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RESUMO 

PERFIL DA EXPRESSÃO DOS GENES DE MIGRAÇÃO E ADESÃO CELULAR NOS 

TUMORES NEUROEPITELIAIS DE ADULTOS E CRIANÇAS. 

Introdução: As metaloproteinases de matriz, seus inibidores teciduais e as caderinas possuem 

importância crítica na evolução e progressão dos tumores cerebrais. Estudos têm demonstrado que 

alterações na expressão dos genes de migração e adesão celular  são envolvidas na evolução 

clínica dos tumores neuroepiteliais. Métodos: Avaliamos 81 tumores, sendo 62 astrocitomas: 21 

de grau I, 10 de grau II, 10 de grau III e 21 de grau  IV - glioblastoma) e 19 meduloblastomas, de 

pacientes admitidos no HCFMRP-USP e mais  cinco amostras de tecido cerebral  não neoplásico. 

A expressão dos genes MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-14, TIMP-1, -2, -3, -4 e CDH1 foi 

mensurada por PCR em Tempo Real. Para analises estatísticas utilizamos os testes Kruskal-Wallis 

e  Kaplan-Meir. Resultados: A expressão dos genes MMP-2 e MMP-3 não diferiram entre os 

tumores estudados. Expressão elevada de MMP-9 e MMP-14 foi detectada nos tumores 

astrocíticos de alto grau de malignidade (III e IV), em relação aos tumores de baixo grau e 

meduloblastomas (P=0,001, P=0,006, respectivamente). Diferenças na expressão TIMP-1 foram 

observadas apenas entre astrocitomas de alto grau e meduloblastomas (P<0,0001). Astrocitomas 

de baixo grau apresentaram maior expressão dos genes TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4 e CDH1 

(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 contenção da invasão tumoral. CDH1 foi preferencialmente 

expresso no tecido não neoplásico frente aos astrocitomas de grau I (P=0,047). Análises de 

sobrevida demonstraram que hiperexpressão de MMP-9 nos glioblastomas é relacionada à 

sobrevida menor (P=0,007). Análises posteriores demonstraram que esse é um fator prognóstico 

independente (P=0,013). Conclusões: A elevação da expressão das MMPs, redução de TIMPs e 

CDH1 parecem ser determinantes para a agressividade dos tumores neuroepiteliais, o que faz 

dessas vias potenciais alvos terapêuticos 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, MT1-

MMP; TIMP-1, -2, -3.-4 and CDH1 were quantified using real-time PCR, with TaqMan® 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. CDH1gene 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 

heterogêneo em relação a uma série de características, como: epidemiologia, comportamento 

biológico, alterações genéticas observadas, tipo histológico, localização tumoral, padrão de 

disseminação, quadro clínico, história natural, idade de ocorrência e prognóstico (STROHER  et 

al., 2000; BEHIN et al., 2003; LOUIS, 2006). 

A sociedade americana de estudos do câncer (American Cancer Society) estimou que, 

20500 pacientes foram diagnosticados com algum tipo de neoplasia do sistema nervoso no ano de 

2007 (SEER, 2008). São diagnosticados cerca de 7 a 16 casos por 100.000 pessoas/ano de 

tumores primários do SNC em adultos, segundo relatos de Wrensch et al. 2002 e Binder et al., 

2003, onde  cerca de 50%  desses casos são de tumores metastáticos (HILL et al. 1999).   

Os tumores do SNC são a terceira causa de morte por câncer em adultos de meia idade e a 

segunda causa mais comum de morte em crianças, sendo esse o tumor sólido mais freqüente na 

infância (GILES; GONZALES, 1995; HEUER et al., 2007). A estimativa da incidência dessa 

neoplasia em crianças e adolecentes são 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 posição no ranking das neoplasias mais freqüentes na 

faixa etária de 0 a 20 anos, perdendo apenas para a leucemia. A taxa de mortalidade observada 

nos tumores do SNC é uma das maiores entre as neoplasias infantis, entretanto, com as melhorias 

nas condições diagnósticas e de tratamento, tem-se observado um aumento na taxa de sobrevida 

global nestes pacientes (POTTER et al., 1998). 

Estudos epidemiológicos apontaram um discreto aumento na incidência de tumores do 

SNC, durante as décadas de 80 e 90 em idosos e crianças (SWENSEN; BUSHOUSE, 1998; 
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FISHER et al.,2007). O aumento aparente no número de casos dessas neoplasias está diretamente 

ligado à implementação de ferramentas de neuroimagem de alta resolução, como ressonância 

nuclear magnética e a tomografia computadorizada, causando impacto no diagnóstico clínico das 

doenças neurológicas (CRISTENSEN et al., 2003; FISHER et al., 2007). Além disso, outra causa  

importante para o aumento aparente da incidência de neoplasias do SNC foi a inclusão de 

neoplasias de baixo grau, antes não computadas nos registros de base populacional (LINET et al., 

1999). 

As neoplasias do SNC apresentam diferentes taxas de incidência entre as populações, as 

mais elevadas são as dos países desenvolvidos. O atendimento médico mais acessível e as 

tecnologias de ponta aplicadas à saúde são alguns dos fatores que influenciam a elevação na 

incidência nos países desenvolvidos, entretanto, não são descartadas influências culturais, étnicas 

ou diferenças geográficas nos fatores de risco (OHGAKI; KLEIHUES, 2005; DAVIS, 2007). A 

incidência de neoplasias cerebrais observadas no Japão, por exemplo, representa menos da 

metade das relatadas nos países ao norte da Europa. Nos EUA, as neoplasias neuroepiteliais são 

mais freqüentemente observadas em caucasianos do que em negros, hispânicos e asiáticos 

(WRENSCH et al., 2002; SEER, 2008). 

Os fatores etiológicos dos tumores do SNC não estão bem determinados e uma série de 

estudos tem procurado elucidar os fatores de risco para essas neoplasias, sendo alguns dos 

possíveis fatores estudados apresentados na Tabela 1. Apesar de todas as associações estudadas, 

as únicas que provaram ser causa de tumores primários do SNC foram as síndromes hereditárias 

(esclerose tuberosa, neurofibromatose tipos 1 e 2 ) e as radiações ionizantes utilizadas para fins 

terapêuticos (GUNEY; KADAN-LOTTICK, 2001; SKALR, 2002; DAVIS, 2007). 
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Tabela 1. Fatores estudados relacionados com o risco de tumores do SNC  

Sindromes Hereditárias** 

História Familial de Tumores Cerebrais 

Polimorfismos constitutivos 

Sensibilidade de Linfócitos a Mutagênicos 

Tumores anteriores 

Infecções ou resposta imunológica 

Alergias 

Traumatismos crânianos 

Epilepsia / convulsões 

Drogas / Medicamentos 

Dieta / Vitaminas 

Tabagismo 

Alcoolismo 

Exposição a Tinturas de Cabelo 

Poluição 

Ocupação profissional 

Radiações ionizantes** 

Telefones Celulares 

Exposição a outras freqüências de Rádio 

Adaptado de WRENSH et al., 2002 

**   Fatores etiológicos comprovados 

A complexidade das classificações anatômo-patológicas e clínica dos tumores cerebrais é 

controversa, principalmente no que diz respeito aos tumores mistos. Em função disso, a 

classificação histológica das neoplasias do SNC é alvo de constantes revisões, desde a primeira 

tentativa de classificação histológica proposta por Bailey & Cushing até os dias atuais (WRENSH 

et al., 2002, LOUIS et al., 2007 ). 
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A classificação histológica das neoplasias do SNC adotada atualmente é a proposta pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS), a qual divide essas entidades de acordo com o tipo 

celular predominante nas lesões. Essa classificação  expande o conceito de grau de malignidade, 

incorporando os dados fenotípicos e de alterações moleculares observadas nessas neoplasias. A 

classificação da OMS organiza as neoplasias cerebrais em tumores neuroepiteliais, de nervos 

periféricos, das meninges, linfomas e neoplasias hematológicas, de células germinativas, tumores 

de região selar e tumores metastáticos, somando mais de 100 entidades histológicas distintas 

(KLEIHUES et al., 2002; LOUIS et al., 2007). 

Os tumores do SNC originados do tecido neuroepitelial são os mais freqüentemente 

observados em crianças e adultos. Seus subtipos apresentam comportamento biológico distinto, 

sendo diferenciados por características histológicas como: atipia nuclear, índice mitótico, 

formação de microvasos sangüíneos e necrose. Tais peculiaridades são utilizadas, também, para 

avaliação do grau de malignidade adotado pela OMS (KLEIHUES et al., 2002; LOUIS, 2006). A 

Tabela 2 apresenta de forma simplificada a classificação da OMS para os tumores neuroepiteliais. 

Este estudo deteve-se aos tumores neuroepiteliais derivados dos astrócitos (astrocitomas) e aos 

tumores embrionários (meduloblastomas). 
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Tabela 2. Classificação OMS dos tumores de SNC derivados do tecido neuroepitelial 
 

TUMORES NEUROEPITELIAIS 
Astrocíticos  

Astrocitoma Pilocítico- Grau I 9421/1* 

Astrocitoma Difuso- Grau II 9420/3 

Astrocitoma Anaplásico- Grau III 9401/3 

Glioblastoma –  Grau IV 
Gliomatosis cerebri                                                                         

9440/3 
9381/3 

Oligodendroglias  

Oligodendroglioma- Grau II 9450/3 

Oligodendroglioma Anaplásico- Grau III 9382/3 

Ependimários  

Ependimoma- Grau II 9391/3 

Ependimoma anaplásico- Grau III 9392/3 

Ependimoma mixopapilar 
Subependimoma                                                                                                

9394/1 
                 9383/1 

Tumores do plexo coróide  

Papiloma do plexo coróide 
Papiloma do plexo coróide atípico 
Carcinoma do plexo coróide 

9390/0 
9390/1 
9390/3 

Gliomas mistos e de origem incerta  

Astroblastoma 9430/3 

Glioma Angiocêntrico 9431/1 
Gliomas Coróide do 3° ventrículo 9444/1 

Tumores mistos de origem glial e neuronal  

Ganglioglioma (anaplásico) 
Ganglioglioma 

9505/1 
9505/1 

Neurocitoma  9506/1 

Embrionários  

Meduloblastoma  9470/3 
Meduloepitelioma 9501/3 
Tumor teratóide-rabdóide 9508/3 

* Código Internacional de Doenças - Oncologia -- CID-O (Adaptado de LOUIS et al., 2007) 
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1.1.1 Tumores Astrocíticos 

Os tumores astrocíticos são derivados das principais células de sustentação da glia, os 

astrócitos. Essas neoplasias são os tumores cerebrais primários mais freqüentes, apresentam-se 

bastantes heterogêneas, diferindo quanto à localização, idade, extensão, potencial invasivo, curso 

clínico e tendência à progressão (KHATUA et al., 2003; WANG et al., 2003). Classicamente, os 

astrocitomas são divididos de acordo com o grau de malignidade em: astrocitomas pilocíticos 

(grau I), astrocitomas difusos ou fibrilares (grau II), astrocitomas anaplásicos (grau III) e 

gliobastomas multiformes (grau IV). 

Os astrocitomas pilocíticos são neoplasias de ocorrência rara, com incidência estimada em 

menos de 1 caso/100.000 pessoas/ano. Preferencialmente são casos pediátricos, geralmente 

localizadas nos hemisférios cerebrais, apresentando lesões circunscritas e não infiltrativas, de 

crescimento lento e raramente levadas à transformação maligna. Dessa forma, esses tumores 

juntamente com os astrocitomas difusos são considerados como neoplasias de baixo grau de 

malignidade (EVREN-KELES et al., 2004). Apesar dessas neoplasias apresentarem um 

comportamento benigno quando localizadas nos hemisférios cerebrais, o mesmo não é observado 

quando as lesões ocorrem nas vias ópticas e no hipotálamo.  

 Histologicamente, os astrocitomas pilocíticos se apresentam como neoplasias de 

celularidade baixa a moderada, constituídas por astrócitos de aspecto regular, com núcleos 

uniformes e com poucas atipias, chama a atenção a presença de numerosas fibras de Rosenthal, 

que são inclusões protéicas no interior de prolongamentos astrocitários (STROTHER et al., 

2000). A cirurgia é o tratamento de escolha para tais lesões, sendo curativa na maioria dos casos.  

A quimioterapia tem sido utilizada em casos específicos, especialmente em crianças com tumores  

de vias ópticas e que progridem após um período inicial de observação, com deterioração 

potencial da visão (PACKER et al., 1997). 
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Os astrocitomas difusos ou fibrilares (grau II) são menos freqüentes em crianças, afetando 

mais comumente adultos jovens. Ao exame histopatológico, estes tumores apresentam maior 

celularidade, geralmente não apresentam os microcistos e fibras de Rosenthal; são mais 

infiltrativos e tendem a sofrer transformação anaplásica de modo mais freqüente (BEHIN et al., 

2003). 

Astrocitomas anaplásicos (grau III) são 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 opção de tratamento e esta deve ser a mais ampla 

possível (BEHIN et al., 2003). 

O astrocitoma grau IV, mais comumente, chamado de glioblastoma multiforme é o tipo de 

tumor cerebral mais freqüente em adultos e o tumor mais agressivo desta linhagem, 

correspondendo a aproximadamente 50 % dos tumores malignos do SNC. São clinicamente 

agressivos e extremamente invasivos, com capacidade de invasão extra-axial.  Essa neoplasia se 

apresenta freqüentemente na idade adulta, após os 40 anos de idade, mas não são exclusivos desta 

idade (BINDER et al., 2003).  

As características histológicas dessa neoplasia são: hipercelularidade, atipia e anaplasia 

celular e nuclear, freqüentes figuras de mitose, necrose e proliferação endotelial. (STROTHER et 

al., 2000; BEHIN et al., 2003). 

O tratamento é o cirúrgico, no entanto pacientes com muitos problemas neurológicos, 

muito idosos (acima de 80 anos), ou que possuem riscos elevados para anestesia, devem ser 

avaliados cuidadosamente e, em muitos casos, somente uma biópsia é o mais indicado. A 

radioterapia local também está indicada, mesmo nos casos onde não existe indicação cirúrgica.  
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Os glioblastomas podem se originar a partir da transformação de um tumor de baixo grau 

ou anaplásico, sendo chamado de glioblastoma secundário ou pode ser diagnosticado 

primariamente, sendo chamado glioblastoma primário (KLEIHUES et al., 2000). Essa divisão 

não tem repercussão prática com relação ao tratamento. Embora essa classificação seja 

amplamente aceita na prática clínica, a designação primário ou secundário dos glioblastomas é 

mais conceitual do que propriamente um termo diagnóstico. O estudo molecular dessas 

neoplasias permitiu uma classificação baseada em alterações genéticas, apresentadas na Figura 1, 

encontradas comumente nesses tumores que podem distinguir os glioblastomas primários dos 

secundários (ZHOU; PARADA, 2002).  

