amostras e de controles, bem como a utilizacdo de um controle negativo (branco).

Somente foram consideradas para andlise as amostras de tumores estudadas cuja

diferenca de amplificacdo entre as duplicatas ndo excederam um ciclo e meio, conforme
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protocolo descrito por Van Der Veldeb et al. (2003). O valor de 0,1 do threshold foi
determinado manualmente para todos os genes estudados em todas as corridas de PCR.
Em todos os casos, o threshold foi fixado na fase exponencial da reacdo de PCR. Os
valores de Ct foram fornecidos pelo software do aparelho 7500 Real- Time PCR System®
e exportados para andlise em uma planilha do MS Excel.

A expressao final da amostra foi calculada por meio da equacdo linear:
y = ax + b, sendo y = expressdo do gene; a = slope da curva; x = quantificac@o obtida
pelo RQ-PCR (média aritmética do Ct); e b = intercept.

As equagdes de cada uma das curvas-padrao bem como as eficiéncias dos primers

sdo demonstradas na Tabela 6.

Tabela 6. Equacdes finais, com valores de slope e intercept, utilizadas para anélise dos
dados de RQ-PCR. [valor final (y) = -slope x valor Ct + intercept] e eficiéncia dos
primers

Gene Equacao Eficiéncia dos primers
MMP2 y=-339% + 16,01 1,97
MMP3 y=-329 + 23,11 2,01
MMP9 y =-3,36x + 20,46 1,98
MMPI4(MTI-MMP) y=-332x+ 19,95 2,00
TIMP-1 y=-325x + 18,36 2,03
TIMP-2 y=-336x+ 18,19 1,98
TIMP-3 y=-3,19x + 18,46 2,05
TIMP-4 y = -3,40x + 25,19 1,97
CDH1 y=-334x + 18,42 1,99

p-Gus y=-339%+ 19.72 1,97
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Para normalizacdo dos resultados, foram avaliadas as expressdes destes genes
também para as linhagems e/ou amostras, jd citadas anteriormente, assim como a

expressao do gene housekeeping BGUS em cada amostra estudada.

Assim, a equacdo final da calibracdo da expressdo € a seguinte:

Calibracdo final Valor gene amostra alvo / valor BGUS amostra alvo

(AACY) Valor gene controle / valor BGUS controle

3.3 Analises Estatisticas

A comparacio das expressoes génicas de tumores entre as diferentes entidades
histologicas foi realizada pelo teste de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis para varidveis
ndo-paramétricas e pelo pds-teste de Dunn para andlise multivariada. Curvas de sobrevida
global (SG) foram construidas a partir do método de Kaplan-Meier. A comparacdo entre
as curvas de sobrevida foi realizada pelo teste de log-rank. O nivel de significincia
adotado neste estudo foi P<0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas com o

programa Graph Pad Prism versdo 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).



4- RESULTADOS
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4.1 Padroes de Expressao dos Genes de Migracao e Adesao Celular nos Tumores

Neuroepiteliais

4.1.1 Quanto a Linhagem Celular dos Tumores

Como mencionado, tumores neuroepiteliais sdo divididos, resumidamente, pela
Organiza¢ao Mundial de Saide (OMS) em: tumores astrociticos, tumores ependimarios,
de plexo cordide, do parénquima pineal e tumores embriondrios (medulobastomas e
neuroectodémicos primitivos — PNET).

Para a andlise do perfil de expressdo dos genes de migracdo (MMP-2, MMP-3,
MMP-9, MTI-MMP, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4) e do gene de adesao celular
CDHI nos tumores neuroepiteliais origindrios de diferentes linhagens celulares, as
neoplasias estudadas foram divididas em dois grandes grupos: tumores astrociticos, que
compreendem os astrocitomas graus [-IV (n=62), e os embriondrios (meduloblastomas)
(n=19). As medianas de expressio dos genes estudados, bem como os niveis de
significancia encontrados, sao demonstradas na Tabela 7.

Essa andlise revelou que os tumores astrociticos apresentaram niveis de expressao
dos genes MMP-9, MTI1-MM, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4 ¢ CDHI maiores do
que as neoplasias derivadas de células embriondrias. Nao foram observadas diferencas
significativas nos niveis de expressao dos genes MMP-2 e MMP-3 entre estes tipos
tumorais. Os graficos de dispersdao, bem como a representacdo da mediana de expressao

dessa comparagdo, podem ser vistas na Figura 7 A-1.
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Tabela 7. Mediana, percentils (P25-75) e nivel de significancia dos valores de expressao
dos genes de migracdo e adesdo celular em tumores neuroepiteliais nas diferentes
linhagens celulares (teste ndo paramétrico Mann-Whitney).

Tumores astrociticos Tumores embrionarios

(n=62) (n=19)

Genes Mediana P25-75 Mediana P25-75 P
MMP-2 0,32 0,16-0,49 0,096 0,01-0,80 0,1227
MMP-3 0,00 0,00-0,008 0,00 0,00-0,00 0,0652
MMP-9 0,00 0,00-0,04 0,002 0,00-0,009 0,0148*

MTI-MMP 1,15 0,56-2,28 0,48 0,28-1,46 0,0282%*
TIMP-1 2,26 0,41-4,72 0,25 0,10-0,40 <0,0001*
TIMP-2 0.91 0.62-1.11 0.13 0.05-0.43 <0,0001*
TIMP-3 1.48 0.64-2.75 0.17 0.08-0.27 <0,0001*
TIMP-4 7.74 3.23-26.44 1.34 0.13-12.13 0,0064*

CDH]I 0.01 0.00-0.003 0.001 0.00-0.02 0,0168*

* Diferencas estatisticas significativas
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Figura 7. Apresentacdo dos niveis de expressdo dos genes estudados e suas medianas de
expressao nos grupos de tumores estudados (Teste Mann-Whitney). Continuagdo



Fadbio José Nascimento Motta Resultados 47

4.2 Quanto ao diagnéstico histopatolégico dos tumores

Para a melhor avaliagdo do papel dos genes de migracdo e adesdo celular no
desenvolvimento e progressao dos tumores neuroepiteliais, foram realizadas comparagdes
dos niveis de expressdo dos genes estudados entre os diferentes tipos histolégicos dos
tumores e o tecido normal. O grupo de tumores astrociticos foi agrupado em duas
categorias: tumores de baixo grau de malignidade (grau I e 1I, n= 31) e tumores de alto
grau de malignidade (grau IIl e IV, n=31).

Essa anélise foi ainda subdivida para se tornar mais diddtica. Primeiramente, foram
comparadas as expressoes entre os tumores de baixo grau versus alto grau de malignidade
versus o tecido ndo neoplésico (substincia branca). Em seguida, foi realizada comparacao
apenas entre os tumores astrociticos de baixo grau versus alto grau de malignidade e
finalmente comparacio entre os tumores astrociticos de baixo grau versus alto grau de
malignidade versus meduloblastomas. Analises comparativas envolvendo os
meduloblastomas e o tecido cerebral ndo neopldsico nao foram realizadas visto que
substancia branca ndo corresponde a contraparte normal dos meduloblastomas. O perfil

de expressdo de cada gene serd discutido individualmente nas sec¢des subseqiientes.

4.2.1 MMP-2 (Gelatinase A)

A andlise do nivel de expressdao do gene MMP-2 revelou que tumores astrociticos
expressam niveis mais elevados desse gene do que as amostras de tecido ndo neoplasico.
As diferencas dos niveis de expressdo entre as entidades histolégicas estudadas podem

ser visualizadas na Tabela 8. Na comparacio realizada apenas entre os astrocitomas de
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baixo e alto grau de malignidade ndo foi observada diferenca significativa da expressao
do gene MMP-2 (Figura 8A). O mesmo foi observado na comparagdo realizada entres os
grupos de tumores astrociticos e os meduloblastomas (Figuras 8B). O perfil da expressao

do gene MMP-2 nas amostras estudadas € apresentado na Figura 9.

Tabela 8.Comparagdo estatistica da expressio do gene MMP-2 entre os tumores
astrociticos e o tecido ndo neopldsico (teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis e pds-

teste de Dunn).

Tipos Histologicos P
Normal vs Baixo Grau < 0,01
Normal vs Alto Grau < 0,001
Baixo Grau vs Alto Grau ns
A MMP2 B MMP2 s
AD P=0,062 i : :
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Figura 8. (A) Comparagdes estatisticas da expressdo de MMP-2 entre Astrocitomas de
baixo e alto grau de malignidade (Teste nao-paramétrico Mann-Whitney). (B)
Comparagdo estatistica da expressao de MMP-2 entre os grupos de tumores astrociticos e

os meduloblastomas (Teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis).
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Figura 9. Perfil da expressao do gene MMP-2 nas amostras estudadas.

4.2.2 MMP-3 (Estromalisina 1)

A analise da expressdo do gene MMP-3 entre a substincia branca e os
astrocitomas de baixo e alto grau de malignidade ndo revelou nenhuma diferenca
significativa conforme mostrado na Tabela 9.

Resultado semelhante foi observado quando comparados os niveis de expressao
do gene MMP-3 entres os dois grupos de tumores astrociticos (Figura 10 A). Entretanto, a
andlise comparativa entre os grupos de tumores astrociticos e os meduloblastomas
revelou que os astrocitomas de alto grau de malignidade apresentam maior nivel de
expressdao em relagdo aos meduloblastomas (Figura 10 B). Os niveis de expressdo entre
os astrocitomas de baixo grau e os meduloblastomas ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas. O perfil da expressio do gene MMP-3 nas amostras

estudadas € apresentado na Figura 11.
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Tabela 9.Comparacdo estatistica da expressdio do gene MMP-3 entre os tumores
astrociticos e o tecido ndo neopldsico (teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e pds-

teste de Dunn).