 

 

 

 

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

secundários (Adaptado de ZHOU; PARADA, 2002). 
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1.1.2 Tumores Embrionários  

O meduloblastoma (MB) é definido como um tumor maligno de origem cerebelar, que 

surge predominantemente na área do vermis do cerebelo, localizado na fossa posterior, com forte 

tendência a metástases. É considerado o segundo tumor cerebral pediátrico mais freqüente, atrás 

apenas dos astrocitomas, correspondendo a 20- 25% dos tumores que afetam as crianças e a 40% 

dos tumores localizados na fossa posterior (STROTHER et al., 2000; GILBERTSON, 2004; 

POLKINGHORN; TARBELL, 2007).  

 O pico de incidência dessa neoplasia embrionária é observado aos cinco anos, sendo que a 

maioria dos casos ocorre dentro da primeira década de vida, observando um ligeiro predomínio 

em indivíduos do sexo masculino, na proporção de M:F de 2:1 (PACKER, 1999). Dentre todos os 

tumores do SNC, é o que mais freqüentemente pode originar metástases extracranianas, com 

predileção para ossos, medula óssea, linfonodos, fígado e pulmão (STROTHER et al., 2000). 

Histologicamente, o meduloblastoma é formado por pequenas células de núcleos hipercromáticos 

redondos ou ovais de citoplasma escasso com atividade mitótica variável (KLEIHUES et al., 

2000; GILBERTSON, 2004). 

O tratamento dessa neoplasia é predominantemente cirúrgico, visando à ressecção total da 

lesão, seguido de quimioterapia e radioterapia, visto que os MBs são quimiosensíveis aos 

derivados da  platina e agentes alquilantes (PACKER, 1999). 

Algumas alterações genéticas têm sido freqüentemente relatadas nos MBs, dentre essas 

merecem especial atenção a formação do isocromossomo 17q [i(17q)], resultando da perda de 

heterozigosidade do braço curto do cromossomo 17 (ALDOSARI et al., 2002), e alterações 

moleculares relacionadas ao prognóstico desfavorável, como a hiperexpressão dos genes TRKC, 

C-ERBB-2 e MYCC (CHOPRA et al., 2003), bem como a deleção da região 16q22.1, onde está 

localizado o  gene CDH1 que codifica a molécula de adesão 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), angiogênese (FULLER et al., 1999); resistência a 

drogas antineoplásicas (BEGER et al., 2001) e genes responsáveis pela adesão e migração 

celular, os quais estão diretamente envolvidos na degradação da matriz extracelular (MEC) 

(MUNAUT et al., 2003). 

 

1.2 A matriz extracelular  

 A MEC é constituída por uma rede complexa de proteínas e proteoglicanos, secretadas 

pelo tecido conjuntivo, com o objetivo de dar suporte aos tecidos que compõem um organismo. 

Essa rede de proteínas exerce uma influência determinante em diversas atividades biológicas 

(MATRISIAN, 1990; GIANCOTTI et al., 1999). 

A degradação da MEC é um processo fisiológico elegante, estritamente controlado por 

equilíbrio dinâmico entre as vias das metaloproteinases de matriz (MMPs) e dos inibidores 

teciduais das metaloproteinases (TIMPs). As interações célula-MEC enviam sinais citoquímicos 

capazes de promover a diferenciação celular, migração e mobilidade necessárias para homeostase 

celular (CHANG; WERB, 2001). As MMPs degradam as proteínas da MEC e de seu 

microambiente pericelular, ativando, assim, fatores de crescimento e as moléculas de adesão. 

Esses eventos são fundamentais para uma variedade de processos fisiológicos, tais como: 

desenvolvimento embrionário, remodelação, reparação tecidual e angiogênese (MATRISIAN, 

1990; CHAKRABORTI et al., 2003).  

A destruição desordenada da MEC desempenha um papel crucial no desenvolvimento de 

diversas patologias, como: fibrose hepática, aneurisma, periodontoses, artrite reumatóide, 

esclerose múltipla, fibrose cística e formação de tumores. O desenvolvimento das neoplasias é 
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um processo altamente dependente do seu microambiente, sendo um fator determinante a essa 

condição a produção e/ou ativação desordenada de enzimas proteolíticas envolvidas na 

degradação e remodelação da MEC (OVERALL et al., 2002; POLLET et al., 2004). 

 

1.2.1 Metaloproteinases de Matriz  

As proteínas metaloproteinases são divididas de acordo com suas características 

bioquímicas em: MMPs, metaloproteinases desintegrinas (ADAMs), proteínas que apresentam os 

domínios de metaloproteinase e desintegrinas e as metaloproteinases desintegrinas com domínio 

de trobospondina (ADAMS-TS) (WERB, 1997; MALEMUD, 2006).  

As MMPs são peptidases dependentes de zinco (Zn+2), altamente conservadas e que 

possuem especificidade de substrato, capazes de degradar proteoglicanos, laminina, fibronectina, 

gelatinas e o colágeno fibrilar (tipo I, II, III, V e XI) presentes na membrana basal, bem como na 

MEC  (YONG et al., 1998; CURRAN; MURRAY, 2000). São conhecidos mais de 20 membros 

dessa família de proteases. As MMPs de mamíferos são classificadas em solúveis (secretadas) e 

de membrana (MT-MMPs) (SEIKI, 1999; PEI et al., 2000, AMALINEI et al., 2007).  

As MMPs solúveis são sintetizadas como pró-enzimas, enquanto que as MT-MMPs são 

ativadas no espaço intracelular e expressas na superfície celular como enzimas ativas. As MMPs 

solúveis são divididas em quatro subclasses, de acordo com as suas características 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 é composta por três domínios conservados entre os membros 

dessa família, porém distintos entre si, que exercem diferentes funções nessas moléculas: um pró-

domínio N-terminal, um domínio catalítico e um domínio C-terminal que contém o motivo 

conservado Hemopexina (HEXGHXXGXXH). As subfamílias das matrisilinas não possuem este 
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último domínio. Os resíduos de histidina (H) contidos no domínio hemopexina estão envolvidos 

na ligação ao Zn+2, necessária para atividade proteolítica. No pró-domínio das MMPs também é 

encontrando um motivo altamente conservado PRCGVDP, que forma uma união covalente com o 

domínio Zn+2, mantendo a proteína na sua forma não ativada, zimogênio. As gelatinases 

apresentam um sítio de ligação de fibronectina, no domínio catalítico, que confere especificidade 

ao substrato (Figura 2) (NAKADA et al., 1999; STAMENKOVIC, 2003; POLLET et al., 2004). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estrutura geral das MMPs e de suas subfamílias (Adaptado de STAMENKOVIC, 2003). 
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À subfamília das colagenases pertencem as enzimas MMP-1, MMP-8, MMP-13 e MMP-

18, as quais apresentam características bioquímicas que permitem a clivagem do colágeno 

intersticial I, II e III, em um sítio específico do domínio N-terminal. O colágeno intersticial I é 

uma das substâncias mais abundantes nos organismo humano, sendo assim, os membros dessa 

subfamília desempenham um papel determinante nos processos de remodelação/degradação 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 são especializadas em degradar o colágeno tipo IV, principal 

constituinte da membrana basal dos vasos sangüíneos cerebrais. Como mencionado, essas 

enzimas possuem três repetições de domínio fibronectina, inserido em seus domínios catalíticos, 

que permitem que as gelatinases se liguem ainda às 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 colágenos V, 

VII, XI e a fibronectina. A MMP-2 também medeia a proliferação, adesão e migração celular. 

Essa enzima é secretada na forma inativa e sua atividade catalítica é estabelecida pela inteiração 

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 é caracterizada como uma enzima de 90-110 kDa codificada na região 

20q11.2-13.1. Essa enzima também é secretada como zimogênio, podendo ser armazenada na 

forma ativa ou latente no citosol. A expressão de MMP-9 não é constitutiva e pode ser 

influenciada por muitos fatores, tais como: de crescimento, citocinas, adesão célula-célula e 

célula-MEC. O mecanismo de ativação dessa protease envolve uma complexa rede de interação 

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 região 11q23, MMP-10 (estromalisina-2) e MMP-11(estromalisina-3), que 

apresentam substratos similares, no entanto, MMP-3 possui maior atividade proteolítica que as 

demais estromalisinas. A MMP-3 é expressa em diversos tipos celulares, e possui como substrato 

os seguintes componentes da MEC: colágeno, gelatina, elastina, fibronectina e vitronectina. Além 

de digerir componentes da MEC, a enzima MMP-3 participa da ativação de pró-MMP-1e pró-

MMP-9 (EGEBLAD; WERB, 2002). 

A subfamília da MMPs de membrana é constituída por seis MT-MMPs (MT1-MMP - 

MT6-MMP) e mais dois membros que são proteínas ancoradas do tipo glicosilfosfatidilinositol 

(GPI)  (MMP-17 e MMP-25). Um dos membros de maior destaque dessa subfamília é a MT1-

MMP (MMP-14), que tem como substrato os colágenos 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, inflamação, formação de novos vasos, bem como nos 

processos de adesão e migração celular e, conseqüentemente, na formação de metástases 

(YANA; SEIKI, 2002; SHIONI; OKADA, 2003). 

As interações que MT1-MMP faz com a molécula de TIMP-2, desempenham um papel 

crucial na ativação da pró-MMP-2. O domínio catalítico de MT1-MMP liga-se a porção N-

terminal de TIMP-2, fazendo com que a região C-terminal de TIMP-2 torne-se capaz de ligar ao 

domínio hemopexina de pró-MMP-2. A localização na membrana dessa protease confere uma 

vantagem à proteólise pericelular, uma vez que essa molécula ativa a pró-MMP-2, podendo 

assim, usar os substratos exógenos para mediar os processos de invasão e metástase. 

(STERNLICHT; WERB, 2001; SOUNNI  et al., 2003). 
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 Os níveis de expressão das MMPs estão sob o controle de um mecanismo genético 

sofisticado. Em condições normais os níveis das MMPs são relativamente baixos, no entanto, há 

um aumento da expressão das MMPs decorrente dos processos de remodelação da MEC, 

resultante de processos fisiológicos ou patológicos. Em algumas subfamílias de MMPs, a 

expressão é tecido específico. A regulação da expressão das MMPs ocorre por três vias 

principais: I- regulação da transcrição das MMPs; II- ativação das pró-enzimas e III- Inibição 

pela ação das TIMPs, sendo estes últimos mecanismos pós-transducionais de regulação (YONG 

et al., 1998; NAGASE et al., 2006). 

 

1.2.1.1 Regulação transcricional dos genes das MMPs 

 Os genes das MMPs abrigam alguns elementos regulatórios que controlam sua expressão, 

dentre estes se destacam os sítios AP1 (Activating Protein-1), PEA3 (Polyoma Enchancer 

Activator 3), SP1, β-catenina/Tcf-4 e Nf-kB, que aparentemente possuem um efeito sinérgico na 

regulação dos genes das MMPs. Baseado na composição desses elementos regulatórios, os 

promotores desses genes podem ser divididos em três classes: classe I, II e III (YAN; BOLD, 

2007).  

 Os promotores de classe I contêm um TATA BOX na posição -30 (relativo ao sítio de 

início da transcrição) e um sítio de ligação AP1, na posição -70. Muitos desses promotores ainda 

contêm um sítio de ligação à PEA3, vizinho à AP1 que coopera com a regulação gênica das 

MMPs. Os promotores de classe II também possuem um TATA BOX, sem o sítio AP1 proximal. 

A regulação desses promotores é relativamente mais simples e distinta da regulação dos 

promotores da classe I (BENBOW; BRINCKERHOFF, 1997; CHAKRABORTI et al., 2003). 

O terceiro e último grupo de promotores não possui o TATA BOX em sua estrutura, 

fazendo com que a transcrição se inicie em sítios múltiplos, entretanto, a regulação deste grupo é 
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controlada pela família dos fatores de transcrição SP1, que se ligam próximo ao box CG. As 

proteínas FOS e JUN participam ativamente do mecanismo de regulação da transcrição onde 

formam um heterodímero que se une aos sítios AP1, estimulando a produção das MMPs, em 

resposta ao aumento de mediadores inflamatórios no meio (MATRISIAN, 1990). As diferenças 

estruturais entre os promotes MMPs são mostradas na Figura 3. 

  

 

 

 

Figura 3. Tipos e estrutura dos promotores dos genes das metaloproteinases (Adaptado de YAN; 

BOLD, 2007). 
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1.2.1.2 Ativação das pró-enzimas  

 As MMPs são sintetizadas como zimogênios, formas inativas das proteínas. Essas 

enzimas podem ser ativadas in vivo por proteinases ou in vitro por agentes químicos como: 

agentes tiol (HgCl2 e N-etilmaleimida), SDS, oxigênio reativo, além de aquecimento e exposição 

a PH ácido. A ativação in vivo ocorre no espaço extracelular e requer quebra do complexo zinco-

cisteína e exposição do seu sítio catalítico. O resíduo cisteína (C) da seqüência PRCGVPD, 

presente no pró-domínio, interage com a porção Zn2+ do domínio catalítico mantendo as pró-

MMPs na forma latente. A ruptura dessa interação de Cis- Zn2+ resulta em uma ativação parcial 

da forma intermediária da enzima, levando em seguida à autocatálise da região pró-peptídica, 

conferindo, assim, a atividade total da enzima. Esse mecanismo permite que as pró-MMPs sejam 

ativadas por múltiplos agentes (VAN WART; BIRKEDAL-HANSEN, 1990; RA;  PARKS, 

2007).  

O sistema plasminogênio/uroquinase é um importante ativador fisiológico de pró-MMPs. 

O fator ativador do plasminogênio do tipo uroquinase (uPA) e o fator ativador do plasminogênio 

encontram-se associados à membrana, criando, assim, um sítio de ativação de pró-MMPs e   

subseqüente renovação da MEC. A plasmina  pode ativar pró-MMP-1, pró-MMP-3, pró-MMP-7, 

pró-MMP-9, pró-MMP-10 e pró-MMP-13 (NAGASE et al., 2006).  

A maioria das pró-MMPs secretadas é ativada no espaço extracelular. Algumas pró-

MMPs apresentam um domínio furina (KCKR) que permite que sejam ativadas no espaço 

intracelular pela furina, dentre estas estão as pró-MMPs11, MT-MMPs-, pró-MMP-23 e pró-

MMP-28 ( SATMENKOVIC, 2003; AMALINEI et al., 2007).  