Tipos Histologicos P
Normal vs Baixo Grau ns
Normal vs Alto Grau ns
Baixo Grau vs Alto Grau ns
A MMP3 B MMP3
2,25 P=0,208 20 Y P=0,028
2.00 v 1
o ] o
8 1.75 W s
@ 1.50- @
e = L
5 1.25 3
3 1.00 ® 1.00
< 0.75- . 3 0.75- v
Q 0.50 N 3 0.50 "
0.25 0.25-
v A hd A&
0.00 - 0.00- PPTI- .
Baixo Grau Alto Grau Baixo Grau Alto Grau Meduloblastomas
P=0,028

Figura 10. (A) Comparacoes estatisticas da expressao de MMP-3 entre Astrocitomas de

baixo e alto grau de malignidade (Teste nao-paramétrico Mann-Whitney). (B)

Comparacdo estatistica da expressao de MMP-3 entre os grupos de tumores astrociticos e

os meduloblastomas (Teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis).
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Figura 11. Perfil da expressdo do gene MMP-3 nas amostras estudadas.

4.2. 3 MMP-9 (Gelatinase B)

A comparagdo dos niveis de expressdao do gene MMP-9 entre os tumores astrociticos
e tecido ndo tumoral revelou que os astrocitomas apresentam maiores niveis de MMP-9
em relacdo ao tecido ndo neoplasico. As diferencas de expressdo entre os tumores de
baixo grau e tecido normal ndo foram significativas conforme demonstrado na Tabela 10.

Quando comparados somente os dois grupos de tumores astrociticos, a expressao
mais elevada do gene MMP-9 nos astrocitomas de alto grau torna-se mais evidente
(Figura 12 A). Os niveis de expressdao de MMP-9 nos meduloblastomas sdo semelhantes
aos observados nos astrocitomas de baixo grau. Os astrocitomas de alto grau
apresentaram maior expressdo desse gene frente aos meduloblastomas (Figura 12 B). O

perfil de expressdo do gene MMP-9 nas amostras estudadas € apresentado na Figura 13.
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Tabela 10. Comparacdo estatistica da expressdo do gene MMP-9 entre os tumores
astrociticos e o tecido ndo neopldsico (teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e pds-

teste de Dunn).

Tipos Histologicos P
Normal vs Baixo Grau ns
Normal vs Alto Grau < 0,001
Baixo Grau vs Alto Grau <0,01
MMP3I
A B MMP9
10 P=0,001 0 P=0,0002
o 'y
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0.001 - ik 0.001 = gk oo
Baixo Grau Alto Grau Baixo Grau Alto Grau  Meduloblastomas

P < 0,001

Figura 12. (A) Comparacdes estatisticas da expressdo de MMP-9 entre Astrocitomas de

baixo e alto grau de malignidade (Teste nao-paramétrico Mann-Whitney). (B)

Comparagdo estatistica da expressao de MMP-9 entre os grupos de tumores astrociticos e

os meduloblastomas (Teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis).
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Figura 13. Perfil de expressdao do gene MMP-9 nas amostras estudadas.

4.24 MTI-MMP (MMP-14)
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A comparagdo do nivel de expressao do gene MTI-MMP entre a substancia branca

e os astrocitomas de baixo e alto grau de malignidade, revelou que os maiores niveis de

expressdo do gene MTI-MMP sao encontrados nos tumores astrociticos, conforme

apresentado na Tabela 11.

A andlise comparativa realizada apenas entre os grupos de astrocitomas revelou

que, os tumores de alto grau de malignidade apresentam maior expressdao do gene MT1-

MMP, frente aos tumores de baixo grau de malignidade (Figura 14 A). Nao foram

observadas diferengas significativas entre os astrocitomas de baixo grau e os

meduloblastomas. Entretanto, observou-se que os astrocitomas de alto grau de

malignidade apresentaram maior nivel de expressao frente aos meduloblastomas (Figura



cDNA expressao

54

Fdbio José Nascimento Motta Resultados

14 B). O perfil de expressdao do gene MT1-MMP nas amostras estudadas € apresentado na

Figura 15.

Tabela 11. Comparacdo estatistica da expressao do gene MTI-MMP entre os tumores
astrociticos e o tecido ndo neopldsico (teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis e pds-

teste de Dunn).

Tipos Histologicos P
Normal vs Baixo Grau <0,05
Normal vs Alto Grau < 0,001
Baixo Grau vs Alto Grau 0,035
A MT1-MMP MT1-MMP
100 102.'![.'l~B
v P=0,035 5 v P=0,011
104 ' 10 -
Iy 0 ALl
Yyyv? a“ﬂ o Yyyvr? Aa A 3
Fyvgd b o ¥ivyd agh
v < vy A ®oq0®

Tyv? n = v 4 e

0.1 < Q 0.1+
A o A
L
0.01 5 T 0.01 T T T
Baixo Grau Alto Grau Baixo Grau Alto Grau  Meduloblastomas
y
P=0,006

Figura 14. (A) Comparagdes estatisticas da expressdo de MT1-MMP entre Astrocitomas
de baixo e alto grau de malignidade (Teste ndo-paramétrico Mann-Whitney). (B)
Comparacdo estatistica da expressdo de MTI-MMP entre os grupos de tumores

astrociticos e os meduloblastomas (Teste nao-paramétrico Kruskal-Wallis).
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Figura 15. Perfil de expressdo do gene MT1-MMP nas amostras estudadas.

4.2.5 TIMP-1

A andlise do nivel de expressio do gene TIMP-I revelou que o0s tumores
astrociticos apresentam maiores niveis de expressao desse gene em relacdo ao tecido nao
neoplésico estudado, conforme apresentado na Tabela 12.

Nao foram observadas diferencas significativas na expressio de TIMP-I nas
comparacdes diretas entre os tumores astrociticos de baixo e alto grau (Figura 16A).
Diferencas significativas foram observadas entre os tumores astrociticos de baixo grau e
de alto grau de malignidade e os meduloblastomas (Figura 16B). O perfil de expressao do

gene TIMP-1 nas amostras estudadas € apresentado na Figura 17.
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Tabela 12. Comparagdo estatistica da expressdao do gene TIMP-1 entre os tumores
astrociticos e o tecido ndo neopldsico (teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e pds-

teste de Dunn).

cDNA expressao

Tipos Histologicos P
Normal vs Baixo Grau < 0,05
Normal vs Alto Grau <0,01
Baixo Grau vs Alto Grau ns
A TIMP1 B TiIMP1
100 1004
‘ P=0,121 : P<0,0001
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Figura 16. (A) Comparacdes estatisticas da expressao de TIMP-1 entre Astrocitomas de

baixo e alto grau de malignidade (Teste nao-paramétrico Mann-Whitney). (B)

Comparacdo estatistica da expressao de TIMP-1 entre os grupos de tumores astrociticos e

os meduloblastomas (Teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis).
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Figura 17. Perfil de expressdo do gene TIMP-1 nas amostras estudadas.

4.2.6 TIMP-2
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Nao foram observadas diferencas significativas nos niveis de expressiao de TIMP-

2 entre o tecido ndo neoplasico e os tumores astrociticos estudado, conforme apresentado

na Tabela 13.

Quando a andlise comparativa desse gene € realizada apenas entre os grupos de

astrocitomas, observou-se que o nivel de expressdo de TIMP-2 em astrocitomas de baixo

grau € mais elevado do que o observado nos tumores astrociticos de alto grau de

malignidade (Figura 18 A). Foi observado também, que tanto os astrocitomas de baixo

grau quanto os tumores de alto grau, apresentaram niveis de expressdo de TIMP-2

maiores que os observados em meduloblastomas (Figura 18B). O perfil de expressao do

gene TIMP-2 nas amostras estudadas € apresentado na Figura 19.
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Tabela 13. Comparacdo estatistica da expressdo do gene TIMP-2 entre os tumores

astrociticos e o tecido ndo neopldsico (teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e pds-

teste de Dunn).

Tipos Histologicos P
Normal vs Baixo Grau ns
Normal vs Alto Grau ns
Baixo Grau vs Alto Grau < 0,05
A TIMP2 B TIMP2
10 P=0,010 10, P<0,0001
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Baixo Grau Alto Grau Baixo Grau Alto Grau Meduloblastomas
P<0,01

Figura 18. (A) Comparacdes estatisticas da expressao de TIMP-2 entre Astrocitomas de
baixo e alto grau de malignidade (Teste nao-paramétrico Mann-Whitney). (B)
Comparacdo estatistica da expressao de TIMP-2 entre os grupos de tumores astrociticos e

os meduloblastomas (Teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis).
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Figura 19. Perfil de expressao do gene TIMP-2 nas amostras estudadas

4.2.7 TIMP-3

Observou-se que o nivel de expressao do gene TIMP-3 nos tumores astrociticos é
significativamente maior quando comparados ao do tecido normal estudado, sobretudo
nos astrocitomas de baixo grau. Os niveis de expressao de TIMP-3 no tecido nao tumoral
sdao semelhantes aos observados nos tumores astrociticos de alto grau, conforme exposto
na Tabela 14.

Os resultados obtidos pela comparacao direta entre os astrocitomas de baixo grau
com os de alto grau de malignidade mostraram que 0s primeiros apresentam maiores
niveis de expressao do gene TIMP-3 (Figura 20A). Os tumores astrociticos de baixo grau
e de alto grau de malignidade apresentam maior expressio de TIMP-3 quando
comparados com os meduloblastomas (Figura 20B). O perfil de expressdo do gene TIMP-

3 nas amostras estudadas € apresentado na Figura 21.
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Tabela 14. Comparacdo estatistica da expressdo do gene TIMP-3 entre os tumores

astrociticos e o tecido ndo neopldsico (teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e pds-
teste de Dunn).

Tipos Histologicos P
Normal vs Baixo Grau < 0,001
Normal vs Alto Grau ns
Baixo Grau vs Alto Grau < 0,001
TIMP3
A TIMP3 B
i ‘ e .
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g 0.1 4 . 0.1 n 3
| e
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0.0 . 0.01 . . .
! Eaim.Erau Alto Grau Baixo Grau Alto Grau Meduloblastomas
P < 0,01

Figura 20. (A) Comparagdes estatisticas da expressdo de TIMP-3 entre Astrocitomas de
baixo e alto grau de malignidade (Teste nao-paramétrico Mann-Whitney). (B)
Comparagdo estatistica da expressao de TIMP-3 entre os grupos de tumores astrociticos e

os meduloblastomas (Teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis).
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Figura 21. Perfil de expressdo do gene TIMP-3 em todas as amostras estudadas.

4.2.8 TIMP-4

Nas comparagdes realizadas entre os grupos de tumores astrociticos € a substincia
branca ndo neopldasica, foram observados niveis de expressao significativamente maiores
nos tumores astrociticos quando comparadas ao tecido normal, conforme demonstrado na
Tabela 15. A comparacdo direta do nivel de expressdao desse gene entre os grupos de
tumores astrociticos revelou que os astrocitomas de baixo grau possuem niveis de
expressao do gene TIMP-4 mais elevados (Figura 22A). As andlises comparativas dos
niveis de expressao de TIMP-4 entre os graus de malignidade dos tumores astrociticos e
os meduloblastomas revelaram que os astrocitomas de baixo grau apresentaram maior
expressdo desse gene em relacdo aos meduloblastomas. Os niveis de expressao de TIMP-
4 observados nos astrocitomas de alto grau e meduloblastomas foram semelhantes
(Figura 22B). O perfil de expressdao do gene TIMP-4 em todas as amostras estudadas é

apresentado na Figura 23.
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Tabela 15 Comparacdo estatistica da expressdo do gene TIMP-4 entre os tumores

astrociticos e o tecido ndo neopldsico (teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e pds-
teste de Dunn).

Tipos Histologicos P
Normal vs Baixo Grau < 0,01
Normal vs Alto Grau 0,01
Baixo Grau vs Alto Grau <0,01
A TIMP4 B TIM P4
P=0,0006 =
1000+ ) 1000 P=0,0002
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Figura 22. (A) Comparacdes estatisticas da expressao de TIMP-4 entre Astrocitomas de
baixo e alto grau de malignidade (Teste nao-paramétrico Mann-Whitney). (B)
Comparagdo estatistica da expressao de TIMP-4 entre os grupos de tumores astrociticos e
os meduloblastomas (Teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis).
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Figura 23. Perfil de expressdo do gene TIMP-4 em todas as amostras estudadas.

4.29 CDHI

Observou-se que os niveis de expressao do gene da E-caderina foram maiores nas
amostras de tecido cerebral normal do que nas amostras de tumores astrociticos. Os
astrocitomas de baixo grau também apresentaram niveis de expressdo maiores que OS
tumores de alto de grau de malignidade, conforme apresentado na Tabela 16 e na Figura
24 A.

A comparag¢do do nivel de expressao desse gene entre os grupos de astrocitomas e
os meduloblastomas, revelou que os astrocitomas de baixo grau apresentaram maior
expressdo do gene CDHI frente aos meduloblastomas, enquanto que, oS
meduloblastomas e os astrocitomas de alto grau apresentaram niveis semelhantes de

expressdo desse gene (Figura 24 B).
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Tabela 16. Comparacido estatistica da expressdao do gene CDHI entre os tumores
astrociticos e o tecido ndo neopldsico (teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis e pds-

teste de Dunn).

Tipos Histologicos P
Normal vs Baixo Grau < 0,05
Normal vs Alto Grau < 0,001
Baixo Grau vs Alto Grau < 0,001
A CDH1 B CDH1
14 11
P=0.0002 P<0.0001
o i o v
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E 0.1+ 8 g E 0.1 o :
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Figura 24. (A) Comparacdes estatisticas da expressdo de CDHI entre Astrocitomas de baixo e alto
grau de malignidade (Teste nao-paramétrico Mann-Whitney). (B) Comparagdo estatistica da
expressdo de CDHI entre os grupos de tumores astrociticos e os meduloblastomas (Teste nao-

paramétrico Kruskal-Wallis).
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Na tentativa de elucidar em que momento da progressdo tumoral se inicia a
diminui¢do da expressdo da E-caderina, foi realizado a comparacido direta do tecido
normal com os astrocitomas de grau I de malignidade. Essa comparacdo revelou que o
tecido normal apresenta maior nivel de expressio de CDHI, demonstrado que a
diminuicdo da expressio da E-caderina parece ser um evento precoce no
desenvolvimento dos tumores neuroepiteliais (Figura 25). Uma visdo geral do perfil de

expressdo do gene CDHI nas amostras estudadas € apresentada na Figura 26.
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Figura 25. Comparagdo estatistica entre tecido ndo neopldsico versus astrocitomas

pilociticos (Grau I ).
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Figura 26. Perfil de expressdo do gene CDH1 em todas as amostras estudadas



Fadbio José Nascimento Motta Resultados 67

4.3 Quanto ao Local Primario de Origem Tumoral

Os astrocitomas grau I de malignidade, também conhecidos, como astrocitomas
pilociticos sd@o tumores com caracteristicas benignas com baixo poder invasivo, que se
originam geralmente nos hemisférios cerebrais. Eventualmente, algumas dessas
neoplasias emergem em outras localizagdes como: vias dpticas, hipotdlamo e na hipoéfise.
Esse subgrupo de astrocitomas pilociticos costuma apresentar um perfil epidemiolégico,
evolugdo clinica e padrdo de resposta a quimioterapia e/ou radioterapia diferenciados, sob
os aspectos clinico-bioldgicos estes tumores costumam ser bem mais agressivos que 0s
demais astrocitomas pilociticos localizados nos hemisférios cerebrais.

Para avaliar se ha algum envolvimento dos genes de migracdo e adesdo celular no
comportamento diferenciado desse subgrupo de neoplasias cerebrais avaliou-se o perfil
de expressdo desses genes nos astrocitomas pilociticos, separando aqueles que se
originaram no hipotdlamo/hipéfise e vias Opticas dos de demais localizagdes
(supratentoriais, fossa posterior e medula espinhal). A andlise comparativa entre os
grupos de astrocitomas pilociticos estdo demonstradas na Tabela 17.

O gene MMP-9 apresentou expressdo significativamente maior nos tumores
localizados no hipotdlamo/hip6fise/vias Opticas em relacdo ao grupo de tumores das
demais localiza¢des. Essa caracteristica pode ser um dos fatores responsaveis pelo

comportamento biolégico-clinico desse grupo de tumores (Figura 27).
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Tabela 17: Valores da mediana, percentis 25-75 e nivel de significincia para os genes de
migracdo e adesdo celular estudados quanto ao local de origem do tumor (teste ndo
paramétrico Mann-Whitney).

hipotalamo/hipoéfise/vias épticas Demais localizacdes
(n=T7) (n=14)

Genes mediana P25-75 mediana P25-75 P
MMP-2 0,309 0,116-0,444 0,225 0,130-0,606 0,852
MMP-3 0,000 0,00-0,002 0,000 0,000-0,006 0.907
MMP-9 0,011 0,004-0,016 0,002 0,000-0,012 0,036*

MTI-MMP 1,259 0,939-3,056 1,025 0,621-3,305 0,852
TIMP-1 2,230 1,839-2,754 3,365 0,209-8,509 0,737
TIMP-2 1,087 0,938-1,300 0,976 0,802-1,340 0,391
TIMP-3 2,558 1,958-4.198 3,623 2,038-4,818 0,654
TIMP-4 25,51 17,69-36,33 17,42 1,885-75,75 0,970

CDHI 0,022 0,009-0,179 0.021 0,005-0,033 0,478

P=0,036
MMP-9
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Figura 27. Apresentacdo dos niveis de expressdo do gene MMP-9 e suas medianas de
expressdo nos grupos de astrocitomas pilociticos de diferentes localizagdes (Teste ndo
paramétrico Mann-Whitney).
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4.4 Quanto a sobrevida global

Para se avaliar o possivel impacto da expressdo dos genes de migracio e adesdo
celular na sobrevida global nos pacientes com tumores neuroepiteliais, estes foram
divididos em dois grupos distintos. Pacientes que apresentavam valores de expressao
abaixo da mediana foram classificados como hipoexpressos para aquele gene de estudo;
de forma semelhante, pacientes com valor de expressao do gene acima da mediana foram
considerados como hiperexpressos. A sobrevida global foi avaliada nos pacientes
acometidos por astrocitomas de alto grau (graus III e IV), por glioblastomas
isoladamente, visto que esse € o tumor de linhagem astrocitica mais agressivo, € também
nos pacientes acometidos por meduloblastomas.

Os pacientes com diagndstico de astrocitomas de baixo grau (astrocitomas grau |
e II) ndo foram avaliados quanto ao impacto dos genes de migracio e adesao celular na
sobrevida global. As curvas de sobrevida global foram construidas pelo método de
Kaplan-Meier e a validacdo destas realizada pelo teste estatistico de log-rank. A Figura
28 (A-I) demonstra as curvas de sobrevida dos pacientes com astrocitomas de alto grau e
a Figura 29 (A-I) mostra a sobrevida dos pacientes acometidos por glioblastomas. A
Figura 30 (A-I) mostra a sobrevida dos pacientes acometidos por meduloblastomas.

Nao foram observadas diferencas significativas nas curvas de sobrevida dos
pacientes acometidos por astrocitomas de alto grau e meduloblastomas. Entretanto, as
andlises de sobrevida envolvendo a curva de sobrevida do gene MMP-9 nos
glioblastomas revelou que os pacientes com expressdo acima da mediana apresentaram

sobrevida menor, em relacdo aos pacientes com expressao abaixo da mediana (P= 0,007).
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Esse dado foi submetido ao teste multivariado de Cox, onde se avaliou a
independéncia desse evento em relacdo a outro importante fator progndstico nos
glioblastomas, a idade dos pacientes. Para essa andlise esse grupos de pacientes foram
ainda subdivididos em pacientes acima de 45 anos e abaixo de 45 anos. A andlise
multivariada revelou que a expressdo aumentada de MMP-9 ¢ um fator independente da
idade dos pacientes (P=0,013), o que caracteriza a expressdo de MMP-9 como um

importante fator progndstico no estudo dos glioblastomas.
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Figura 28. Curvas de sobrevida (Kaplan-Meier) e valores de P (teste log-rank) de
pacientes acometidos por astrocitomas de alto grau para os genes de migracdo e

adesdo celular estudados. Continua.....
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Figura 29. Curvas de sobrevida (Kaplan-Meier) e valores de P (teste log-rank) de
pacientes acometidos por glioblastomas para os genes de migracdo e adesdo celular

estudados. Continua....
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Figura 29. Curvas de sobrevida (Kaplan-Meier) e valores de P (teste log-rank) de
pacientes acometidos por glioblastomas para os genes de migracdo e adesdo celular
estudados.Continuacao
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Figura 30. Curvas de sobrevida (Kaplan-Meier) e valores de P (teste log-rank) de
pacientes acometidos por meduloblastoma para os genes de migracdo e adesdo celular
estudados.Continua...
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Figura 30. Curvas de sobrevida (Kaplan-Meier) e valores de P (teste log-rank) de
pacientes acometidos por meduloblastoma para os genes de migragdo e adesao celular
estudados. Continnacao
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Para avaliar a influéncia da expressdao aumentada de vérios dos genes MMPs e
TIMPs em um mesmo paciente, € ndo apenas o aumento da expressdo dos genes
isoladamente, com a sobrevida global, foi avaliado o papel da expressdo aumentada do
conjunto de trés ou mais dos genes das MMPs ou TIMPs hiperexpressos em um mesmo
paciente versus pacientes com nenhum, um ou apenas dois dos genes das MMPs / TIMPs
com expressdao aumentada.