A ativação de pró-MMP-2 é mediada pelas MT-MMP, com exceção de MT4-MMP, e 

conta ainda, com a participação de TIMP-2. A pró-MMP-2 forma um complexo com TIMP-2 

através de seu domíno C-terminal, permitindo que o domínio N-terminal de TIMP-2 se ligue a 
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MT1-MMP na superfície da célula. O complexo MT1-MMP2-TIMP-2-pró-MMP-2 é então 

apresentado a MT1-MMPs adjacentes e livres desse complexo para ativação. O domínio 

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

 

1.3 Inibidores teciduais das metaloproteinases  

Os inibidores teciduais das metaloproteinases constituem o terceiro nível do processo de 

regulação da expressão das MMPs. Essas proteínas são os principais inibidores fisiológicos das 

MMPs. Os TIMPs são moléculas de baixo peso molecular, 21-30 kDa, que possuem cerca de 12 

resíduos de cisteínas envolvidos na formação de seis pontes dissulfito responsáveis pela formação 

de dois domínios, essenciais para a interação dessas moléculas com as MMPs. O domínio C-

terminal é responsável pela interação e ativação das pró-MMPs, bem como, pela localização  

dessas proteínas. Já o domínio 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 proteolítica das MMPs solúveis e de membrana, é realizado pelas 

TIMPs, através da formação de complexos monocovalentes  na proporção de 1:1 entre sítio 

catalítico das MMPs e a porção N-terminal das TIMPs. Os grupos amino e carbonila do resíduo 

de cisteína presente na porção N-terminal das TIMPs agem em conjunto  “quelando” o Zn2+ 

presente no domínio catalítico das MMPs, tornando-o indisponível para ativação das MMPs 

(VISSE: NAGASE, 2003; NAGASE et al., 2006). 

Quatro TIMPs foram caracterizadas em humanos, designadas como TIMP-1, -2, -3 e -4, 

resistentes à desnaturação por calor e à degradação proteolítica. Essas proteínas são expressas em 

uma variedade de tipos celulares e fluidos corporais (GÓMEZ et al., 1997). Embora todas as 

TIMPs tenham capacidade de inibir todas as MMPs estudadas, elas diferem em muitos aspectos 

como: solubilidade, inteiração com pró-enzimas e regulação da expressão. As TIMPs -1, -2 e -4 
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estão presentes na forma solúvel, enquanto que a TIMP-3 é ligada à MEC (LAMBERT et al; 

2004). A expressão de TIMP-1 é induzida, essa molécula apresenta fraca ação inibidora frente à 

MMP-19 e as MT-MMPs (-1, -2, -3 e -5), inibindo ainda um membro da família das ADAMS, a 

ADAM-10. A expressão de TIMP-2 é constitutiva e sua ação inibidora frente as MT-MMPs é 

eficaz. TIMP-3 pode inibir ainda outros membros da família ADAM, como ADAM 17 e 

ADAMTS-4 e -5, sendo o efeito dessa molécula na inibição de MMP-9 maior que as observadas 

pelas TIMPs -1 e -2. A TIMP-4 apresenta expressão induzida e suas ações inibidoras frente às 

MMPs parece ser livre de restrições. A Tabela 3 apresenta algumas características moleculares e 

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

  

 

 TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 TIMP-4 

Localização cromossômica Xp11.23-11.4 17q23-17q25 22q12.1-22q13.2 3p25 

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

Massa Molecular (kDa) 28,5 21 22/27 22 

Localização protéica Solúvel Solúvel MEC Solúvel 

Associação pró-MMPs pró-MMP9 pró-MMP2 pró-MMP2/9 pró-MMP2 

Expressão Gênica Induzida Constitutiva Induzida Induzida 

Efeitos Tumorigênicos Inibição Inibição Inibição Inibição 

Metástases Estimula ____ ____ Estimula 

(Adaptado de BAKER et al., 2002). 

 

 

Tabela 3. Características moleculares e biológicas das TIMPs 
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As TIMPs apresentam, também, a habilidade de formar complexos com pró-MMPs, 

regulando, assim, seu processo de ativação. A TIMP-1 forma complexos preferencialmente com 

pró-MMP-9, enquanto que TIMP-2 se liga preferencialmente à pró-MMP-2 facilitando sua 

ativação (BAKER et al., 2002). A TIMP-3 liga-se tanto à pró-MMP-2 quanto à pró-MMP-9 

(BIGG et a l., 1997) e a TIMP-4 pode se ligar à porção C- terminal do domínio de pró-MMP-2 

(BUTLER et al., 1999).  

A ação inibidora das MMPs não é exclusiva das TIMPs, outras moléculas também 

desempenham esse papel, dentre as quais destacam-se:  moléculas de α-macroglobulina, inibidor 

geral de proteases, os precursores β-amilóides ligados a membrana celular e, ainda,  a proteína de 

membrana RECK, uma proteína ancorada a membrana do tipo GPI, que diminui a atividade 

catalítica de MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP, capaz ainda de suprir a  atividade angiogênica nos 

processos neoplásicos, levando a morte das células tumorais (OH et al., 2001). O esquema de 

interação entre ativação e inibição das MMPs pelas TIMPs é apresentado na Figura 4. 

 

Figura 4. Representação esquemática da ativação e inibição das MMPs pelas TIMPs  

(Adaptado de www.biocarta.com). 
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A principal função das TIMPs é a de inbidor natural das metaloproteinases, entretanto, 

alguns estudos apresentam outras funções atribuídas as TIMPs, algumas dessas relacionadas com 

a inibição das MMPs e outras independentes desse processo, como a promoção da proliferação 

celular, atividade anti-apoptose e anti-angiogênese (CHANG; WERB, 2001; CHIRCO et al., 

2006). 

A atividade de indução da proliferação celular dessas moléculas foi descrita 

primeiramente envolvendo as TIMPs -1 e -2, potencializando o efeito da eritropoetina na 

proliferação e na diferenciação dos precursores eritróides. Essa propriedade não foi observada 

somente neste tipo celular, mas também em queratinócitos, condrócitos, células epiteliais e em 

células cancerosas (HAYAKAWA et al., 1992; MURATE et al., 1993). 

 Além da promoção da proliferação celular, as TIMPs podem também modular de várias 

maneiras a apoptose, inclusive com efeitos divergentes. As TIMPs -1 e -2 estão envolvidas na 

resistência à apoptose de células normais e cancerosas. O efeito da TIMP-3 é divergente uma vez 

que a proteína promove a apoptose em células do músculo liso, induzindo o desprendimento da 

matriz extracelular de células transformadas (BAKER et al., 1998).  

Os efeitos de TIMP-4 na modulação apoptótica são contraditórios; fibroblastos 

transformados do tecido cardíaco parecem ser induzidos à apoptose pela TIMP-4, enquanto que,  

em linhagens celulares de tumores de mama essa proteína parece ter um efeito inibidor da 

apoptose, quando hiperexpressa (BAKER et al., 2002). 

A angiogênese é descrita como o processo biológico, onde novos capilares são formados a 

partir de vasos já existentes, que ocorre em eventos normais e patológicos. As TIMPs apresentam 

atividade anti-angiogênica que foi demostrada primeiramente por TIMP-1 e TIMP-2, que quando 

hiperexpressas reduzem atividade angiogênica em adenocarcinomas de pâncreas (BLOOMSTON 

et al., 2002). A TIMP-3 também possui atividade anti-angiogênese e anti-invasão, reduzindo, por 
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exemplo, a capacidade de invasão da linhagem celular HT1080 derivada de fibrossarcoma, bem 

como a expressão de MMP-9, molécula com reconhecida atividade promotora da angiogênese 

(LAMBERT et al., 2004). Essas observações corroboram que o desequilíbrio entre as expressões 

de MMPs e TIMPs tem papel determinante na instalação e evolução dos processos neoplásicos.  

Diversos estudos têm demonstrado a alteração nos níveis de expressão 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) têm sido identificadas 

como fatores importantes no desenvolvimento de gliomas de alto grau. Estudos in vitro 

demonstraram uma expressão 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 expressão da MMP-9 pode ser induzida por vários agentes, ou ainda pela seqüência 

de eventos que levam a transformação das células de gliomas (ESTEVE et al., 1998).  

Ensaios in vivo também demonstram que a hiper-expressão dessas duas enzimas (MMP-2 

e MMP-9) estão relacionadas com o grau de malignidade dos gliomas, e a redução seletiva da 

expressão de MMP-9 pode reduzir a capacidade invasiva de células de glioblastomas (FORSYTH  

et al., 1999; KONDRAGANTI et al., 2000), além da expressão de ambas gelatinases estar 

relacionada a fatores que induzem angiogênese como o gene o VEGF (MUNAT  et al., 2003). 

Relatos na literatura demonstraram que essas MMPs não estão envolvidas apenas no 

surgimento de gliomas, mas também, nas demais neoplasias cerebrais como meduloblastoma 

(OZEN et al.,2004), ependimomas (PAGENSTECHER et al.,2001), tumores pituitários, 

schwannomas e menigiomas (KACHRA et al., 2001). 

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

et al. (2001), observaram hiper-expressão de TIMP-1 em neoplasias do SNC relacionada 
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principalmente em sítios de neoangiogênese. A hiper-expressão de TIMP-2 foi relatada como 

evento freqüentemente observado em gliomas recorrentes por Saxena  et al. (1999).  

A hiper-expressão de TIMP-3 foi relatada em gliomas de baixo grau de malignidade, 

sugerindo que essa proteína possua uma atividade supressora do crescimento tumoral (HUANG  

et al., 2000). Foi observada também hiper expressão de TIMP-4 em gliobastoma multiforme 

(LAL  et al.,1999). 

OZEN et al (2004) demonstraram associação da expressão preferencial de algumas TIMPs 

com um determinado tipo histológico em meduloblastomas; TIMP-3 é  mais expressa em 

meduloblastomas do tipo clássico e TIMP-2 associada ao meduloblastoma desmoplásico. 

 

1.4 E-Caderina  

As moléculas de adesão celular (MACs) são proteínas que possuem um papel importante 

na interação célula-célula e entre célula-matrix extracelular. Existem quatro principais classes de 

MACs: as caderinas, as selectinas, super família das imunoglobulinas e as integrinas (ASANO et 

al., 2000). As caderinas são proteínas transmembranas que exercem suas funções principalmente 

por meio de interações homofílicas dependentes de cálcio, caracterizadas por apresentarem um 

resíduo de aproximadamente 110 aminoácidos em sua porção extracelular, que desempenham 

papel fundamental nos processos de histogênese, morfogênese e manutenção dos tecidos sólidos 

(TAKEICHI, 1991; POKUTTA, 2007). 

 Essas moléculas apresentam expressão diferencial entre os tecidos dos vertebrados e 

parece ser particularmente complexa no SNC. Essa família é ainda subdividida em E-, N- e P- 

caderinas (REDIES; TAKEICHI, 1996; REDIES, 2000).  

O gene CDH1, localizado na porção 16q22.1, codifica a glicoproteína E-caderina, um  dos 

principais membros da superfamília das caderinas dependente de Ca+2, responsável pelas 
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interações célula-célula nos tecidos epiteliais e que apresenta um papel determinante na formação 

e manutenção da polaridade celular nesses tecidos. As cateninas citoplasmáticas formam 

complexos com a E-caderina ligando ao seu domínio carboxi-terminal que permite que se liguem 

a actina do citoesqueleto, sendo essa interação necessária para a função das células epiteliais e 

integridade tecidual (NOLLET et al., 1999; YAGI et al., 2000) (Figura 5). 

 

Figura 5. Representação esquemática das interações moleculares entre E-caderina e catetinas na 

manutenção da integridade das junções célula-célula (Adaptado de www.biocarta.com). 

 

 Alterações estruturais e nos níveis de expressão do gene CDH1 têm sido descritas em 

muitos tipos de câncer, entre eles o gástrico, de mama e de intestino, onde esse gene atua como 

típico supressor tumoral (BERX et al., 1998). Alterações na expressão de E-caderina resultam em 

um fenótipo conhecido como Transição Epitélio-Mesenquimal (TEM), a mudança 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 metilação aberrante do gene CDH1, sobreposição de ilhas CpGs, perda de fatores de 

ligação e/ou reorganização da cromatina são causas da perda/diminuição da expressão de CDH1. 

Os elementos regulatórios upstream do gene CDH1 de camundongos e humanos foram 

caracterizados.  Ambos apresentam em seus promotores dois E-boxes conservados, fundamentais 

para a especificidade da expressão de E-caderina nos tecidos epiteliais (GIROLDI et al., 1997; 

UHLMANN et al., 2003; YU et al., 2004). Os fatores reguladores da transcrição Rb, c-MYC, 

HNF-4 e PAX-2 são importantes no desenvolvimento do organismo e na tumorigênese, pois 

estimulam a expressão de CDH1. Os fatores Rb e c-MYC atuam conjuntamente com os 

coativadores AP2, ligando-se ao promotor desse gene e ativando a expressão de E-caderina nas 

células epiteliais, desempenhando um papel importante na manutenção das junções celulares 

(BATSCHE et al.,1998).  

Alterações no nível de expressão de E-caderina nos tumores neuroepiteliais foram 

relatadas por alguns autores. Schwechheimer  et al. (1998) estudaram a expressão de E-caderina 

em uma série de tumores do SNC, que incluía diferentes  tipos de tumores neuroepiteliais, 

ependimonas, meduloblastomas, adenoma de pituitária, papilomas no plexo coróide. Os autores 

observaram  que E-caderina só era expressa nesses dois últimos tipos tumorais. 

 Resultados semelhantes foram encontrados por Utsuki et al. (2002), pois não observaram 

expressão de E-caderina em astrocitomas de alto grau. Ao contrário, verificaram que  N-caderina 

e β-catenina apresentavam imunorreatividade aumentada com o aumento do grau histológico 

desses tumores. Por outro lado, baixa expressão de E-caderina em astrocitomas foi observada por 

Howng et al. (2002).   
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Redução de E-caderina foi observada em algumas metástases de tumores cerebrais, 

revelando que essa proteína pode atuar com supressor de invasão tumoral (Arnold et al.,1999). 

No entanto, os dados na literatura a cerca da expressão do gene CDH1 nos tumores 

neuroepiteliais ainda são escassos. 

Os recentes avanços na genética e na biologia molecular proporcionaram um grande salto 

no conhecimento dos eventos moleculares responsáveis pelo desenvolvimento e progressão das 

neoplasias do SNC. A avaliação do nível de expressão dos genes envolvidos no surgimento e 

manutenção das neoplasias do sistema nervoso poderá fornecer informações precisas como: quais 

genes estão envolvidos com o desenvolvimento de um tipo específico de tumor do SNC, as bases 

moleculares que poderão auxiliar na classificação histopatológica precisa e o reconhecimento dos 

diferentes eventos moleculares entre os tipos de tumores do SNC, além de determinar vias 

genéticas que apontarão alvos de terapia gênica, melhorando assim, o prognóstico dos pacientes 

acometidos por essas neoplasias, bem como aumentando suas chances de cura. 