As curvas de sobrevida cumulativa e a comparacdo entre as sobrevidas para
pacientes com os diagnésticos de astrocitomas de alto grau, glioblastomas e
meduloblastomas estdo demonstradas nas Figuras 31, 32 e 33, respectivamente. Nao foi
observada nenhuma influencia da expressao aumentada do conjunto de genes de adesdo e
migracdo celular na sobrevida global dos pacientes acometidos por tumores

neuroepiteliais.
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Figura 31. (A) Curva de sobrevida do conjunto da expressdo de MMPs nos Astrocitomas de
Alto grau (graus III e IV). (B) Curva de sobrevida do conjunto da expressdo de TIMPs nos
Astrocitomas de Alto grau (graus IIl e IV).
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Figura 32. (A) Curva de sobrevida do conjunto da expressio de MMPs nos
Glioblastomas. (B) Curva de sobrevida do conjunto da expressdo de TIMPs nos
Glioblastomas.
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Figura 33. (A) Curva de sobrevida do conjunto da expressio de MMPs nos
Meduloblastomas. (B) Curva de sobrevida do conjunto da expressdao de TIMPs nos
Meduloblastomas.
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Desde a descoberta das MMPs em 1962 por Gross e Lapiere essas enzimas tém
despertado grande interesse nos pesquisadores pelo seu envolvimento em diversos eventos
fisiologicos e patoldgicos. No entanto, apenas na década de 80 surgiram indicios do
envolvimento das MMPs no desenvolvimento e na progressdao das neoplasias (MATRISIAN
et al.,1986).

As propriedades invasivas dos tumores do SNC sdo de grande importincia clinica,
uma vez que estas contribuem para o comportamento agressivo desses tumores (RAO, 2003).
Por razdes ainda ndo muito bem esclarecidas a maioria dos tumores neuroepiteliais primarios
ndo evolui com metdstases sist€émicas. No entanto, esses tumores invadem os tecidos
circunvizinhos infiltrando suas células no tecido normal ou, mais raramente, estes tumores se
disseminam ao longo do neuro-éxis pelo fluido cérebro-espinhal.

O mecanismo de invasdo dos tumores neuroepiteliais € um processo complexo onde
as células tumorais precisam se destacar da massa tumoral parental e se unir novamente a
MEC. A este processo € associado um aumento na mobilidade celular e da capacidade das
células tumorais de hidrolisar proteinas, proteoglicanos e carboidratos pertencentes a MEC.
Essas células realizam esta tarefa através da produg@o excessiva de proteases que modificam
a matriz extracelular, criando assim, um acesso para os tecidos vizinhos e que propicia a
migracdo para outras partes do cérebro (LEVICAR et al.,2003).

Dentre as proteases capazes de degradar a MEC do tecido cerebral, estdo as MMPs. A
integridade da matriz extracelular depende de um equilibrio dindmico entre as MMPs e
TIMPs. A perda desse equilibrio pode levar a criacdo de um ambiente permissivo a instalacido

e desenvolvimento de um processo neoplasico no tecido cerebral.
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Alguns estudos tém demonstrado o envolvimento das MMPs e TIMPs, bem como das
moléculas de adesdo celular, no desenvolvimento de neoplasias malignas do SNC
(MOHANAM et al., 1995; ROOPRAI et al.,1998; FORSYTH et al.,1999; NAKADA et al.,
2001).

As alteracdes de expressdo desses genes parecem estar ligadas diretamente a
capacidade invasiva das células tumorais. Classicamente, as MMPs sdo tidas como moléculas
responsaveis pela promo¢do do crescimento tumoral, enquanto que as TIMPs, agiriam
bloqueando a capacidade invasiva das neoplasias (DERYUGINA; QUINLEY, 2006)

O presente estudo avaliou o perfil de expressdo dos genes relacionados com a
migracdo e adesdo celular (MMP-2, MMP-3, MMP -9; MTI1-MMP; TIMP-1; TIMP-2; TIMP-
3; TIMP -4 e CDHI) em uma série de tumores neuroepiteliais, onde observamos niveis de
expressao distintos entre os tipos histologicos e graus de malignidade estudados.

Os astrocitomas de alto grau e meduloblastomas sdo tumores neuroepiteliais de
diferentes origens celulares e altamente invasivos. A degradacdo da MEC € uma condicio
sine qua non para capacidade invasiva desses tumores. A comparagdo entre os tumores de
origem glial, astrocitomas, e os tumores embriondrios revelou que os genes MMP-9, MTI-
MMP, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4 e CDHI sdo mais expressos nos tumores
astrociticos em relacdo aos tumores embriondrios. Nao foi observada diferenga significativa
na expressio dos genes MMP-2 e MMP-3 entre essas duas linhagens celulares. E vilido
ressaltar que a expressdo de MMP-2 é constitutiva e que ndo foi detectada expressdo de
MMP-3 em muitas das amostras estudadas.

Nossas observacdes sugerem que os diferentes niveis de expressdo dos genes
supracitados, devem ser relacionados com as diferencas no comportamento clinico-bioldgico
observadas entre astrocitomas e os meduloblastomas. Entretanto, esse dado deve ser

analisado cuidadosamente visto a grande diferenca no nimero amostral entre os tipos
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celulares estudados que compreenderam 62 tumores astrociticos contra 19 tumores
embriondrios. Essas diferengas nos niveis de expressdo dos genes estudados tornaram-se
muito mais informativas quando comparados os tipos histoldgicos e os graus de malignidade

dos tumores do sistema nervoso central.

5.1 Gelatinases A (MMP-2) e Gelatinases B (MMP-9)

As gelatinases A (MMP-2) e B (MMP-9) sdo sem duvida as metaloproteinases de
matriz mais bem estudas nos tumores do SNC, e tém sido identificadas como fatores
importantes no desenvolvimento de gliomas de alto grau (PAGENSTECHER et al., 2001;
MUNAUT et al., 2003; ZHAO, et al., 2007).

Observamos que os tumores astrociticos apresentaram maior expressdo dos genes
MMP-2 e MMP-9 quando comparados a substancia branca estudada. Essa observacdo estd
diretamente ligada a propria natureza invasiva desses tumores, pois relatos na literatura
apontam que os niveis de expressdo dessas gelatinases sdo geralmente baixos no tecido
cerebral normal (VAN METER et al., 2001).

Os tumores astrociticos de alto grau apresentaram niveis ligeiramente maiores de
expressdo do gene MMP-2 quando comparados com os tumores de baixo grau, entretanto
essa diferenca nao foi significativa, embora préoximo do significativo (P=0,062). Também nao
observamos nenhuma influéncia da expressdo de MMP-2 na sobrevida global dos pacientes
acometidos pelos tumores estudados. Por outro lado, os dados obtidos por Jiilinojd et al.
(2000), através de imunohistoquimica de 101 amostras de neoplasias do SNC, demonstraram
que expressdo elevada da proteina MMP-2 € uma caracteristica das neoplasias de alto grau

de malignidade e estd associada a baixa sobrevida desses pacientes. Dados semelhantes a
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este também foram observados por Kunishio et al. (2003), que através de andlises
imunohistoquimicas, encontraram evidéncias de que MMP-2 e ndo MMP-9 é associado ao
aumento da agressividade em tumores astrociticos.

As andlises de expressdo do gene MMP-9 revelaram que este gene € mais expresso
nos tumores astrociticos do que no tecido nio tumoral. Essa expressdo € muito mais
acentuada nos tumores de mais alto grau de malignidade, sobretudo nos glioblastomas em
comparacdo com os de baixo grau e aos meduloblastomas. Nosso estudo revelou ainda que,
astrocitomas pilociticos originados nas vias 6pticas, hipotdlamo e hipdfise, sabidamente mais
agressivos, apresentam niveis de expressdo de MMP-9 superiores quando comparados aos
tumores originados nos hemisférios cerebrais. Estas observacdes sugerem que hiperexpressao
de MMP-9 é um dos principais mecanismos necessirios ao aumento da capacidade invasiva e
da agressividade dos tumores do SNC.

Nossos dados demonstraram ainda que, a hiperexpressdo de MMP-9 em pacientes
acometidos por glioblastomas contribui significativamente para diminuicdo da sobrevida
global. Andlises multivariadas sugerem que a hiperexpressio de MMP-9 seja um fator
prognéstico independente de suma importancia para manejo de pacientes acometidos por
glioblastomas. Essas observacgdes sustentam a hipdtese de que alteragcdo na expressdo do gene
MMP-9 é determinante na agressividade nos tumores neuroepiteliais.

Komatsu et al. (2004) estudaram a expressdo de MMPs-2 e -9 em gliomas humanos
com auxilio de duas técnicas distintas imunohistoquimica e RQ-PCR. As andlises
imunohistoquimicas ndo revelaram correlacdo da expressdo da proteina MMP-2 com o grau
de malignidade. Entretanto, as andlises quantitativas de mRNA demonstraram que os
tumores de mais alto grau, como glioblastomas, apresentam niveis bem mais elevados dos

genes MMP-2 e MMP-9 quando comparados aos tumores de baixo grau. Esse estudo
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demonstra claramente que diferencas metodoldgicas podem ser determinantes para oS
resultados conflitantes encontrados na literatura.