 As dificuldades existentes no combate da capacidade invasiva são os maiores problemas 

enfrentados no tratamento de tumores do SNC. Essa situação torna fundamental a realização de 

estudos que contribuam para um melhor entendimento do comportamento biológico dessas 

neoplasias. A análise de expressão de genes envolvidos nas vias de adesão e migração celular 

pode fornecer dados importantes para uma melhor escolha da estratégia terapêutica dos pacientes 

acometidos pelas neoplasias do SNC. 
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Foram objetivos deste estudo: 
 
 
 

a) Avaliar e correlacionar a expressão dos genes de adesão e migração celular MMP-

2, MMP-3, MMP-9, MMP-14 (MT1-MMP), TIMP-1, TIMP-2, TIMP-4 e CDH1, 

pela técnica de reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RQ-

PCR), em neoplasias do SNC de crianças e adultos assistidos pelo Hospital das 

Clínicas-FMRP-USP, Ribeirão Preto, SP e pelo Hospital das Clínicas-FMUSP, 

São Paulo, SP. 

 

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

tumoral, o diagnóstico histopatológico e o local primário do tumor. 

 

 
c) Analisar o impacto da expressão aumentada dos genes de migração e adesão 

celular na sobrevida global dos pacientes acometidos por  astrocitomas de alto 

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

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3- CASUÍSTICA E MÉTODOS 
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3.1 Casuística 

As amostras utilizadas neste estudo são tumores neuroepiteliais primários do SNC 

provenientes de pacientes assistidos pelos Serviços de Oncologia Pediátrica e de 

Neurocirurgia do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da 

Universidade de São Paulo (HCFMRP-USP), os quais mantêm bancos de tumores 

aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa do HCFMRP-USP, processos Nº 9375/2003 

e 7645/99, respectivamente, e de pacientes assistidos no Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (HCFM-USP), São Paulo. 

No presente estudo foram avaliados os níveis de  expressão dos genes MMP-2, 

MMP-3, MMP-9, MT1-MMP, TIMP-1, TIMP-2, TIMP3, TIMP4 e CDH1 em 81 amostras 

de tumores neuroepitelias, armazenadas em nitrogênio líquido ou em freezer -80ºC, 

provenientes dos bancos de tecido supracitados, compreendendo amostras do período 

entre janeiro de 1996 e maio de 2007 e cinco amostras de tecido cerebral, substância 

branca não neoplásica. Os pacientes ou seus responsáveis diretos foram informados do 

estudo por meio do termo de consentimento livre e esclarecido e após assinatura do termo 

foram incluídos no estudo. Este projeto de doutorado foi aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa do HCRP-USP sob o N°. 11458/2006 (ANEXO). 

 O grupo de pacientes formado por crianças e adolescentes (0 a 20 anos) 

compreende 40 amostras de tumores primários do SNC, composto por 26 indivíduos do 

sexo masculino e 14 do sexo feminino, numa proporção M:F 1,85. A idade média ao 

diagnóstico do grupo foi de 8,5 anos, com uma mediana e desvio-padrão de 8 (±5,1) anos.  
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O grupo de pacientes adultos (acima de 21 anos) foi composto por 41 indivíduos, 

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

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

padrão de 43,5 (±15) anos. Maiores detalhes quanto aos casos estudados estão mostrados 

na Tabela 4.  

 

Tabela 4. Registros, distribuição por gênero, cor, idade ao diagnóstico, histologia e localização 

anatômica do grupo de pacientes avaliados no estudo. 

 
Registro  Sexo Cor Idade ao 

diagnóstico 

Localização  Diagnóstico  

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 ópticas 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 Não-branco 3,1 fossa posterior Astrocitoma Grau I 

TU 654 F Não-branco 12,0  hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau I 

TU 659 M Branco  6,8  vias ópticas Astrocitoma Grau I 

TU 680 F Não-branco 3,0  vias ópticas Astrocitoma Grau I 

TU 740 M Branco  7,1 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau I 

TU 746 F Não-branco 13,3  vias ópticas Astrocitoma Grau I 

TU 784 M Branco  13,2  vias ópticas 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 ópticas Astrocitoma Grau I 

TU 905 M Branco  16,7  vias ópticas Astrocitoma Grau I 

TU 912 M Branco  3,8  fossa posterior Astrocitoma Grau I 

 

Continua 
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254 F Branco 24,8 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau II 

256 M Branco 43,5 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau II 

328 M Não-Branco 39,1 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau II 

341 M Branco 28,6 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau II 

346 M Branco 23,1 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau II 

490 M Branco 35,8 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau II 

577 F Não-Branco 35,8 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau II 

715 F Branco 27,3 fossa posterior Astrocitoma Grau II 

806 M Branco 39,4 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau II 

999 M Branco 25,8 fossa posterior Astrocitoma Grau II 

TU 438 M Branco  8,0 fossa posterior Astrocitoma  Grau III 

TU 788 M Branco  10,4 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau III 

TU 838 M Branco  16,0 
 

fossa posterior Astrocitoma Grau III 

SNC 08  F Branco  44,.5 
 

hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau III 

SNC 71  M Branco  36,6 
 

hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau III 

SNC 74 M Branco  39,4 
 

hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau III 

360 F Branco 32,1 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau III 

514 M Branco 37,6 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau III 

734 M Não-Branco 31,7 fossa posterior Astrocitoma Grau III 

1036 F Branco 46,1 hemisférios cerebrais Astrocitoma Grau III 

SNC 01A F Branco 46,6 hemisférios cerebrais Glioblastoma Multiforme 

SNC 05 F Não-branco 67,5 hemisférios cerebrais Glioblastoma Multiforme 

SNC 134 M Branco 24,4 hemisférios cerebrais Glioblastoma Multiforme 

SNC 06 F Branco 63,9 hemisférios cerebrais Glioblastoma Multiforme 

SNC 154 F Branco 64,2 hemisférios cerebrais Glioblastoma Multiforme 

SNC 159 F Branco 54,4 hemisférios cerebrais Glioblastoma Multiforme 

SNC 14 M Não-branco 39,8 hemisférios cerebrais Glioblastoma Multiforme 

SNC 170 F Branco 68,9 hemisférios cerebrais Glioblastoma Multiforme 

SNC 21 M Não-branco 62,5 hemisférios cerebrais Glioblastoma Multiforme 

SNC 184 M Branco 63,9 hemisférios cerebrais Glioblastoma Multiforme 

SNC 199 F Branco 69,1 hemisférios cerebrais Glioblastoma Multiforme 

SNC 224 F Branco 61,1 hemisférios cerebrais Glioblastoma Multiforme 

SNC 69 M Branco 69,2 hemisférios cerebrais Glioblastoma Multiforme 

SNC 85 M Branco 32,7 hemisférios cerebrais Glioblastoma Multiforme 

Continua 
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SNC 87 M Não-branco 55,5 hemisférios cerebrais Glioblastoma Multiforme 

SNC 96 F Branco 71,9 hemisférios cerebrais Glioblastoma Multiforme 

SNC 198 M Branco 18,2 hemisférios cerebrais Glioblastoma Multiforme 

SNC 191 F Branco 50,5 hemisférios cerebrais Glioblastoma Multiforme 

SNC 179 F Branco 45,5 hemisférios cerebrais Glioblastoma Multiforme 

SNC 137 M Branco 45,9 hemisférios cerebrais Glioblastoma Multiforme 

TU 781 F Branco 19,3 hemisférios cerebrais Glioblastoma Multiforme 

SNC 181 M Branco  23,0  fossa posterior Meduloblastoma 

TU 100 F Branco  9,8  fossa posterior Meduloblastoma 

TU 145 F Branco  14,0  fossa posterior Meduloblastoma 

TU 194 M Branco  1,6  fossa posterior Meduloblastoma 

TU 323 M Branco  12  fossa posterior Meduloblastoma 

TU 335 F Branco  14  fossa posterior Meduloblastoma 

TU 426 M Não-branco 1,5  fossa posterior Meduloblastoma 

TU 449 F Branco  8,0  fossa posterior Meduloblastoma 

TU 467 M Branco  9  fossa posterior Meduloblastoma 

TU 483 F Branco  8,8  fossa posterior Meduloblastoma 

TU 561 M Branco  20,2  fossa posterior Meduloblastoma 

TU 604 M Não-branco 12,5  fossa posterior Meduloblastoma 

TU 612 M Branco  4,0  fossa posterior Meduloblastoma 

TU 617 M Branco  4,0  fossa posterior Meduloblastoma 

TU 706 F Branco  3,7  fossa posterior Meduloblastoma 

TU 764 M Não-branco 4,3  fossa posterior Meduloblastoma 

TU 776 F Branco  11,0  fossa posterior Meduloblastoma 

TU 904 M Branco  3,1  fossa posterior Meduloblastoma 

TU 915 M Branco  6,0  fossa posterior Meduloblastoma 

SNC129 F Branco  33  Substância Branca  

SNC130 F Branco  34  Substância Branca  

SNC148 F Branco  34  Substância Branca  

SNC157 F Branco  35  Substância Branca  

SNC171 F Branco  41  Substância Branca  
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As entidades histológicas estudadas compreendem os tumores neuroepiteliais, 

derivados de astrócitos e o de células embrionárias (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 à distribuição pediátrica e adulta dos casos estudados estão demonstrados na 

Tabela 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diagnóstico Casos Pediátricos Casos Adultos 

n % dos casos n % dos casos 

 
Astrocitomas Grau I 

 

 
18 

 
45 

 
3 

 
7,3 

 
Astrocitomas Grau II 

 

 
0 

 
0 

 
10 

 
24,4 

 
Astrocitomas Grau III 

 

 
3 

 
7,5 

 
7 

 
17,1 

 
Astrocitomas Grau IV 

 

 
1 

 
2,5 

 
20 

 
48,8 

 
Meduloblastoma 

 
18 

 
45 

 
1 

 
2,4 

     

Tabela 5. Distribuição dos casos pediátricos e adultos de neoplasias de SNC  
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3. 2 Métodos 

3.2.1 Microdissecção  

 Todas as amostras de tumor estudadas foram submetidas à microdissecção no 

Laboratório de Patologia da FMRP-USP, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Luciano 

Neder. Esse procedimento tem como objetivo descartar o máximo de interferentes tais 

como: tecido necrótico, tecido cerebral normal e avaliar a integridade do tecido tumoral a 

ser submetido ao estudo molecular. 

Para a microdissecção, a amostra foi colocada sobre plataforma previamente 

resfriada e protegida e imediatamente posicionada na base de corte do criostato. Após um 

novo congelamento rápido em nitrogênio líquido, a amostra foi então posicionada para o 

corte. Foram utilizados dois cortes por material com espessura de aproximadamente 8-10 

µm, imediatamente capturados com lamínula de vidro, corados por hematoxilina e eosina 

e avaliados por aposição de imagem.  

 

3.2.2 Extração do RNA 

 
Após o procedimento de microdissecção as amostras foram maceradas 

completamente com o auxílio de nitrogênio líquido, em seguida foi acrescido à amostra 1 

mL do reagente TRIZOL® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e processado segundo as 

especificações do fabricante aqui citadas resumidamente. Foram adicionados 200 µL de 

clorofórmio para cada 1 mL de TRIZOL® utilizado. Após agitação por 15 segundos, os 

tubos foram centrifugados a 12,000 RPM por 15 minutos à 4ºC. A fase aquosa, 

correspondente ao RNA, foi coletada e transferida para um novo tubo. O RNA foi 

precipitado com 500 µL de álcool isopropílico e mantido à –20ºC por 18 horas. Depois de 
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ser centrifugado à 12000 RPM  por 10 minutos à 4ºC, o sobrenadante foi desprezado e o 

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

minutos à 4ºC, o “pellet” foi diluído em 30 µL de água tratada com DEPC. 

 

3.2.3 Síntese 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 especificações do 

fabricante, aqui citadas resumidamente. Para a síntese de cDNA por este kit, adicionou-se 

1 µL de RNA, 2,5µL de buffer, 1 µL de dNTP, 2,5µL de random primers, 1,25 µL de 

multiscribe e 0,63 µL de RNAsin. Esta solução 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 

realização da RQ-PCR. 

 

3.2.4 Curvas de Calibração  

As curvas de calibração foram elaboradas em quadriplicata, a partir de diluições 

seriadas de cDNA (cDNA diluições 10-1, 10-2, 10-3 e 10-4) derivados das linhagens. 

Diluições de cDNA da linhagem de glioblastoma U343 foram usadas para construção das 

curvas de calibração dos genes MT1-MMP, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e CDH1 e 

diluições 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 três pontos para a construção das curvas-padrão, que 

obtiveram uma eficiência superior a 95%. Somente foram consideradas curvas-padrão 
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satisfatórias para referência aquelas com slope entre 3,1 e 3,9, sendo 3,3 considerado o 

ideal. As Figuras 6 A e 6B mostram exemplos de construção de curvas-padrão. 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Figura 6 A: Curva-padrão de diluições seriadas do gene TIMP-3 fornecidas pelo Aparelho 
7500 Real-Time PCR System® (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 

Figura 6 B: Curva-calibração do gene TIMP-3 fornecida pelo Aparelho 7500 Real-Time 

PCR System® (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 
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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 às condições universais já prontas no aparelho que são: pré aquecimento a 

50ºC por 2 minutos, desnaturação a 95ºC por 10 minutos e 40 ciclos de amplificação e 

quantificação (15 segundos a 95ºC e 60 segundos a 60ºC). 

As reações de RQ-PCR foram realizadas com o kit TaqMan ® Universal PCR 

Master MIX (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), que contém AmpliTaq Gold DNA 

polimerase, dNTPs (dUTP), referência passiva e tampão otimizado. Para reação de PCR, 

foram adicionados 6 µL de TaqMan ® Universal PCR Master MIX, 0,7 µL Sondas 

TaqMan® (Assasys-on-Demand ™), e 6 µL de cDNA diluídos à 1:50. As sondas e 

primers TaqMan® utilizadas neste estudo são do tipo Assasys-on-Demand™, suas 

seqüencias não são disponibilizadas aos usuários, uma vez que essas foram desenhadas e 

validadas pelo fabricante.  

As reações foram realizadas em duplicata para cada amostra e para as linhagens 

celulares e/ou amostras utilizadas na calibração. O mix foi distribuído nas placas de 

polipropileno para 96 reações (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 25ºC por 3 minutos a 3000 RPM e então, 

submetidas à reação. Em todos os experimentos foram utilizadas as mesmas diluições de 

amostras e de controles, bem como a utilização de um controle negativo (branco). 

Somente foram consideradas para análise as amostras de tumores estudadas cuja 

diferença de amplificação entre as duplicatas não 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 reação de PCR. Os 

valores de Ct foram fornecidos pelo software do aparelho 7500 Real- Time PCR System® 

e exportados para análise em uma planilha do MS Excel.  

A expressão final da amostra foi calculada por meio da equação linear: 

y = ax + b, sendo y = expressão do gene; a = slope da curva; x = quantificação obtida 

pelo RQ-PCR (média aritmética do Ct); e b = intercept. 

As equações de cada uma das curvas-padrão bem como as eficiências dos primers 

são demonstradas na Tabela 6. 

 

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

Gene Equação Eficiência dos primers 

MMP2 y = -3,39x + 16,01  1,97 

MMP3 y = -3,29x + 23,11 2,01 

MMP9 y = -3,36x + 20,46  1,98 

MMP14(MT1-MMP) y = -3,32x + 19,95  2,00 

TIMP-1 y = -3,25x + 18,36  2,03 

TIMP-2 y = -3,36x + 18,19 1,98 

TIMP-3 y = -3,19x + 18,46  2,05 

TIMP-4 y = -3,40x + 25,19 1,97 

CDH1 y = -3,34x + 18,42 1,99 

β-Gus y = -3,39x + 19.72 1,97 
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Para normalização dos resultados, foram avaliadas as expressões destes genes 

também para as linhagems e/ou amostras, já citadas anteriormente, assim como a 

expressão do gene housekeeping βGUS em cada amostra estudada. 

 

Assim, a equação final da calibração da expressão é a seguinte: 

            

 

 

 

 
 
 
 
3.3 Análises Estatísticas 
 
 

A comparação das expressões gênicas de tumores entre as diferentes entidades 

histológicas foi realizada pelo teste de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis para variáveis 

não-paramétricas e pelo pós-teste de Dunn para análise multivariada. Curvas de sobrevida 

global (SG) foram construídas a partir do método de Kaplan-Meier. A comparação entre 

as curvas de sobrevida foi realizada pelo teste de log-rank. O nível de significância 

adotado neste estudo foi P<0,05. Todas as análises estatísticas foram realizadas com o 

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

Calibração final 

(∆∆Ct) 

Valor gene amostra alvo / valor βGUS amostra alvo 

=  
Valor gene controle  / valor βGUS controle 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4- RESULTADOS 
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4.1 Padrões de Expressão dos Genes de Migração e Adesão Celular nos Tumores 

Neuroepiteliais  

 
4.1.1 Quanto à Linhagem Celular dos Tumores 
 
 
 Como mencionado, tumores neuroepiteliais são divididos, resumidamente, pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS) em: tumores astrocíticos, tumores ependimários, 

de plexo coróide, do parênquima pineal e tumores embrionários (medulobastomas e 

neuroectodémicos primitivos – PNET). 

  Para a análise do perfil de expressão dos genes de migração (MMP-2, MMP-3, 

MMP-9, MT1-MMP, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4) e do gene de adesão celular 

CDH1 nos tumores neuroepiteliais originários de diferentes linhagens celulares, as 

neoplasias estudadas foram divididas em dois grandes grupos: tumores astrocíticos, que 

compreendem os astrocitomas graus I-IV (n=62), e os embrionários (meduloblastomas) 

(n=19). As medianas de expressão dos genes estudados, bem como os níveis de 

significância encontrados, são demonstradas na Tabela 7. 

Essa análise revelou que os tumores astrocíticos apresentaram níveis de expressão 

dos genes MMP-9, MT1-MM, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4 e CDH1 maiores do 

que as neoplasias derivadas de células embrionárias. Não foram observadas diferenças 

significativas nos níveis de expressão dos genes MMP-2 e MMP-3 entre estes tipos 

tumorais. Os gráficos de dispersão, bem como a representação da mediana de expressão 

dessa comparação, podem ser vistas na Figura 7 A-I. 
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Tabela 7. Mediana, percentils (P25-75) e nível de significância dos valores de expressão 
dos genes de migração e adesão celular em tumores neuroepiteliais nas diferentes 
linhagens celulares (teste não paramétrico Mann-Whitney). 
 

 Tumores astrocíticos 
(n=62) 

Tumores embrionários 
(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* 

MT1-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* 

CDH1 0.01 0.00-0.003 0.001 0.00-0.02 0,0168* 

 

* Diferenças estatísticas significativas 
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FFigura 7. Apresentação dos níveis de expressão dos genes estudados e suas medianas de expressão nos 

grupos de tumores estudados (Teste Mann-Whitney).Continua... 
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 Figura 7. Apresentação dos níveis de expressão dos genes estudados e suas medianas de 

expressão nos grupos de tumores estudados (Teste Mann-Whitney). Continuação 
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4.2 Quanto ao diagnóstico histopatológico dos tumores  
 
         
      Para a melhor avaliação do papel dos genes de migração e adesão celular no 

desenvolvimento e progressão dos tumores neuroepiteliais, foram realizadas comparações 

dos níveis de expressão dos genes estudados entre os diferentes tipos histológicos dos 

tumores e o tecido normal. O grupo de tumores astrocíticos foi agrupado em duas 

categorias: tumores de baixo grau de malignidade (grau I e II, n= 31) e tumores de alto 

grau de malignidade (grau III e IV, n=31).  

Essa análise foi ainda subdivida para se tornar mais didática. Primeiramente, foram 

comparadas as expressões entre os tumores de baixo grau versus alto grau de malignidade 

versus o tecido não neoplásico (substância branca). Em seguida, foi realizada comparação 

apenas entre os tumores astrocíticos de baixo grau versus alto grau de malignidade e 

finalmente comparação entre os tumores astrocíticos de baixo grau versus alto grau de 

malignidade versus meduloblastomas. Análises comparativas envolvendo os 

meduloblastomas e o tecido cerebral não neoplásico não foram realizadas visto que 

substância branca não corresponde à contraparte normal dos meduloblastomas. O perfil 

de expressão de cada gene será discutido individualmente nas secções subseqüentes. 

 

4.2.1 MMP-2 (Gelatinase A) 

  A análise do nível de expressão do gene MMP-2 revelou que tumores astrocíticos 

expressam níveis mais elevados desse gene do que as amostras de tecido não neoplásico. 

As diferenças dos níveis de expressão entre as entidades histológicas estudadas podem 

ser visualizadas na Tabela 8. Na comparação realizada apenas entre os astrocitomas de 
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baixo e alto grau de malignidade não foi observada diferença significativa da expressão 

do gene MMP-2 (Figura 8A). O mesmo foi observado na comparação realizada entres os 

grupos de tumores astrocíticos e os meduloblastomas (Figuras 8B). O perfil da expressão 

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

 

Tabela 8.Comparação estatística da expressão do gene MMP-2 entre os tumores 
astrocíticos e o tecido não neoplásico (teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis e pós-
teste de Dunn). 
 

 

 

 

 

 

Figura 8. (A) Comparações estatísticas da expressão de MMP-2 entre Astrocitomas de 

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

Comparação estatística da expressão de MMP-2 entre os grupos de tumores astrocíticos e 

os meduloblastomas (Teste não-paramétrico Kruskal-Wallis). 

Tipos Histológicos P 

  Normal  vs Baixo Grau < 0,01 

  Normal  vs Alto Grau  < 0,001 

  Baixo Grau  vs Alto Grau ns 

ns 
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Figura 9. Perfil da expressão do gene MMP-2 nas amostras estudadas. 

 

4.2.2 MMP-3 (Estromalisina 1) 

 A análise da expressão do gene MMP-3 entre a substância branca e os 

astrocitomas de baixo e alto grau de malignidade não revelou nenhuma diferença 

significativa conforme mostrado na Tabela 9. 

  Resultado semelhante foi observado quando comparados os níveis de expressão 

do gene MMP-3 entres os dois grupos de tumores astrocíticos (Figura 10 A). Entretanto, a 

análise comparativa entre os grupos de tumores astrocíticos e os meduloblastomas 

revelou que os astrocitomas de alto grau de malignidade apresentam maior nível de 

expressão em relação aos meduloblastomas (Figura 10 B). Os níveis de expressão entre 

os astrocitomas de baixo grau e os meduloblastomas não apresentaram diferenças 

estatísticamente significativas. O perfil da expressão do gene MMP-3 nas amostras 

estudadas é apresentado na Figura 11. 
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Tabela 9.Comparação estatística da expressão do gene MMP-3 entre os tumores 
astrocíticos e o tecido não neoplásico (teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis e pós-
teste de Dunn). 
 

 

 

 

 

Figura 10. (A) Comparações estatísticas da expressão de MMP-3 entre Astrocitomas de 

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

Comparação estatística da expressão de MMP-3 entre os grupos de tumores astrocíticos e 

os meduloblastomas (Teste não-paramétrico Kruskal-Wallis). 

 

Tipos Histológicos P 

Normal  vs Baixo Grau ns 

Normal  vs Alto Grau ns 

Baixo Grau  vs Alto Grau ns 

 

P= 0,028 



Fábio José Nascimento Motta                                                                               Resultados 

__________________________________________________________________________________ 
51

 

 

  

 

 

 

Figura 11. Perfil da expressão do gene MMP-3 nas amostras estudadas. 

 

4.2. 3 MMP-9 (Gelatinase B) 

       A comparação dos níveis de expressão do gene MMP-9 entre os tumores astrocíticos 

e tecido não tumoral revelou que os astrocitomas apresentam maiores níveis de MMP-9 

em relação ao tecido não neoplásico. As diferenças de expressão entre os tumores de 

baixo grau e tecido normal não foram significativas conforme demonstrado na Tabela 10.  

 Quando comparados somente os dois grupos de tumores astrocíticos, a expressão  

mais  elevada do gene MMP-9 nos astrocitomas de alto grau torna-se mais evidente 

(Figura 12 A). Os níveis de expressão de MMP-9 nos meduloblastomas são semelhantes 

aos observados nos astrocitomas de baixo grau. Os astrocitomas de alto grau 

apresentaram maior expressão desse gene frente aos meduloblastomas (Figura 12 B). O 

perfil de expressão do gene MMP-9 nas amostras estudadas é apresentado na Figura 13. 
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Tabela 10. Comparação estatística da expressão do gene MMP-9 entre os tumores 
astrocíticos e o tecido não neoplásico (teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis e pós-
teste de Dunn). 
 

 
 

 

Figura 12. (A) Comparações estatísticas da expressão de MMP-9 entre Astrocitomas de 

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

Comparação estatística da expressão de MMP-9 entre os grupos de tumores astrocíticos e 

os meduloblastomas (Teste não-paramétrico Kruskal-Wallis). 

 

 

 

 

 

 

Tipos Histológicos P 

Normal  vs Baixo Grau ns 

Normal  vs Alto Grau  < 0,001 

Baixo Grau  vs Alto Grau  < 0,01 

P < 0,001 
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 Figura 13. Perfil de expressão do gene MMP-9 nas amostras estudadas. 

 

4. 2.4 MT1-MMP (MMP-14) 

         A comparação do nível de expressão do gene MT1-MMP entre a substância branca 

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

expressão do gene MT1-MMP são encontrados nos tumores astrocíticos, conforme 

apresentado na Tabela 11. 

 A análise comparativa realizada apenas entre os grupos de astrocitomas revelou 

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

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

observadas diferenças significativas entre os astrocitomas de baixo grau e os 

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

malignidade apresentaram maior nível de expressão frente aos meduloblastomas (Figura 
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14 B). O perfil de expressão do gene MT1-MMP nas amostras estudadas é apresentado na 

Figura 15. 

 

Tabela 11. Comparação estatística da expressão do gene MT1-MMP entre os tumores 
astrocíticos e o tecido não neoplásico (teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis e pós-
teste de Dunn). 

 

 
 
Figura 14. (A) Comparações estatísticas da expressão de MT1-MMP entre Astrocitomas 

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

Comparação estatística da expressão de MT1-MMP entre os grupos de tumores 

astrocíticos e os meduloblastomas (Teste não-paramétrico Kruskal-Wallis). 

Tipos Histológicos P 

Normal  vs Baixo Grau < 0,05 

Normal  vs Alto Grau  < 0,001 

Baixo Grau  vs Alto Grau  0,035 
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Figura 15. Perfil de expressão do gene MT1-MMP nas amostras estudadas. 

 

4. 2.5 TIMP-1 

         A análise do nível de expressão do gene TIMP-1 revelou que os tumores 

astrocíticos apresentam maiores níveis de expressão desse gene em relação ao tecido não 

neoplásico estudado, conforme apresentado na Tabela 12. 

 Não foram observadas diferenças significativas na expressão de TIMP-1 nas 

comparações diretas entre os tumores astrocíticos de baixo e alto grau (Figura 16A). 

Diferenças significativas foram observadas entre os tumores astrocíticos de baixo grau e 

de alto grau de malignidade e os meduloblastomas (Figura 16B). O perfil de expressão do 

gene TIMP-1 nas amostras estudadas é apresentado na Figura 17. 
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 Tabela 12. Comparação estatística da expressão do gene TIMP-1 entre os tumores 
astrocíticos e o tecido não neoplásico (teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis e pós-
teste de Dunn). 

 

 

 

Figura 16. (A) Comparações estatísticas da expressão de TIMP-1 entre Astrocitomas de 

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

Comparação estatística da expressão de TIMP-1 entre os grupos de tumores astrocíticos e 

os meduloblastomas (Teste não-paramétrico Kruskal-Wallis). 

 
 

 

Tipos Histológicos P 

Normal  vs Baixo Grau  < 0,05 

Normal  vs Alto Grau  < 0,01 

Baixo Grau  vs Alto Grau ns 

 

P<0,0001 

P < 0,001 
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Figura 17. Perfil de expressão do gene TIMP-1 nas amostras estudadas. 
 
 

4.2.6 TIMP-2 

 Não foram observadas diferenças significativas nos níveis de expressão de TIMP-

2 entre o tecido não neoplásico e os tumores astrocíticos estudado, conforme apresentado 

na Tabela 13.  

 Quando a análise comparativa desse gene é realizada apenas entre os grupos de 

astrocitomas, observou-se que o nível de expressão de TIMP-2 em astrocitomas de baixo 

grau é mais elevado do que o observado nos tumores astrocíticos 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 níveis de expressão de TIMP-2  

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

gene TIMP-2 nas amostras estudadas é apresentado na Figura 19. 
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Tabela 13. Comparação estatística da expressão do gene TIMP-2 entre os tumores 

astrocíticos e o tecido não neoplásico (teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis e pós-

teste de Dunn). 

 

 

Figura 18. (A) Comparações estatísticas da expressão de TIMP-2 entre Astrocitomas de 

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

Comparação estatística da expressão de TIMP-2 entre os grupos de tumores astrocíticos e 

os meduloblastomas (Teste não-paramétrico Kruskal-Wallis). 

 
 
 
 

Tipos Histológicos P 

Normal  vs Baixo Grau ns 

Normal  vs Alto Grau ns 

Baixo Grau  vs Alto Grau < 0,05 

P<0,0001 

P<0,01 
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Figura 19. Perfil de expressão do gene TIMP-2 nas amostras estudadas 

 

4. 2.7 TIMP-3 

 Observou-se que o nível de expressão do gene TIMP-3 nos tumores astrocíticos é 

significativamente maior quando comparados ao do tecido normal estudado, sobretudo 

nos astrocitomas de baixo grau. Os níveis de expressão de TIMP-3 no tecido não tumoral 

são semelhantes aos observados nos tumores astrocíticos de alto grau, conforme exposto 

na Tabela 14. 