A elevagdo dos niveis de expressdo de MMP-2 e MMP-9 e suas relacdes com o0s
tumores neuroepiteliais de maior agressividade e maior capacidade de invasdo também foram
relatados por uma série de autores, dos quais se destacam os trabalhos de Lampert et al.
(1998), Forsyth et al. (1999), Pagenstecher et al. (2001), Munaut et al. (2003) e Wang et al.
(2003). Wild-bode et al. (2001) ressaltam ainda, que a expressdo elevada de MMP-2 e MMP-
9 sdo os melhores preditores da invasdo das células de gliomas de alto grau.

Outra importante observacdo que evidencia a relevancia prognéstica da elevacdo da
expressdo de MMP-9 foi demonstrada por Hormigo et al. (2006) que detectaram a elevacdo
da proteina MMP-9 no soro de pacientes acometidos por gliomas de alto grau, o que néo foi
observado nos tumores de baixo grau e no tecido ndo neopldsico. Esses autores sugerem
ainda que, MMP-9 pode ser usado como um biomarcador importante no manejo dos
pacientes acometidos por glioblastoma.

Os niveis de expressdo dos genes MMP-2 e MMP-9 nos meduloblastomas estudados
sdo semelhantes aos observados nos tumores astrociticos de baixo grau de malignidade.
Resultados semelhantes foram observados por Vince et al. (2001) que, através de
imunohistoquimica e zimografia, verificaram niveis de expressdo mais discretos dessas
gelatinases nos meduloblastomas em comparagdo aos glioblastomas. Esses autores
observaram ainda que a proteina MMP-2 € mais comumente encontrada em area de intensa
atividade proliferativa, enquanto que MMP-9 estd relacionada a sitios de angiogénese nos
meduloblastomas. Ozen et al. (2004) observaram, também, maior imunoreatividade de

MMP-9 nas células endoteliais dos meduloblastomas em comparagdo com MMP-2.
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A angiogénese ¢ um processo onde novos vasos sdo formados a partir de células
endoteliais de vasos adjacentes altamente dependentes da migracdo/invasdo das células
endoteliais para os tecidos. A MEC age seqiiestrando/armazenando fatores promotores da
angiogénese tais como VEGF, bFGF e TGF1, que s@o liberados durante a degradacdo
proteolitica da MEC. Nesse sentido, as MMPs desempenham uma fungio critica no processo
de angiogénese. As MMPs contribuem tanto promovendo quanto inibindo a angiogénese
(RUNDHAUG, 2005; JAIN et al., 2007; ZHAO et al., 2008).

As gelatinases parecem ser as principais promotoras da invasdo das células endoteliais
no SNC (LAKKA er al.,2005). A MMP-2 é expressa constitutivamente pelas células
endoteliais e interage com a trombina presente em niveis elevados em sitios angiogé€nicos, o
que leva a ativagdo da proteina C na superficie do endotélio. A proteina C ativada interage
com as MMP-2 latentes aumentando atividade protease, permitindo, assim, que as células
endoteliais degradem a membrana basal. A MMP-9 ativada € entdo secretada pelas vesiculas
intracelulares das células endoteliais para potencializar a degrada¢do da membrana basal.
Quando a membrana basal atinge o intersticio, a abundéncia de coldgeno tipo I continua
retroalimentando a ativacdo de MMP-2 por um periodo de maior tempo, consolidando assim
o processo de angiogénese (NGUYEN et al., 2001).

Os glioblastomas sdo tumores astrociticos de maior comportamento invasivo. Essa
propriedade estd intimamente associada ao seu alto nivel de vascularizagdo. Estudos in vivo e
in vitro relatam que MMP-2 e MMP-9 sdo hiperexpressos nas células endoteliais de
glioblastomas (VINCE er al., 2001). O envolvimento direto desses genes no processo de
angiogénese pode ser a explicacdo para nossa observacdo de que, as maiores medianas de
expressao de MMP-2 e MMP-9 sao encontradas nos tumores de alto grau de malignidade.
Resultados semelhantes foram encontrados por Munaut et al. (2003) que observaram, ainda,

que a hiperexpressao das MMP-2 e MMP-9 é correlacionada com hiperexpressao do fator de



85

Fdbio José Nascimento Motta Discussdo

crescimento vascular endotelial (VEGF) nos glioblastomas, um dos principais mediadores da
angiogénese.

Nao foram encontrados na literatura trabalhos envolvendo a influéncia de
polimorfismos na expressio dos genes MMP-2 e MMP-9 em tumores neuroepiteliais.
Elevagdo na expressdo de MMP-2 e MMP-9 e suas implicagdes clinico-bioldgicas em outros
tumores sdo relatadas em uma série de estudos na literatura. Cho et al. (2007) relataram que
hiperexpressdo de MMP-9 ¢ relacionada ao mau progndstico nos tumores colorretais.
Observagdes semelhantes foram obtidas por Kawata et al. (2007) em tumores renais e por
Iniesta et al. (2007) nos tumores de pulmao de células ndo pequenas. Nossas observacdes sdo
sugestivas de que a elevacdo da expressio de MMP-2 e MMP-9 aumentam a capacidade
invasiva dos tumores neuroepiteliais, fazendo dessas moléculas potenciais alvos no combate a

essas neoplasias.

5.2 Estromalisina-1 (MMP-3)

A andlise de expressdo dos niveis de mRNA de MMP-3 nas amostras pesquisadas
revelou que essa MMP é a menos expressa nos tumores neuroepiteliais, bem como, nas
amostras de tecido ndo neopldsico. E relevante mencionar que 53 (65,43%) das amostras
estudadas ndo apresentaram niveis de expressdo de MMP-3 detectaveis. Nio foram
observadas diferencas significativas entre os niveis de expressdo desse gene entre os tumores
astrociticos de baixo e alto grau, o que pode ser reflexo direto da quantidade elevada de
amostras sem expressio desse gene. E importante ressaltar que nio encontramos na literatura
nenhum relato da andlise de expressdo deste gene nos tumores neuroepiteliais pela técnica de

RQ-PCR.



86

Fdbio José Nascimento Motta Discussdo

A literatura acerca da expressdo de MMP-3 nos tumores do SNC ¢é escassa e apresenta
resultados conflitantes. Dados semelhantes aos nossos foram obtidos por Lampert et al.
(1998), usando as técnicas de Northern blot e imuhistoquimica, os quais, observaram que a
expressdo de MMP-3 é muito fraca nos tumores neuroepiteliais e ndo demonstram qualquer
relacdo da expressdo desse gene com os graus de malignidade e tipo histolgico dos tumores
estudados. Vince et al. (1999) estudaram a expressio de MMP-3 em uma série de
glioblastomas, através de técnicas de RT-PCR e imunohistoquimica, e ndo encontraram
expressdao da proteina MMP-3 em nenhuma das 56 amostras estudadas. Entretanto, as
observacdes de Bodey et al. (2000) evidenciaram elevados niveis de imunoreatividade da
proteina MMP-3 em tumores astrociticos de baixo grau, principalmente em regides da MEC
localizadas préximas a vasos sangiiineos.

Dados de Western blot e zimografia obtidos por Mercapide et al. (2003) revelaram
que a expressdo de MMP-3 é significativa em culturas de células derivadas de astrocitomas
e que essa proteina é diretamente envolvida no aumento da capacidade invasiva dessas
células.

Cheng et al. (2007) também descreveram que a elevacdo da expressdo de MMP-3 em
linhagens derivadas de gliomas humanos (798G) aumentam significativamente a capacidade
de migragdo e invasdo dessa linhagem. Entretanto, Vince et al. (1999) relatam que, embora a
MMP-3 se apresente em quantidades significativas em culturas celulares derivadas de
gliomas, essa proteina parece ndo influenciar diretamente a capacidade invasiva dos
glioblastomas in vivo.

As maiores medianas de expressdo desse gene foram observadas nos Astrocitomas
anaplasicos (grau III). Esse resultado pode ser relacionado & capacidade de MMP-3 de

degradar o coldgeno tipo IV, um dos principais constituintes da membrana basal dos vasos
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sangiiineos cerebrais, além da ativacdo de pr6-MMP-9 importante mediador da angiogénese,
visto que este tumor também apresenta um nivel de vascularizacdo considerdvel.

Nao foram encontrados na literatura relatos acerca do envolvimento direto de MMP-3
e a vascularizacdo nos tumores neuroepiteliais. Entretanto, hd relatos indicando que a
elevacdo da expressdo de MMP-3 apresenta uma funco critica na migracéo celular, invasio e
angiogénese tanto em neoplasias quanto em outros processos patologicos (VIHINEN et al.,
2002; RAIF, 2008).

Nao observamos relagdo entre a hiperexpressio de MMP-3 nos tumores
neuroepiteliais e a sobrevida global dos pacientes estudados. Por outro lado, hé relatos na
literatura de que a expressdo elevada de MMP-3 implica na redugdo da sobrevida global de
pacientes acometidos por tumores colorretais (ZINZINDOHOUE et al., 2005) e de bexiga
(NAKOPOULOU et al., 2001).

Em vista desses resultados, novos estudos envolvendo a expressdo de MMP-3 seriam
de grande importincia para elucidar o papel dessa MMP nos fatores que promovem a

agressividade (progressdo, invasdo e angiogénese) nos tumores neuroepiteliais.

5.3 MMP-14 (MT1-MMP)

MT1-MMP € considerada uma molécula promotora da invasao das células tumorais e
facilitadora de metdstases. Essa MMP propicia que tanto as células normais quanto as células
neopldsicas adquiram capacidade invasiva, através de sua propriedade de degradar o colageno
pericelular, facilitando também angiogénese através da ativacdo de células endoteliais. Essa

atividade foi documentada tanto em experimentos in vivo quanto in vitro (MARTIN;
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MATRISIAN, 2007). A atividade pré-invasiva de MTI1-MMP foi relacionada com
progressdo e invasdo de alguns tumores tais como: os cervicais por Zhai et al. (2005) e

em tumores neuroepiteliais nos estudos de Forsyth et al. (1999); Nakada et al. (1999; 2001);
Ozen et al. (2004) e Kong et al. (2007).

Nosso estudo revelou que o gene MT1-MMP é mais expresso nos tumores do que nas
amostras de substincia branca usadas como controle. Além disso, dentre os tumores
neuroepiteliais estudados a maior mediana de expressdo foi encontrada nos glioblastomas.
Nossos dados sdo compativeis com os relatos na literatura sobre o envolvimento de MTI-
MMP na progressdo maligna dos tumores neuroepiteliais como os observados por Lampert et
al. (1998), Forsyth et al. (1999), Pagenstecher et al. (1999), Nakada et al. (1999; 2001) e Guo
et al. (2005).

Dentre os estudos que observaram relacdes diretas entre o aumento da expressao de
MTI-MMP e a evolucdo dos tumores neuroepiteliais destaca-se o de Nuttall et al. (2003),
onde esses autores observaram um aumento de mais de 21 vezes do nivel de mRNA nos
glioblastomas em relagdo ao tecido cerebral ndo tumoral. A hiperexpressdo dessa MMP
também € relata em linhagens celulares de glioblastoma (U257), a mais invasiva das
linhagens testadas por esses autores. Essa elevacdo nos niveis de MTI-MMP foi
acompanhada pela hiperexpressdo das MMP-2 e MMP-9 além de genes relacionados com a
angiogénese como o VEGF. Munaut et al. (2003) também relataram que a expressdao
acentuada de VEGF ¢é acompanhada pela hiperexpressdo de MMP-2, -9 e MTI-MMP, onde
essas gelatinases atuariam de maneira sinérgica na criagdo de um ambiente permissivo para
invasdo das células dos glioblastomas.

Observamos ainda que os astrocitomas pilociticos apresentaram medianas de
expressdao de MTI-MMP préximos aos detectados nos astrocitomas de alto grau (Grau III e

IV). Pagenstecher et al. (1999) também observaram niveis de expressdo dessa MMP nos
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astrocitomas pilociticos compativeis aos observados nos astrocitomas anapldsicos e
glioblastomas.

Os relatos de Arroyo et al. (2007) e de Basile et al. (2007) demonstram que MTI-
MMP desempenha um papel crucial no processo de angiogénese e que este gene geralmente
encontra-se hiperexpresso em sitios de neoangiogénese. Acreditamos que nossas observagoes
sao relacionadas ao nivel de vascularizagdo desses tumores, visto que, assim como 0s
astrocitomas de alto grau, os astrocitomas pilociticos apresentam um nivel de vasculariza¢ao
significativo. A hiperexpressdo de MTI-MMP e suas relacdes com comportamento agressivo
dos tumores também foram descritas em cancer de partes moles por Roebuck et al. (2005) e
mais recentemente, por Sroka et al. (2008) em tumores de prostata.

Nao encontramos na literatura relatos referente a andlise de sobrevida de pacientes
acometidos por tumores neuroepiteliais e os dados de expressao de MTI-MMP sdo escassos.
Niao observamos relacdes entre o nivel de expressdo desta MMP e o impacto na sobrevida
dos pacientes estudados. Resultado semelhante foi observado por Ozen et al. (2004) que
estudaram a expressdo da proteina MTI-MMP em meduloblastomas. Entretanto,
hiperexpressdo dessa protease foi relacionada a baixa sobrevida em pacientes acometidos por
tumores de mama e ovarianos (KAMAT et al., 2006; TETU et al., 2006). Nossos dados
sugerem que o aumento da expressdo de MTI-MMP contribui de maneira significativa na
progressdo dos tumores do SNC podendo ser um possivel alvo de terapia no combate dessas

neoplasias neuroepiteliais.
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5.4 TIMP-1

A TIMP-1 estd envolvida em uma série de processos bioldgicos e patoldgicos, que
incluem: atividade promotora do crescimento, inibi¢do da angiogénese e mudancas na
morfologia celular. No SNC essa molécula parece possuir uma a¢do neuroprotetora na
manutencdo da barreira hemato-encefdlica, por sua inerente agdo inibitéria das MMPs.
TIMP-1 também apresenta uma caracteristica peculiar de ndo ter capacidade de inibir a MT1-
MMP, ao contririo do que é observado nas outras TIMPs (DUFFY et al., 2008).

O envolvimento de TIMP-1 no desenvolvimento dos tumores neuroepiteliais foi
relatado por uma série de estudos (KAKAGAWA et al., 1994; LAMPERT et al., 1998;
PAGENTECHER et al., 1999; GADNER; GHORPADE, 2003). Nossos resultados revelaram
que este gene é preferencialmente expresso nos tumores estudados em relacdo a substincia
branca ndo neoplésica. Observamos ainda que, a expressdo de TIMP-1 nos tumores de alto
grau ndo difere estatisticamente dos tumores astrociticos de baixo grau de malignidade. Esse
resultado deve ser em conseqiiéncia dos niveis de expressdao de TIMP-1 nos glioblastomas ser
préximos aos observados nos astrocitomas pilociticos.

Observacdes contraria as nossas foram previamente relatadas por Mohanam et al.
(1995), utilizando a técnica de Northen Blot, os quais observaram que TIMP-I é mais
expressa nos tecidos normais e nos tumores de baixo grau em relacdo aos tumores de alto
grau de malignidade estudados.

A priori os altos niveis de expressdo TIMP-1 encontrados nos glioblastomas podem
parecer contraditérios, em funcdo da atividade antitumoral das TIMPs. Entretanto, na
literatura s@o encontrados relatos de que a elevagdo no nivel de expressdo das TIMPs pode
ocorrer em duas situagdes distintas: (1) como conseqii€ncia do mecanismo de defesa do
tecido hospedeiro frente a invasdo e (2) pela atividade direta ou indireta das TIMPs em

promoverem o crescimento celular, atividade da qual a massa tumoral faz uso para progredir
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e invadir estruturas adjacentes (BRAND, 2002). Essa ultima propriedade age diretamente na
evolucgao dessas neoplasias para os tumores de mais alto grau de malignidade.

A elevacdo da expressdo de TIMP-1 nos glioblastomas deve, também, servir para
contrabalancear o aumento simultineo da expressio de MMP-9, uma vez que TIMP-1
inibe/ativa preferencialmente essa gelatinase. Dados semelhantes aos nossos foram obtidos
por Pagentecher et al. (1999) e Huang et al (2005) que também detectaram niveis de
expressao de TIMP-1 semelhantes em astrocitomas pilociticos e glioblastomas. Os resultados
de Pagentecher et al. (1999) demonstraram ainda, que essa hiperexpressao ¢ ligada aos sitios
de neoangiogénese. Por causa de sua atividade promotora do crescimento TIMP-1 pode
contribuir para o aumento da malignidade dos tumores neuroepiteliais como relatado por
Lampert et al. (1998) e Kachra et al. (1999).

Groft et al. (2001) demonstram que a hiperexpressdo de TIMP-1 é relacionada com
malignidade dos gliomas. Os ensaios de localizagdo da proteina realizados por Groft et al.
(2001) demonstraram ainda, que TIMP-1 € detectada preferencialmente préximo a sitios de
formacdo de vasos sangiiineos. Ozen et al. (2004) observaram que apenas os
meduloblastomas do tipo cldssico expressam a proteina TIMP-1, que € localizada
preferencialmente junto aos sitios de angiogénese. Essas observacdes devem ser
conseqiiéncia das interagdes com pro-MMP-9 e sua capacidade promotora da angiog€nese
dessa MMP. Nossas observagdes parecem estar em consonincia com esses relatos, uma vez
que os tumores que apresentaram os maiores niveis de expressdo possuem vascularizacio
significativa.

Em nosso estudo ndo encontramos relacdes entre a expressdo de TIMP-1 e impacto
na sobrevida dos pacientes estudados. Nao encontramos na literatura nenhum trabalho sobre a
expressdo desse gene e sobrevida de pacientes acometidos por tumores neuroepiteliais.

Entretanto, considerando outras neoplasias, relatos da literatura apontam que a
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hiperexpressdo de TIMP-1 parece ser um fator progndstico importante para pacientes
acometidos por cancer de mama, visto que os pacientes com maiores niveis de expressdao
desse gene possuem maiores taxas de sobrevida (Nakopoulou et al., 2003).

Nossos resultados nao elucidam o papel da expressdo de TIMP-1 durante a evolugdo
dos tumores neuroepiteliais e geraram ainda mais perguntas. Neste sentido, mais estudos
devem ser realizados para tornar compressivel o papel desse inibidor de metaloproteinase no

comportamento clinico-biolégico dos tumores do SNC.

5.5 TIMP-2

TIMP-2 inibe preferencialmente a MMP-2, bem como, ativa as pr6-MMP-2 através da
formacdo de complexos com MT1-MMP. Nossos dados demonstraram que hd uma inversio
do padrido de expressdo desses genes nas amostras estudadas.

As maiores medianas de expressio MMP-2 e MT1-MMP sao encontradas nos tumores
astrociticos de alto grau, enquanto que, niveis significativamente maiores de expressdo de
TIMP-2 siao observados nos tumores astrociticos de baixo grau de malignidade. Niveis
elevados da expressao desse gene também sdo observados nas amostras de substancia branca,
usadas como contraparte normal, no entanto a comparacdo entre os tumores de baixo grau e
as amostras de substancia branca ndo apresentaram significancia estatistica (P>0,05). Esse
resultado pode ser relacionado aos efeitos antagOnicos cldssicos desses genes no
comportamento bioldgico dos tumores astrociticos, onde as MMPs atuariam como
promotoras da invasdo e as TIMPs como bloqueadoras do crescimento tumoral.

Resultados que apdiam nossas observacdes foram relatados por Mohanam et al.

(1995), Kachra et al. (1999), Béliveau et al. (1999), Nakada et al (2001) e Huang et al (2005).
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Esses autores também encontraram uma correlagdo inversa entre os niveis de expressdo de
TIMP-2 e os graus de malignidade dos tumores do SNC. Lampert et al. (1998), Pagenstecher
et al. (2001) e Nuttal et al. (2003) também detectaram altos niveis de expressdo da proteina
TIMP-2 e de mRNA de TIMP-2 em amostras de tecido cerebral ndo neopldsico entretanto
diferente do observado em nosso estudo, esses autores ndo observaram correlacdes entre
expressao de TIMP-2 e os graus de malignidade. Os efeitos protetores da expressdo de TIMP-
2 também foram demonstrados in vitro por Papi et al. (2007) em ensaios envolvendo células
derivadas de gliomas.