 Os resultados obtidos pela comparação direta entre os astrocitomas de baixo grau 

com os de alto grau de malignidade mostraram que os primeiros apresentam maiores 

níveis de expressão do gene TIMP-3 (Figura 20A). Os tumores astrocíticos de baixo grau 

e de alto grau de malignidade apresentam maior expressão de TIMP-3 quando 

comparados com os meduloblastomas (Figura 20B). O perfil de expressão do gene TIMP-

3 nas amostras estudadas é apresentado na Figura 21. 
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Tabela 14. Comparação estatística da expressão do gene TIMP-3 entre os tumores 
astrocíticos e o tecido não neoplásico (teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis e pós-
teste de Dunn). 
 

 

 
 
 
 
Figura 20. (A) Comparações estatísticas da expressão de TIMP-3 entre Astrocitomas de 

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

Comparação estatística da expressão de TIMP-3 entre os grupos de tumores astrocíticos e 

os meduloblastomas (Teste não-paramétrico Kruskal-Wallis). 

 

 

Tipos Histológicos P 

Normal  vs Baixo Grau < 0,001 

Normal  vs Alto Grau ns  

Baixo Grau  vs Alto Grau  < 0,001 

P < 0,01 
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Figura 21. Perfil de expressão do gene TIMP-3 em todas as amostras estudadas. 

 

4. 2.8 TIMP-4 

 Nas comparações realizadas entre os grupos de tumores astrocíticos e a substância 

branca não neoplásica, foram observados níveis de expressão significativamente maiores 

nos tumores astrocíticos quando comparadas ao tecido normal, conforme demonstrado na 

Tabela 15. A comparação direta do nível de expressão desse gene entre os grupos de 

tumores astrocíticos revelou que os astrocitomas de baixo grau possuem níveis de 

expressão do gene TIMP-4 mais elevados (Figura 22A). As análises comparativas dos 

níveis de expressão de TIMP-4 entre os graus de malignidade dos tumores astrocíticos e 

os meduloblastomas revelaram que os astrocitomas de baixo grau apresentaram maior 

expressão desse gene em relação aos meduloblastomas. Os níveis de expressão de TIMP-

4 observados nos astrocitomas de alto grau e meduloblastomas foram semelhantes 

(Figura 22B). O perfil de expressão do gene TIMP-4 em todas as amostras estudadas é 

apresentado na Figura 23. 
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Tabela 15 Comparação estatística da expressão do gene TIMP-4 entre os tumores 
astrocíticos e o tecido não neoplásico (teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis e pós-
teste de Dunn). 
 

 

 

 
 
Figura 22. (A) Comparações estatísticas da expressão de TIMP-4 entre Astrocitomas de 
baixo e alto grau de malignidade (Teste não-paramétrico Mann-Whitney). (B) 
Comparação estatística da expressão de TIMP-4 entre os grupos de tumores astrocíticos e 
os meduloblastomas (Teste não-paramétrico Kruskal-Wallis). 

Tipos Histológicos P 

Normal  vs Baixo Grau < 0,01 

Normal  vs Alto Grau   0,01 

Baixo Grau  vs Alto Grau < 0,01 

   ns 
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Figura 23. Perfil de expressão do gene TIMP-4 em todas as amostras estudadas. 

 

4. 2.9  CDH1 

  Observou-se que os níveis de expressão do gene da E-caderina foram maiores nas 

amostras de tecido cerebral normal do que nas amostras de tumores astrocíticos. Os 

astrocitomas de baixo grau também apresentaram níveis de expressão maiores que os 

tumores de alto de grau de malignidade, conforme apresentado na Tabela 16 e na Figura 

24 A. 

  A comparação do nível de expressão desse gene entre os grupos de astrocitomas e 

os meduloblastomas, revelou que os astrocitomas de baixo grau apresentaram maior 

expressão do gene CDH1 frente aos meduloblastomas, enquanto que, os 

meduloblastomas e os astrocitomas de alto grau apresentaram níveis semelhantes de 

expressão desse gene (Figura 24 B). 
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Tabela 16. Comparação estatística da expressão do gene CDH1 entre os tumores 
astrocíticos e o tecido não neoplásico (teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis e pós-
teste de Dunn). 
 
   

  

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

Tipos Histológicos P 

Normal  vs Baixo Grau  < 0,05 

Normal  vs Alto Grau  < 0,001 

Baixo Grau  vs Alto Grau  < 0,001 

Figura 24. (A) Comparações estatísticas da expressão de CDH1 entre Astrocitomas de baixo e alto 
grau de malignidade (Teste não-paramétrico Mann-Whitney). (B) Comparação estatística da 
expressão de CDH1 entre os grupos de tumores astrocíticos e os meduloblastomas (Teste não-
paramétrico Kruskal-Wallis). 
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  Na tentativa de elucidar em que momento da progressão tumoral se inicia a 

diminuição da expressão da E-caderina, foi realizado a comparação direta do tecido 

normal com  os astrocitomas de grau I de malignidade. Essa comparação  revelou que o 

tecido normal apresenta maior nível de expressão de CDH1, demonstrado que a 

diminuição da expressão da E-caderina parece ser um evento precoce no 

desenvolvimento dos tumores neuroepiteliais (Figura 25). Uma visão geral do perfil de 

expressão do gene CDH1 nas amostras estudadas é apresentada na Figura 26. 

 

 

Figura 25. Comparação estatística entre tecido não neoplásico versus astrocitomas 

pilocíticos (Grau I ). 
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Figura 26. Perfil de expressão do gene CDH1 em todas as amostras estudadas 
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4.3 Quanto ao Local Primário de Origem Tumoral 
 
 Os astrocitomas grau I de malignidade, também conhecidos, como astrocitomas 

pilocíticos são tumores com características benignas com baixo poder invasivo, que se 

originam geralmente nos hemisférios cerebrais. Eventualmente, algumas dessas 

neoplasias emergem em outras localizações como: vias ópticas, hipotálamo e na hipófise. 

Esse subgrupo de astrocitomas pilocíticos costuma apresentar um perfil epidemiológico, 

evolução clínica e padrão de resposta à quimioterapia e/ou radioterapia diferenciados, sob 

os aspectos clínico-biológicos estes tumores costumam ser bem mais agressivos que os 

demais astrocitomas pilocíticos localizados nos hemisférios cerebrais. 

 Para avaliar se há algum envolvimento dos genes de migração e adesão celular no 

comportamento diferenciado desse subgrupo de neoplasias cerebrais avaliou-se o perfil 

de expressão desses genes  nos astrocitomas pilocíticos, separando aqueles que se 

originaram no hipotálamo/hipófise e vias ópticas dos de demais localizações 

(supratentoriais, fossa posterior e medula espinhal). A análise comparativa entre os 

grupos de astrocitomas pilocíticos estão demonstradas na Tabela 17.   

 O gene MMP-9 apresentou expressão significativamente maior nos tumores 

localizados no hipotálamo/hipófise/vias ópticas em relação ao grupo de tumores das 

demais localizações. Essa característica pode ser um dos fatores responsáveis pelo 

comportamento biológico-clínico desse grupo de tumores (Figura 27). 
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Tabela 17: Valores da mediana, percentis 25-75 e nível de significância para os genes de 
migração e adesão celular estudados  quanto ao local de origem do tumor (teste não 
paramétrico Mann-Whitney). 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 27. Apresentação dos níveis de expressão do gene MMP-9 e suas medianas de 
expressão nos grupos de astrocitomas pilocíticos de diferentes localizações  (Teste não 
paramétrico Mann-Whitney). 
 

 hipotálamo/hipófise/vias ópticas 
(n=7) 

 

Demais localizações  
(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* 

MT1-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 

CDH1 0,022 0,009-0,179 0.021 0,005-0,033 0,478 

 

MMP-9

V.ópticas/Hipo/Hipot Demais localizações
0.001

0.01

0.1
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4.4 Quanto à sobrevida global 
 
  
 Para se avaliar o possível impacto da expressão dos genes de migração e adesão 

celular na sobrevida global nos pacientes com tumores neuroepiteliais, estes foram 

divididos em dois grupos distintos. Pacientes que apresentavam valores de expressão 

abaixo da mediana foram classificados como hipoexpressos para aquele gene de estudo; 

de forma semelhante, pacientes com valor de expressão 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 é o tumor de linhagem astrocítica mais agressivo, e também 

nos pacientes acometidos por meduloblastomas.  

Os pacientes com diagnóstico de astrocitomas de baixo grau (astrocitomas grau I 

e II) não foram avaliados quanto ao impacto dos genes de migração e adesão celular na 

sobrevida global.  As curvas de sobrevida global foram construídas pelo método de 

Kaplan-Meier e a validação destas realizada pelo teste estatístico 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.  

Não foram observadas diferenças significativas nas curvas de sobrevida dos 

pacientes acometidos por astrocitomas de alto grau e meduloblastomas. Entretanto, as 

análises de sobrevida envolvendo a curva de sobrevida do gene MMP-9 nos 

glioblastomas revelou que os pacientes com expressão acima da mediana apresentaram 

sobrevida menor, em relação aos pacientes com expressão abaixo da mediana (P= 0,007).  
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Esse dado foi submetido ao teste multivariado de Cox, onde se avaliou a 

independência desse evento em relação a outro importante fator prognóstico nos 

glioblastomas, a idade dos pacientes. Para essa análise esse grupos de pacientes foram 

ainda subdivididos em pacientes acima de 45 anos e abaixo de 45 anos. A análise 

multivariada revelou que a expressão aumentada de MMP-9  é um fator independente da 

idade dos pacientes (P=0,013), o que caracteriza a expressão de MMP-9 como um 

importante fator prognóstico no estudo dos glioblastomas.  

 

 

 

 

 

 

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 migração e 

adesão celular estudados. Continua..... 
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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 migração e adesão 

celular estudados. Continuação 
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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 migração e adesão 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 migração e adesão celular 
estudados.Continuação 
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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 migração e adesão 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 migração e adesão celular 
estudados. Continuação 
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Para avaliar a influência da expressão aumentada de vários dos genes  MMPs e 

TIMPs em um mesmo paciente, e não apenas o aumento da expressão dos genes 

isoladamente, com a sobrevida global, foi avaliado o papel da expressão aumentada do 

conjunto de três 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 expressão aumentada.  

As curvas de sobrevida cumulativa e a comparação entre as sobrevidas para 

pacientes com os diagnósticos de astrocitomas de alto grau, glioblastomas e 

meduloblastomas estão demonstradas nas Figuras 31, 32 e 33, respectivamente. Não foi 

observada nenhuma influencia da expressão aumentada do conjunto de genes de adesão e 

migração celular na sobrevida global dos pacientes acometidos por tumores 

neuroepiteliais. 

 

 

 
Figura 31. (A) Curva de sobrevida do conjunto da expressão de MMPs nos Astrocitomas de 
Alto grau (graus III e IV). (B) Curva de sobrevida do conjunto da expressão  de TIMPs nos 
Astrocitomas de Alto grau (graus III e IV). 
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Figura 32. (A) Curva de sobrevida do conjunto da expressão de MMPs nos 
Glioblastomas. (B) Curva de sobrevida do conjunto da expressão de TIMPs nos 
Glioblastomas. 
 
 
 
 
 
 

Figura 33. (A) Curva de sobrevida do conjunto da expressão de MMPs nos 
Meduloblastomas. (B) Curva de sobrevida do conjunto da expressão de TIMPs nos 
Meduloblastomas. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5- DISCUSSÃO 

 



79 
Fábio José Nascimento Motta                                                                              Discussão 

__________________________________________________________________________________ 
 

Desde a descoberta das MMPs em 1962 por Gross e Lapière essas enzimas têm 

despertado grande interesse nos pesquisadores pelo seu envolvimento em diversos eventos 

fisiológicos e patológicos. No entanto, apenas na década de 80 surgiram indícios do 

envolvimento das MMPs no desenvolvimento e na progressão das neoplasias (MATRISIAN  

et al.,1986). 

As propriedades invasivas dos tumores do SNC são de grande importância clínica, 

uma vez que estas contribuem para o comportamento agressivo desses tumores (RAO, 2003). 

Por razões ainda não muito bem esclarecidas a maioria dos tumores neuroepiteliais primários 

não evolui com metástases sistêmicas. 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-áxis pelo fluido cérebro-espinhal.  

O mecanismo de invasão dos tumores neuroepiteliais é um processo complexo onde 

as células tumorais precisam se destacar da massa tumoral parental e se unir novamente a 

MEC. A este processo é associado um aumento na mobilidade celular e da capacidade das 

células tumorais de hidrolisar proteínas, proteoglicanos e carboidratos pertencentes a MEC. 

Essas células realizam esta tarefa através da produção excessiva de proteases que modificam 

a matriz extracelular, criando assim, um acesso para os tecidos vizinhos e que propicia a 

migração para outras partes do cérebro (LEVICAR et al.,2003). 

Dentre as proteases capazes de degradar a MEC do tecido cerebral, estão as MMPs. A 

integridade da matriz extracelular depende de um equilíbrio dinâmico entre as MMPs e 

TIMPs. A perda desse equilíbrio pode levar à criação de um ambiente permissivo à instalação 

e desenvolvimento de um processo neoplásico no tecido cerebral.  
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Alguns estudos têm demonstrado o envolvimento das MMPs e TIMPs, bem como das 

moléculas de adesão 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 alterações de expressão desses genes parecem estar ligadas diretamente a 

capacidade invasiva das células tumorais. Classicamente, as MMPs são tidas como moléculas 

responsáveis pela promoção do crescimento tumoral, enquanto que as TIMPs, agiriam 

bloqueando a capacidade invasiva das neoplasias (DERYUGINA; QUINLEY, 2006) 

O presente estudo avaliou o perfil de expressão dos genes relacionados com a 

migração e adesão celular (MMP-2, MMP-3, MMP -9; MT1-MMP; TIMP-1; TIMP-2; TIMP-

3; TIMP -4 e CDH1) em uma série de tumores neuroepiteliais, onde observamos níveis de 

expressão distintos entre os tipos histológicos e graus de malignidade estudados. 

Os astrocitomas de alto grau e meduloblastomas são tumores neuroepiteliais de 

diferentes origens celulares e altamente invasivos. A degradação da MEC é uma condição 

sine qua non para capacidade invasiva desses tumores. A comparação entre os tumores de 

origem glial, astrocitomas, e os tumores embrionários revelou que os genes MMP-9, MT1-

MMP, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4 e CDH1 são mais expressos nos tumores 

astrocíticos em relação aos tumores embrionários. Não foi observada diferença significativa 

na expressão dos genes MMP-2 e MMP-3 entre essas duas linhagens celulares. É válido 

ressaltar que a expressão de MMP-2 é constitutiva e que não foi detectada expressão de 

MMP-3 em muitas das amostras estudadas.  

Nossas observações sugerem que os diferentes níveis de expressão dos genes 

supracitados, devem ser relacionados com as diferenças no comportamento clínico-biológico 

observadas entre astrocitomas e os meduloblastomas. Entretanto, esse dado deve ser 

analisado cuidadosamente visto a grande diferença no número amostral entre os tipos 
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celulares estudados que compreenderam 62 tumores astrocíticos contra 19 tumores 

embrionários. Essas diferenças nos níveis de expressão dos genes estudados tornaram-se 

muito mais informativas quando comparados os tipos histológicos 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) são sem dúvida as metaloproteinases de 

matriz mais bem estudas nos tumores do SNC, e têm 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 astrocíticos apresentaram maior expressão dos genes 

MMP-2 e MMP-9 quando comparados à substância branca estudada. Essa observação está 

diretamente ligada à própria natureza invasiva desses tumores, pois relatos na literatura 

apontam que os níveis de expressão dessas gelatinases são geralmente baixos no tecido 

cerebral normal (VAN METER et  al., 2001). 

Os tumores astrocíticos de alto grau apresentaram níveis ligeiramente maiores de 

expressão do gene MMP-2 quando comparados com os tumores de baixo grau, entretanto 

essa diferença não foi significativa, embora próximo do significativo (P=0,062). Também não 

observamos nenhuma influência da expressão de MMP-2 na sobrevida global dos pacientes 

acometidos pelos tumores estudados. Por outro lado, os dados obtidos por Jäälinojä et al. 

(2000), através de imunohistoquímica de 101 amostras de neoplasias do SNC, demonstraram 

que expressão elevada da proteína MMP-2 é uma característica das neoplasias de  alto grau 

de malignidade e está  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 análises 

imunohistoquímicas, encontraram evidências de que MMP-2 e não MMP-9 é associado ao 

aumento da agressividade em tumores astrocíticos. 

As análises de expressão do gene MMP-9 revelaram que este gene é mais expresso 

nos tumores astrocíticos do que no tecido não tumoral. Essa expressão é muito mais 

acentuada nos tumores de mais alto grau de malignidade, sobretudo nos glioblastomas em 

comparação com os de baixo grau e aos meduloblastomas. Nosso estudo revelou ainda que, 

astrocitomas pilocíticos originados nas vias ópticas, hipotálamo e hipófise, sabidamente mais 

agressivos, apresentam níveis de expressão de MMP-9 superiores quando comparados aos 

tumores originados nos hemisférios cerebrais. Estas observações sugerem que hiperexpressão 

de MMP-9 é um dos principais mecanismos necessários ao aumento da capacidade invasiva e 

da agressividade dos tumores do SNC.  

Nossos dados demonstraram ainda que, a hiperexpressão de MMP-9 em pacientes 

acometidos por glioblastomas contribui significativamente para diminuição da sobrevida 

global. Análises multivariadas sugerem que a hiperexpressão de MMP-9 seja um fator 

prognóstico independente de suma importância para manejo de pacientes acometidos por 

glioblastomas. Essas observações sustentam a hipótese de que alteração na expressão do gene 

MMP-9 é determinante na agressividade nos tumores neuroepiteliais. 

Komatsu et al. (2004) estudaram a expressão de MMPs-2 e -9 em gliomas humanos 

com auxílio de duas técnicas distintas imunohistoquímica e RQ-PCR. As análises 

imunohistoquímicas não revelaram correlação da expressão da proteína MMP-2 com o grau 

de malignidade. Entretanto, as análises quantitativas de mRNA  demonstraram que os 

tumores de mais alto grau, como glioblastomas, apresentam níveis 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 diferenças metodológicas podem ser determinantes para os 

resultados conflitantes encontrados na literatura. 

A elevação dos níveis de expressão de MMP-2 e MMP-9 e suas relações com os 

tumores neuroepiteliais de maior agressividade e maior capacidade de invasão 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 expressão elevada de MMP-2 e MMP-

9 são os melhores preditores da invasão das células de gliomas de alto grau. 

Outra importante observação que evidencia a relevância prognóstica da elevação da 

expressão de MMP-9 foi demonstrada por Hormigo et al. (2006) que detectaram a elevação 

da proteína MMP-9 no soro de pacientes acometidos por gliomas de alto grau, o que não foi 

observado nos tumores de baixo grau e no tecido não neoplásico. Esses autores sugerem 

ainda que, MMP-9 pode ser usado como um biomarcador importante no manejo dos 

pacientes acometidos por glioblastoma. 

Os níveis de expressão dos genes MMP-2 e MMP-9 nos meduloblastomas estudados 

são semelhantes aos observados nos tumores astrocíticos de baixo grau de malignidade. 

Resultados semelhantes foram observados por Vince et al. (2001) que, através de 

imunohistoquímica e zimografia, verificaram níveis de expressão mais discretos dessas 

gelatinases nos meduloblastomas em comparação aos glioblastomas. Esses autores 

observaram ainda que a proteína MMP-2 é mais comumente encontrada em área de intensa 

atividade proliferativa, enquanto que MMP-9 está relacionada a sítios de angiogênese nos 

meduloblastomas. Ozen et al. (2004) observaram, também, maior imunoreatividade de  

MMP-9 nas células endoteliais dos meduloblastomas em comparação com MMP-2. 
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A angiogênese é um processo onde novos vasos são formados a partir de células 

endoteliais de vasos adjacentes altamente dependentes da migração/invasão das células 

endoteliais para os tecidos. A MEC age seqüestrando/armazenando fatores promotores da 

angiogênese tais como VEGF, bFGF e TGF1, que são liberados durante a degradação 

proteolítica da MEC. Nesse sentido, as MMPs desempenham uma função crítica no processo 

de angiogênese. As MMPs contribuem tanto promovendo quanto inibindo a angiogênese 

(RUNDHAUG, 2005; JAIN et al., 2007; ZHAO et al., 2008).  

As gelatinases parecem ser as principais promotoras da invasão das células endoteliais 

no SNC (LAKKA et al.,2005). A MMP-2 é expressa constitutivamente pelas células 

endoteliais e interage com a trombina presente em níveis elevados em sítios angiogênicos, o 

que leva à ativação da proteína C na superfície do endotélio. A proteína 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 é então secretada pelas vesículas 

intracelulares das células endoteliais para potencializar a degradação da membrana basal. 

Quando a membrana basal atinge o interstício, a abundância de colágeno tipo I continua 

retroalimentando a ativação de MMP-2 por um período de maior tempo, consolidando assim 

o processo de angiogênese (NGUYEN et al., 2001).  

Os glioblastomas são tumores astrocíticos de maior comportamento invasivo. Essa 

propriedade está intimamente associada ao seu alto nível de vascularização. Estudos in vivo e 

in vitro relatam que MMP-2 e MMP-9 são hiperexpressos nas células endoteliais de 

glioblastomas (VINCE et al., 2001). O envolvimento direto desses genes no processo de 

angiogênese pode ser a explicação para nossa observação de que, as maiores medianas de 

expressão de MMP-2 e MMP-9 são encontradas nos tumores de alto grau de malignidade. 

Resultados semelhantes foram encontrados por Munaut et al. (2003) que observaram, ainda, 

que a hiperexpressão das  MMP-2 e MMP-9 é correlacionada com hiperexpressão do fator de 
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crescimento  vascular endotelial (VEGF) nos glioblastomas, um dos principais mediadores da 

angiogênese. 

Não foram encontrados na literatura trabalhos envolvendo a influência de 

polimorfismos na expressão dos genes MMP-2 e MMP-9 em tumores neuroepiteliais. 

Elevação na expressão de MMP-2 e MMP-9 e suas implicações clínico-biológicas em outros 

tumores são relatadas em uma série de estudos na literatura. Cho et al. (2007) relataram que 

hiperexpressão de MMP-9 é relacionada ao mau prognóstico nos tumores colorretais. 

Observações semelhantes foram obtidas por Kawata et al. (2007) em tumores renais e por 

Iniesta et al. (2007) nos tumores de pulmão de células não pequenas. Nossas observações são 

sugestivas de que a elevação da expressão 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 análise de expressão dos níveis 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 não neoplásico. É relevante mencionar que 53 (65,43%) das amostras 

estudadas não apresentaram níveis de expressão de MMP-3 detectáveis. Não foram 

observadas diferenças significativas entre os níveis de expressão desse gene entre os tumores  

astrocíticos de baixo e alto grau, o que pode ser reflexo direto da quantidade elevada de 

amostras sem expressão desse gene. É importante ressaltar que não encontramos na literatura 

nenhum relato da análise de expressão deste gene nos tumores neuroepiteliais pela técnica de 

RQ-PCR. 
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A literatura acerca da expressão 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 imuhistoquímica, os quais, observaram que a 

expressão de MMP-3 é muito fraca nos tumores neuroepiteliais e não demonstram qualquer 

relação da expressão desse gene com os graus de  malignidade e tipo histológico dos tumores 

estudados. Vince et al. (1999) estudaram  a expressão de MMP-3 em uma série de 

glioblastomas, através de técnicas de RT-PCR e imunohistoquímica, e não encontraram 

expressão da proteína MMP-3 em nenhuma das 56 amostras estudadas. Entretanto, as 

observações de Bodey et al. (2000) evidenciaram elevados níveis de imunoreatividade da 

proteína MMP-3 em tumores astrocíticos de baixo grau, principalmente em regiões da MEC 

localizadas próximas a vasos sangüíneos. 

Dados de Western blot e zimografia obtidos por Mercapide et al. (2003) revelaram 

que a expressão de MMP-3 é  significativa em culturas de células derivadas de astrocitomas  

e que essa proteína é diretamente envolvida no aumento da capacidade invasiva dessas 

células.  

Cheng et al. (2007) também descreveram que a elevação da expressão de MMP-3 em 

linhagens derivadas de gliomas humanos (T98G) aumentam significativamente a capacidade 

de migração e invasão 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 proteína parece não influenciar diretamente a capacidade invasiva dos 

glioblastomas in vivo. 

As maiores medianas de expressão desse gene foram observadas nos Astrocitomas 

anaplásicos (grau III). Esse resultado pode ser relacionado à capacidade de MMP-3 de 

degradar o colágeno tipo IV, um dos principais constituintes da membrana basal dos vasos  
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sangüíneos cerebrais, além da ativação de pró-MMP-9 importante mediador da angiogênese, 

visto que este tumor também apresenta um nível de vascularização considerável. 

Não foram encontrados na literatura relatos acerca do envolvimento direto de MMP-3 

e a vascularização nos tumores neuroepiteliais. Entretanto, há relatos indicando que a 

elevação da expressão de MMP-3 apresenta uma função crítica na migração celular, invasão e 

angiogênese tanto em neoplasias quanto em outros processos patológicos (VIHINEN  et al., 

2002; RAÏF, 2008).  

Não observamos relação entre a hiperexpressão de MMP-3 nos tumores 

neuroepiteliais e a sobrevida global dos pacientes estudados. Por outro lado, há relatos na 

literatura de que a expressão elevada de MMP-3 implica na redução da sobrevida global de 

pacientes acometidos por tumores colorretais (ZINZINDOHOUÉ et al., 2005) e de bexiga 

(NAKOPOULOU et al., 2001). 

Em vista desses resultados, novos estudos envolvendo a expressão de MMP-3 seriam 

de grande importância para elucidar o papel dessa MMP nos fatores que promovem a 

agressividade (progressão, invasão e angiogênese) nos tumores neuroepiteliais. 

 

 

5.3 MMP-14 (MT1-MMP) 

 

 MT1-MMP é considerada uma molécula promotora da invasão das células tumorais e 

facilitadora de metástases. Essa MMP propicia que tanto as células normais quanto as células 

neoplásicas adquiram capacidade invasiva, através de sua propriedade de degradar o colágeno 

pericelular, facilitando também angiogênese através da ativação de células endoteliais. Essa 

atividade foi documentada tanto em experimentos in vivo quanto in vitro (MARTIN; 
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MATRISIAN, 2007). A atividade pró-invasiva de MT1-MMP foi relacionada com 

progressão e invasão 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 substância branca usadas como controle. Além disso, dentre os tumores 

neuroepiteliais estudados a maior mediana de expressão foi encontrada nos glioblastomas. 

Nossos dados são compatíveis com os relatos na literatura sobre o envolvimento de MT1-

MMP na progressão 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 relações diretas entre o aumento da expressão de 

MT1-MMP e a evolução dos tumores neuroepiteliais destaca-se o de Nuttall et al. (2003), 

onde esses autores observaram um aumento de mais de 21 vezes do nível de mRNA nos 

glioblastomas em relação ao tecido cerebral não tumoral. A hiperexpressão dessa MMP 

também é relata em linhagens celulares de glioblastoma (U251), a mais invasiva das 

linhagens testadas por esses autores. Essa elevação nos níveis de MT1-MMP foi 

acompanhada pela hiperexpressão das MMP-2 e MMP-9 além de genes relacionados com a 

angiogênese como o VEGF. Munaut et al. (2003) também relataram que a expressão 

acentuada de VEGF é acompanhada pela hiperexpressão de MMP-2, -9 e MT1-MMP, onde 

essas gelatinases atuariam de maneira sinérgica na  criação de um ambiente permissivo  para  

invasão das células dos glioblastomas.  

 Observamos ainda que os astrocitomas pilocíticos apresentaram medianas  de 

expressão de MT1-MMP próximos aos detectados nos astrocitomas de alto grau (Grau III e 

IV). Pagenstecher et al. (1999) também observaram níveis de expressão dessa MMP nos 
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astrocitomas pilocíticos compatíveis aos observados nos astrocitomas anaplásicos e 

glioblastomas.  

Os relatos de Arroyo et al. (2007) e de Basile et al. (2007) demonstram que  MT1-

MMP desempenha um papel crucial no processo de angiogênese e que este gene geralmente 

encontra-se hiperexpresso em sítios de neoangiogênese. Acreditamos que nossas observações 

são relacionadas ao nível de vascularização desses tumores, visto que, assim como os 

astrocitomas de alto grau, os astrocitomas pilocíticos apresentam um nível de vascularização 

significativo. A hiperexpressão de MT1-MMP e suas relações com comportamento agressivo 

dos tumores também foram descritas em câncer de partes moles por Roebuck et al. (2005) e 

mais recentemente, por Sroka et al. (2008) em tumores de próstata. 

 Não encontramos na literatura relatos referente à análise de sobrevida de pacientes 

acometidos por tumores neuroepiteliais e os dados de expressão de MT1-MMP são escassos. 