Por outro lado, Saxena et al. (1999) encontraram correlacdo positiva entre os niveis
de expressdo TIMP-2 e MMP-2 e o nivel de malignidade dos tumores do SNC, onde os niveis
mais acentuados de expressdo desses genes sdo principalmente encontrados nos tumores
recorrentes. Possivelmente, o aumento da expressio de TIMP-2 nesses tumores deve ser
relacionado ao combate a invasdo tumoral, mais precisamente a tentativa de bloqueio da
atividade proteolitica de MMP-2, que facilita a invasdo tumoral.

Nossos dados revelaram ainda que TIMP-2 é menos expressa nos meduloblastomas
em relacdo as demais amostras avaliadas. Estudos envolvendo essa TIMP e meduloblastomas
sdo escassos, dentre os quais se destaca o estudo desenvolvido por Ozen et al. (2004) que
demonstraram que a proteina TIMP-2 é preferencialmente expressa nos meduloblastomas do
tipo desmopldsico em relacdo ao meduloblastoma do tipo cldssico e que os altos niveis de
TIMP-2 observados parecem ser fortemente associados ao aumento da expressdo de MMP-9
e MTI-MMP neste tumores. Nosso estudo ndo nos permite fazer comparacdes semelhantes,
visto que os subtipos de meduloblastomas nao foram avaliados separadamente.

Nao encontramos em nosso estudo associacdes entre os niveis de expressao de TIMP-
2 e o impacto na sobrevida dos pacientes acometidos por tumores do SNC. Dados relativos a

esta abordagem nos tumores do SNC também ndo foram encontrados na literatura. Por outro
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lado, Curran et al. (2004) observaram que a perda da expressdo de TIMP-2 contribui de
maneira significativa para a baixa taxa de sobrevida de pacientes acometidos por tumores
colorretais. Nossas observagdes, juntamente com os dados comumente encontrados na
literatura, apontam que niveis mais elevados de expressdo desse gene parecem estar
associados ao comportamento menos agressivo nos tumores do SNC. Entretanto, mais
estudos devem ser desenvolvidos para elucidar melhor o papel dessa TIMP nos tumores

neuroepiteliais, principalmente nos meduloblastomas.

5.6 TIMP-3

Estudos tém demonstrado que a perda da expressdo de TIMP-3 é relacionada ao
desenvolvimento de neoplasias e que o tecido cerebral normal apresenta niveis elevados de
TIMP-3. Esse inibidor fisiolégico das MMPs antagoniza a atividade de grande parte das
metaloproteinases, levando assim, a supressdo do crescimento tumoral, inibicdo da
angiogénese, da invasdo e da formacdo de metdstases. A hiperexpressdo deste gene nas
células tumorais parece levé-las a apoptose, bem como, suprimir o crescimento tumoral
precocemente (HOE et al., 2007).

Os niveis de expressdo desse gene apresentaram comportamento semelhante ao
previamente relatado em TIMP-2. Os niveis mais elevados de expressdo de TIMP-3 foram
observados nos tumores astrociticos de baixo grau de malignidade, em comparacio, aos
astrocitomas de alto grau e aos meduloblastomas. No entanto, diferentemente do observado
no comportamento da expressao de TIMP-2 nas amostras estudadas, o tecido ndo neopldsico

ndo apresentou niveis significantes de expressdo de TIMP-3. Essa observagdo deve ser efeito
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da expressdo induzida desse gene por fatores externos como, por exemplo, protedlise da
MEC requerida na tumorigénese.

Dados semelhantes aos nossos foram obtidos por Rickman et al. (2001); Huang et al.
(2003) e Bozinov et al. (2008) através de andlises de microarray, os quais observaram que
TIMP-3 é um dos genes preferencialmente expressos nos tumores do SNC de mais baixo grau
de malignidade. Huang et al. (2003) ainda observaram que os tecidos ndo neoplésicos
apresentam baixos niveis de expressdo de TIMP-3. Por outro lado, Lampert et al. (1998) e
Pangestecher et al. (1999) ndo encontram variacdo nos niveis de expressdo desse gene entre
os tumores estudados e sugerem ainda, que essa observagdo € compativel com tipo expressao
constitutiva.

O efeito protetor dessa TIMP na protecdo contra a capacidade invasiva das células de
gliomas foi demonstrado por Lamfers et al. (2005), que utilizaram adenovirus para transferir
o gene TIMP-3 para culturas de células, o que resultou na elevagdo da expressdo desse gene
e reducdo da capacidade invasiva dessas células.

Relatos na literatura apontam que a principal causa da diminui¢do da expressdo de
TIMP-3 ¢ a hipermetilacdo de sua regido promotora. Resultados obtidos por Gonzalez-Gomez
et al. (2003a) e Gonzalez-Gomez et al. (2003b) revelaram que a regido promotora desse gene
encontra-se hipermetilada em glioblastomas, principalmente nos glioblastomas secunddrios,
assim como nos meduloblastomas. Nakamura et al. (2005) observaram ainda, que, a perda de
heterozigosidade da regido 22ql2.3, regido que contém o gene TIMP-3, € um evento
freqliente nos glioblastomas. Esses autores sugerem ainda que, essas alteragdes moleculares
podem ser a principal causa da diminuicdo da expressdo de TIMP-3 nos tumores astrociticos
de alto grau.

Nossos dados demonstraram que os meduloblastomas possuem os menores niveis de

expressao de TIMP-3. A hipermetilacio de TIMP-3 parece ser um evento freqiiente em
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meduloblastomas conforme relatado por Ebinger et al. (2004) e Miihlisch et al. (2007). Esse
dado pode ser uma possivel explicacdo do porqué desses tumores apresentarem baixos niveis
de expressdao desse gene. Ozen et al. (2004) demonstraram que os meduloblastomas
expressam a proteina TIMP-3 e que essa expressdo € mais intensa nos meduloblastomas do
tipo desmopldsico, em comparacdo ao observado nos meduloblastomas do tipo cldssico, o
que pode ser reflexo dos diferentes eventos moleculares envolvidos no surgimento dessas
entidades histoldgicas distintas.

Nao encontramos nenhuma correlacdo entre os niveis de expressdo desse gene e
impacto na sobrevida dos pacientes estudados. Entretanto, Nakamura et al. (2005)
demonstraram que a hipermetilacdo de TIMP-3, e conseqiientemente a reducdo da expressiao
desse gene, é um fator importante para baixa sobrevida dos pacientes acometidos por tumores
de alto grau de malignidade. Correlagdes entre os baixos niveis de expressdo desse gene e
baixa taxa de sobrevida também foram observadas em cancer colorretal (HILSKA et al.,
2007), em cancer de pulmio de células ndo pequenas (MINO et al., 2007) e em carcinomas
de bexiga (HOQUE et al., 2008). Nossos dados juntamente com os dados da literatura
sugerem que TIMP-3 é importante alvo para o combate da capacidade invasiva das neoplasias

do SNC.

5.7 TIMP-4

Greene et al. (1996) identificaram uma EST (Expressed sequence Tag) com uma
homologia significativa com as demais TIMPs. Essa EST foi identifica e clonada em

bibliotecas de cDNA de coragdo de humanos. Esses autores identificaram baixos niveis desse
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transcrito em uma série de tecidos e 6rgdos como rins e placenta e ndo identificaram
expressdo desse gene em tecidos derivados do cérebro, pulmao, timo e figado. Esses autores
sugerem que a contribuicdo de TIMP-4 na manutencdo da homeostase da MEC € tecido
especifico. Bigg et al. (1997) demonstraram ainda, que TIMP-4 apresenta uma intensa
afinidade pela pr6-MMP-2 e, juntamente com a TIMP-2, participa do processo de ativacdo
dessa pro-gelatinase A.

Verificamos em nosso estudo que as amostras de tecido ndo neopldsico apresentaram
as menores medianas de expressdo de TIMP-4. Niveis significativamente maiores de
expressdo desse gene foram encontrados nas amostras de astrocitomas de baixo grau de
malignidade, quando comparados aos tumores astrociticos de alto grau. Esses dados sugerem
que existe uma correlacdo inversa entre a expressido de TIMP-4 e os graus de malignidade dos
tumores neuroepiteliais.

Os meduloblastomas foram os tumores que apresentaram os menores niveis de
expressao de TIMP-4. Essa observacdo pode estar diretamente relacionada ao comportamento
invasivo desses tumores. E vilido ressaltar que nio encontramos na literatura nenhum estudo
que envolvesse a expressao desse gene e 0 comportamento bioldgico desses tumores.

A literatura a cerca do envolvimento de TIMP-4 no desenvolvimento e progressao dos
tumores do SNC ¢ escassa. Nossos dados sdo semelhantes aos previamente relatados por
Groft et al. (2001) que identificaram uma relagdo inversa entre os niveis de expressdo de
TIMP- 4 e malignidade dos tumores do SNC. Dados de microarray obtidos por Rorive et al.
(2006) também demonstraram que TIMP-4 ¢é preferencialmente expresso nos astrocitomas
pilociticos em relacdo ao cérebro normal, aos astrocitomas grau Il e astrocitomas de alto grau
de malignidade (graus III e IV).

A elevacao da expressao de TIMP-4 em amostras de mais baixo potencial invasivo em

7z

relacdo aos tumores mais agressivos ndo € exclusividade dos tumores do SNC. Dados
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semelhantes também foram observados em estudos envolvendo células derivadas de tumores
de mama (WANG et al.,1997); tumores de prostata (LEE et al., 2006) e tumores retais
(HILSKA et al., 2007), onde os autores também observaram que os pacientes que
apresentaram os maiores niveis de expressdo de TIMP-4 apresentaram sobrevida maior.
Entretanto, nossos dados ndo revelaram qualquer relacdo entre expressdo de TIMP-4 e o
impacto na sobrevida dos pacientes estudados.

Acredita-se que suposta protecdo conferida pela hiperexpressdo de TIMP-4 esteja
diretamente relacionada a capacidade que essa molécula possui de promover a apoptose das
células tumorais (GUO et al., 2004).

As propriedades inibidoras de proteases, inerentes as TIMPs podem ser exploradas
para se alcangar beneficios terapéuticos em diversas patologias. O papel desempenhado pelo
balanco MMPs e TIMPs em bloquear ou mesmo reverter a progressdo tumoral tem levado ao
desenvolvimento de inibidores sintéticos de MMPs (ISMP). Os ensaios clinicos com ISMP
como: marimastat e batimastat no combate a neoplasias tétm demonstrado resultados nio
muito animadores, como ineficiéncia em neoplasias avancadas e alguns efeitos colaterais
(BAKER et al., 2002).

Entretanto, os resultados observados em modelos animais demonstraram que o uso de
ISMP preveniu o crescimento tumoral e a vascularizacio de tumores pré-malignos
(BERGERS et al., 1999; MUCHA et al., 2007). O uso de terapia génica envolvendo as
TIMPs tem surgido como uma importante fonte de combate as diversas neoplasias como de
préstata (DENG et al., 2008) e em carcinomas hepatocelulares (XIA et al., 2006).

Nossos resultados indicam de uma maneira geral, que as TIMPs -2, -3 e -4 parecem
ter um efeito protetor contra a progressdo tumoral, mais estudos devem ser realizados a fim

N

de elucidar melhor o papel dessas moléculas frente a invasdo tumoral e de se montar
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estratégias terapéuticas, baseadas nas propriedades inibitérias das TIMPs, mais eficientes no

combate as neoplasias.

5.8 E-caderina (CDHI)

A expressdao de genes da familia das caderinas tem uma importancia critica no
desenvolvimento e progressdo de tumores, incluindo os tumores do SNC. Para ocorrer o
desprendimento de células da massa tumoral primaria, as quais irdo promover a invasio e
formacgdo de metdstases, mudancas moleculares significativas devem ocorrer na via de adesio
celular (HOWNG et al., 2002). A reducdo da expressdo de CDHI é considerada como um
dos principais eventos moleculares envolvidos na disfun¢do do mecanismo de adesdo célula-
célula, disparando a invasdo tumoral e metastases (PEREGO et al., 2002).

Nossos dados demonstraram que CDHI ¢é menos expresso nos tumores
neuroepiteliais de mais alto grau de malignidade (glioblastomas e meduloblastomas),
enquanto que, os niveis de expressdo desse gene nas amostras de substincia branca nio
neopldsica e nos astrocitomas de baixo grau foram significativamente mais elevados. Essas
observagdes indicam que CDHI ¢ diferencialmente expresso entre os graus de malignidade
dos tumores neuroepiteliais. Niveis significativamente maiores de expressdo de CDHI foram
observados nas amostras de tecido ndo neopldsico frente aos astrocitomas pilociticos,
sugerindo que a reducdo da expressdo de CDHI € um evento precoce na tumorigénese das
neoplasias neuroepiteliais. Os baixos niveis de expressido observados nos glioblastomas e nos
meduloblastomas, os tumores mais agressivos e indiferenciados de nosso estudo sugerem
ainda que, a diminuicdo da expressdao do gene CDHI € uma caracteristica marcante de
malignidade. E importante ressaltar que ndo encontramos na literatura relatos a cerca da

anélise da expressdo de CDH] através da técnica de RQ-PCR nos tumores neuroepiteliais.
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Dados sobre a expressdo de CDHI nos tumores neuroepiteliais s@o escassos. Estudos
envolvendo imunohistoquimica nos astrocitomas de alto grau e meduloblastomas (UTSUKI
et al., 2002; 2004, respectivamente), demonstraram que a perda da expressdo da E-caderina
nesses tumores tem relagdo direta com o aumento da capacidade invasiva desses tumores.
Resultados semelhantes também foram observados previamente por Asano et al. (2000) em
astrocitomas de alto grau. Por outro lado, Schwechheimer et al. (1998) demonstraram que os
tumores neuroepiteliais de comportamento menos agressivo, tais como: papilomas de plexo
cordide e os meningiomas benignos, apresentaram maiores niveis de expressdo da proteina E-
caderina.

A diminui¢do da expressio de CDHI durante o desenvolvimento dos tumores
neuroepiteliais pode ser realizado por mecanismos como hipermetilacdo das ilhas CpGs,
repressores transcricionais (GARINIS et al., 2002), mutagGes e alteracdes pds-transcricionais
(MASTERSON et al., 2007). Uhlmann et al. (2003) e Yu et al. (2004) relatam que a
metilacdo aberrante global na regido promotora do gene CDHI € um evento epigenético
freqliente observado nos astrocitomas de alto grau. Esses autores sugerem ainda, que esse
mecanismo epigenético ¢ a causa mais importante da perda de expressdo de CDHI nos
tumores astrociticos.

Entretanto, Fiirhwald et al. (2001) observaram que a metilagdo da regido promotora de
CDH|1 parece ser um evento raro em meduloblastomas. Por outro lado, observagdes prévias
de Russo et al. (1999) demonstraram que o locus 16q22.1, onde o gene CDHI esta
localizado, ¢ freqlientemente delatado nos meduloblastomas. Essas observagdes podem ser
uma das explicagdes possiveis para termos encontrado os menores niveis de expressdo desse

gene nos meduloblastomas.
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A diminui¢do da expressdo de E-caderina parecer estimular, ainda, o aumento da
transcricdo do gene N-caderina. Essa alteracdo molecular € associada & perda da morfologia
epitelial e aquisi¢do de caracteristicas migratdrias (VAN AKEN et al., 2001). A diminuicio
da expressdo de CDHI e o aumento da expressdo de N-caderina ja foram observadas em
tumores neuroepiteliais por Asano et al. (2000) e Utsuki et al. (2002; 2004).

Resultados semelhantes aos nossos foram observados em outros tipos de cinceres tais
como: gastricos (GRAZIANO et al., 2003) e em carcinomas de mama (LOMBAERTS et
al., 2006), onde essa diminui¢ao da expressdo de CDH1 foi correlacionada a desdiferenciacio
tumoral e baixa taxa de sobrevida. Nossas andlises de sobrevida cumulativa ndo
demonstraram diferencas na propor¢do de pacientes que apresentaram hiperexpressdo do
gene da E-caderina quando comparados com os pacientes com hipoexpressdo de CDHI.
Entretanto, alguns autores demonstraram que pacientes com baixa expressdo de CDHI nos
tumores epiteliais apresentavam sobrevida mais curta (CHEN ez al., 2003).

Em conclusio, nossos resultados sugerem, de uma maneira geral, que o desequilibrio
na expressdo das MMPs, TIMPs e CDHI desempenha um papel crucial na progressdo e,
conseqiientemente, na agressividade dos tumores neuroepiteliais. Em vista disso, o completo
entendimento da interag¢do entre as moléculas que promovem/bloqueiam as vias de migracio
e adesdo celular contribuird de forma significativa para busca de novas terapias no combate
da progressdo dos tumores do SNC, uma vez que a natureza invasiva dos tumores
neuroepiteliais é um grande entrave para a eficiéncia das terapias disponiveis para o
tratamento desses tumores, principalmente no que se refere aos tumores de alto grau de

malignidade.



6-CONCLUSOES



103

Fdbio José Nascimento Motta Conclusoes

Neste trabalho foi realizada a investigag@o sobre alteracdes dos niveis de expressao de

alguns genes de migracdo e adesdo celular e suas relagdes com o comportamento bioldgico

dos tumores neuroepiteliais. Também foram avaliadas as possiveis relacdes entre os niveis de

expressao desses genes e a sobrevida dos pacientes acometidos por essas neoplasias. Diante

dos objetivos propostos e dos resultados obtidos foram inferidas as seguintes conclusdes:

1.

Os tumores neuroepiteliais originados de células da glia expressam niveis
significativamente maiores dos genes MMP-9, MTI-MMP, TIMP-1, TIMP-2,
TIMP-3, TIMP-4 e CDHI quando comparados aos tumores originados de células
embriondrias.

Os niveis significativamente mais elevados dos genes MMP-9 e MTI-MMP,
encontrados nos tumores astrociticos de alto grau de malignidade em relagdo aos
demais tumores estudados, sugerem que essas MMPs estejam associadas a
progressao e invasdo dos tumores astrociticos.

Os niveis significativamente mais elevados de MMP-9 encontrados nos
astrocitomas pilociticos localizados no hipotdlamo/vias Opticas/hipdfise sugerem
que essa alteracdo molecular seja importante para a maior agressividade desses
tumores, quando comparados com os astrocitomas originados nos hemisférios
cerebrais.

A expressdo aumentada do gene MMP-9 nos glioblastomas parece um importante
fator prognéstico independente, relacionado a uma menor taxa de sobrevida nos
pacientes acometidos por essa neoplasia, sustentando a hipdtese de que existe uma

associacdo da hiperexpressdo desse gene e a agressividade dos tumores.
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5. Os niveis significativamente mais elevados dos genes TIMP-, TIMP-3 e TIMP-4,
encontrados nos tumores astrociticos de baixo grau, quando comparados com 0s
astrocitomas de alto grau de malignidade, parecem estar associados a resposta
contra progressdo tumoral, uma vez que, baixos niveis de expressdo desses genes

sdo encontrados no tecido ndo neoplasico.

6. A expressio elevada do gene CDH1 nas amostras de tecido ndo neopldsico, assim
como, a diminuicdo da expressdo desse gene observada ao longo da evolugdo
tumoral, sugere que essa alteracdo molecular seja um evento precoce importante
para a progressdao tumoral. Embora, sem nenhum impacto na sobrevida dos

pacientes acometidos por tumores de alto grau de malignidade e meduloblastomas.

7. A elevacdo da expressdo dos demais genes de migragdo celular estudados, quer
seja isoladamente ou expressos conjuntamente em um mesmo paciente, ndo
interfere na sobrevida global dos pacientes acometidos por astrocitomas de alto

grau, por glioblastomas ou ainda por meduloblastomas.
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