Não observamos relações entre o nível de expressão desta MMP e o impacto na sobrevida 

dos pacientes estudados. Resultado semelhante foi observado por Ozen et al. (2004) que 

estudaram a expressão da proteína MT1-MMP em meduloblastomas. Entretanto, 

hiperexpressão dessa protease foi relacionada à baixa sobrevida em pacientes acometidos por 

tumores de mama e ovarianos (KAMAT et al., 2006; TÊTU et al., 2006). Nossos dados 

sugerem que o aumento da expressão de MT1-MMP contribui de maneira significativa na 

progressão dos tumores do SNC podendo ser um possível alvo de terapia no combate dessas 

neoplasias neuroepiteliais.   
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5.4 TIMP-1  

  A TIMP-1 está envolvida em uma série de processos biológicos e patológicos, que 

incluem: atividade promotora do crescimento, inibição da angiogênese e mudanças na 

morfologia celular. No SNC essa molécula parece possuir uma ação neuroprotetora na 

manutenção da barreira hemato-encefálica, por sua inerente ação inibitória das MMPs. 

TIMP-1 também apresenta uma característica peculiar de não ter capacidade de inibir a MT1-

MMP, ao contrário 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 relação à substância 

branca não neoplásica. Observamos ainda que, a expressão de TIMP-1 nos tumores de alto 

grau não difere estatisticamente dos tumores astrocíticos de baixo grau de malignidade. Esse 

resultado deve ser em conseqüência dos níveis de expressão de TIMP-1 nos glioblastomas ser 

próximos aos observados nos astrocitomas pilocíticos.  

 Observações contrária as nossas foram previamente relatadas por Mohanam et al. 

(1995), utilizando a técnica de Northen Blot, os quais observaram que TIMP-1 é mais 

expressa nos tecidos normais e nos tumores de baixo grau em relação aos tumores de alto 

grau de malignidade estudados.  

 A priori os altos níveis de expressão TIMP-1 encontrados nos glioblastomas podem 

parecer contraditórios, em função da atividade antitumoral das TIMPs. Entretanto, na 

literatura são encontrados relatos de que a elevação no nível de expressão das TIMPs pode 

ocorrer em duas situações distintas: (1) como conseqüência do mecanismo de defesa do 

tecido hospedeiro frente à invasão 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 última propriedade age diretamente na 

evolução dessas neoplasias para os tumores de mais alto grau de malignidade. 

  A elevação da expressão de TIMP-1 nos glioblastomas deve, também, servir para 

contrabalancear o aumento simultâneo da expressão 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 níveis de 

expressão de TIMP-1 semelhantes em astrocitomas pilocíticos e glioblastomas. Os resultados  

de Pagentecher et al. (1999) demonstraram ainda, que essa hiperexpressão é ligada aos sítios 

de neoangiogênese. 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 hiperexpressão de  TIMP-1 é relacionada com 

malignidade dos gliomas. Os ensaios de localização da proteína realizados por Groft et al. 

(2001) demonstraram ainda, que TIMP-1 é detectada preferencialmente próximo a sítios de 

formação de vasos sangüíneos. Ozen et al. (2004) observaram que apenas os 

meduloblastomas do tipo clássico expressam a proteína TIMP-1, que é localizada 

preferencialmente junto aos sítios de angiogênese. Essas observações devem ser 

conseqüência das interações com pró-MMP-9 e sua capacidade promotora da angiogênese 

dessa MMP. Nossas observações parecem estar em consonância com esses relatos, uma vez 

que os tumores que apresentaram os maiores níveis de expressão possuem vascularização 

significativa.  

 Em nosso estudo não encontramos relações entre a expressão de TIMP-1 e impacto 

na sobrevida dos pacientes estudados. Não encontramos na literatura nenhum trabalho sobre a 

expressão desse gene e sobrevida de pacientes acometidos por tumores neuroepiteliais. 

Entretanto, considerando outras neoplasias, relatos da literatura apontam que a 
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hiperexpressão de TIMP-1 parece ser um fator prognóstico importante para pacientes 

acometidos por câncer de mama, visto que os pacientes com maiores níveis de expressão 

desse gene possuem maiores taxas de sobrevida  (Nakopoulou et al., 2003). 

Nossos resultados não elucidam o papel da expressão de TIMP-1 durante a evolução 

dos tumores neuroepiteliais e geraram ainda mais perguntas. Neste sentido, mais estudos 

devem ser realizados para tornar compressível o papel desse inibidor de metaloproteinase no 

comportamento clínico-biológico dos tumores do SNC. 

 

 

5.5 TIMP-2 

 

 TIMP-2 inibe preferencialmente a MMP-2, bem como, ativa as pró-MMP-2 através da 

formação de complexos com MT1-MMP. Nossos dados demonstraram que há uma inversão 

do padrão de expressão desses genes nas amostras estudadas. 

As maiores medianas de expressão MMP-2 e MT1-MMP são encontradas nos tumores 

astrocíticos de alto grau, enquanto que, níveis significativamente maiores de expressão de 

TIMP-2 são observados nos tumores astrocíticos de baixo grau de malignidade. Níveis 

elevados da expressão desse gene também são observados nas amostras de substância branca, 

usadas como contraparte normal, no entanto a comparação entre os tumores de baixo grau e 

as amostras de substância branca não apresentaram significância estatística (P>0,05). Esse 

resultado pode ser relacionado aos efeitos antagônicos clássicos desses genes no 

comportamento biológico dos tumores astrocíticos, onde as MMPs atuariam como 

promotoras da invasão e as TIMPs como bloqueadoras do crescimento tumoral. 

 Resultados que apóiam nossas observações 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 correlação inversa entre os níveis de expressão 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 níveis de expressão da proteína 

TIMP-2 e de mRNA de TIMP-2 em amostras de tecido cerebral não neoplásico entretanto 

diferente do observado em nosso estudo, esses autores não observaram correlações entre 

expressão de TIMP-2 e os graus de malignidade. Os efeitos protetores da expressão 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 correlação positiva entre os níveis  

de expressão TIMP-2 e MMP-2 e o nível de malignidade dos tumores do SNC, onde os níveis 

mais acentuados de expressão desses genes são principalmente encontrados nos tumores 

recorrentes. Possivelmente, o aumento da expressão de TIMP-2 nesses tumores deve ser 

relacionado ao combate a invasão tumoral, mais precisamente à tentativa de bloqueio da 

atividade proteolítica de MMP-2, que facilita a invasão tumoral. 

Nossos dados revelaram ainda que TIMP-2 é menos expressa nos meduloblastomas 

em relação às demais amostras avaliadas. Estudos envolvendo essa TIMP e meduloblastomas 

são escassos, dentre os quais se destaca o estudo desenvolvido por Ozen et al. (2004) que 

demonstraram que a proteína TIMP-2 é preferencialmente expressa nos meduloblastomas do 

tipo desmoplásico em relação ao meduloblastoma do tipo clássico e que os altos níveis de 

TIMP-2 observados  parecem ser fortemente associados ao aumento da expressão de MMP-9 

e MT1-MMP neste tumores. Nosso estudo não nos permite fazer comparações semelhantes, 

visto que os subtipos de meduloblastomas não foram avaliados separadamente.  

Não encontramos em nosso estudo associações entre os níveis de expressão 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 não foram encontrados na literatura. Por outro 



94 
Fábio José Nascimento Motta                                                                              Discussão 

__________________________________________________________________________________ 
 
lado, Curran et al. (2004) observaram que a perda da expressão de TIMP-2 contribui de 

maneira significativa para a baixa taxa de sobrevida de pacientes acometidos por tumores 

colorretais. Nossas observações, juntamente com os dados comumente encontrados na 

literatura, apontam que níveis mais elevados de expressão 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 têm demonstrado que a perda da expressão de TIMP-3 é relacionada ao 

desenvolvimento de neoplasias e que o tecido cerebral normal apresenta níveis elevados de 

TIMP-3. Esse inibidor fisiológico das MMPs antagoniza a atividade de grande parte das 

metaloproteinases, levando assim, a supressão do crescimento tumoral, inibição da 

angiogênese, da invasão e da formação de metástases. A hiperexpressão deste gene nas 

células tumorais parece levá-las à apoptose, bem como, suprimir o crescimento tumoral 

precocemente (HOE et al., 2007). 

Os níveis de expressão desse gene apresentaram comportamento semelhante ao 

previamente relatado em TIMP-2. Os níveis mais elevados de expressão de TIMP-3 foram 

observados nos tumores astrocíticos de baixo grau de malignidade, em comparação, aos 

astrocitomas de alto grau e aos meduloblastomas. No entanto, diferentemente do observado 

no comportamento da expressão de TIMP-2 nas amostras estudadas, o tecido não neoplásico 

não apresentou níveis significantes de expressão de TIMP-3. Essa observação deve ser efeito 
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da expressão induzida desse gene por fatores externos como, por exemplo, proteólise da 

MEC requerida na tumorigênese. 

 Dados semelhantes aos nossos foram obtidos por Rickman et al. (2001);  Huang et al. 

(2003) e Bozinov et al. (2008)  através de análises 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 não neoplásicos 

apresentam baixos níveis de expressão de TIMP-3. Por outro lado, Lampert et al. (1998) e 

Pangestecher et al. (1999) não encontram variação nos níveis de expressão desse gene entre 

os tumores estudados e sugerem ainda, que essa observação é compatível com tipo expressão 

constitutiva. 

 O efeito protetor dessa TIMP na proteção 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 elevação da expressão desse gene  

e  redução da capacidade invasiva dessas células.  

Relatos na literatura apontam que a principal causa da diminuição da expressão de 

TIMP-3 é a hipermetilação de sua região promotora. Resultados obtidos por Gonzalez-Gomez 

et al. (2003a) e Gonzalez-Gomez et al. (2003b) revelaram que a região promotora desse gene 

encontra-se hipermetilada em glioblastomas, principalmente nos glioblastomas secundários, 

assim como nos meduloblastomas. Nakamura et al. (2005) observaram ainda, que, a perda de 

heterozigosidade da região 22q12.3, região que contém o gene TIMP-3, é um evento 

freqüente nos glioblastomas. Esses autores sugerem ainda que, essas alterações moleculares 

podem ser a principal causa da diminuição da expressão de TIMP-3 nos tumores astrocíticos 

de alto grau.  

Nossos dados demonstraram que os meduloblastomas possuem os menores níveis de 

expressão de TIMP-3. A hipermetilação de TIMP-3 parece ser um evento freqüente em 
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meduloblastomas conforme relatado por  Ebinger et al. (2004) e Mühlisch et al. (2007). Esse 

dado pode ser uma possível explicação do porquê desses tumores apresentarem baixos níveis 

de expressão desse gene. Ozen et al. (2004) demonstraram que os meduloblastomas 

expressam a proteína TIMP-3 e que essa expressão é mais intensa nos meduloblastomas do 

tipo desmoplásico, em comparação ao observado nos meduloblastomas do tipo clássico, o 

que pode ser reflexo dos diferentes eventos moleculares envolvidos no surgimento dessas 

entidades histológicas distintas. 

 Não encontramos nenhuma correlação entre os níveis de expressão desse gene e 

impacto na sobrevida dos pacientes estudados. Entretanto, Nakamura et al. (2005) 

demonstraram que a hipermetilação de TIMP-3, e conseqüentemente a redução da expressão 

desse gene, é um fator importante para baixa sobrevida dos pacientes acometidos por tumores 

de alto grau de malignidade. Correlações entre os baixos níveis de expressão desse gene e 

baixa taxa de sobrevida também foram observadas em câncer colorretal (HILSKA et al., 

2007), em câncer de pulmão de células não 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 coração de  humanos. Esses autores identificaram baixos níveis desse 
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transcrito em uma série de tecidos e órgãos como rins e placenta e não identificaram 

expressão desse gene em tecidos derivados do cérebro, pulmão, timo e fígado. Esses autores 

sugerem que a contribuição de TIMP-4 na manutenção da homeostase da MEC é tecido 

específico. Bigg et al. (1997) demonstraram ainda, que TIMP-4 apresenta uma intensa 

afinidade pela pró-MMP-2 e, juntamente com a TIMP-2, participa do processo de ativação 

dessa pró-gelatinase A. 

Verificamos em nosso estudo que as amostras de tecido não neoplásico apresentaram 

as menores medianas de expressão de TIMP-4. Níveis significativamente maiores de 

expressão desse gene foram encontrados nas amostras de astrocitomas de baixo grau de 

malignidade, quando comparados aos tumores astrocíticos de alto grau. Esses dados sugerem 

que existe uma correlação inversa entre a expressão de TIMP-4 e os graus de malignidade dos 

tumores neuroepiteliais.  

Os meduloblastomas foram os tumores que apresentaram os menores níveis de 

expressão de TIMP-4. Essa observação pode estar diretamente relacionada ao comportamento 

invasivo desses tumores.  É válido ressaltar que não encontramos na literatura nenhum estudo 

que envolvesse a expressão desse gene e o comportamento biológico desses tumores. 

A literatura a cerca do envolvimento de TIMP-4 no desenvolvimento e progressão dos 

tumores do SNC é escassa. Nossos dados são semelhantes aos previamente relatados por 

Groft et al. (2001) que identificaram uma relação inversa entre os  níveis de expressão 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 

pilocíticos em relação ao cérebro normal,  aos astrocitomas grau II e astrocitomas de alto grau 

de malignidade (graus III e IV). 

A elevação da expressão de TIMP-4 em amostras de mais baixo potencial invasivo em 

relação aos tumores mais agressivos não é 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 próstata (LEE et al., 2006) e tumores retais 

(HILSKA et al., 2007), onde os autores também observaram que os pacientes que 

apresentaram os maiores níveis de expressão de TIMP-4 apresentaram sobrevida maior. 

Entretanto, nossos dados não revelaram qualquer relação entre expressão de TIMP-4 e o 

impacto na sobrevida dos pacientes estudados. 

Acredita-se que suposta proteção conferida pela hiperexpressão de TIMP-4 esteja 

diretamente relacionada à capacidade que essa molécula possui de promover a apoptose das 

células tumorais (GUO et al., 2004). 

As propriedades inibidoras de proteases, inerentes às TIMPs podem ser exploradas 

para se alcançar benefícios terapêuticos em diversas patologias. O papel desempenhado pelo 

balanço MMPs e TIMPs em bloquear ou mesmo reverter a progressão tumoral tem levado ao 

desenvolvimento de inibidores sintéticos de MMPs (ISMP). Os ensaios clínicos com ISMP 

como: marimastat e batimastat no combate a neoplasias têm demonstrado resultados não 

muito animadores, como ineficiência em neoplasias avançadas 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 vascularização de tumores pré-malignos 

(BERGERS et al., 1999; MUCHA et al., 2007). O uso de terapia gênica envolvendo as 

TIMPs tem surgido como uma importante fonte de combate às diversas neoplasias como de 

próstata (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 progressão tumoral, mais estudos devem ser realizados a fim 

de elucidar melhor o papel dessas moléculas frente à invasão tumoral e de se  montar 
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estratégias terapêuticas, baseadas nas propriedades inibitórias das TIMPs, mais eficientes no 

combate às neoplasias. 

 
5.8 E-caderina (CDH1) 
 
 

A expressão de genes da família das caderinas tem uma importância crítica no 

desenvolvimento e progressão de tumores, incluindo os tumores do SNC. Para ocorrer o 

desprendimento de células da massa tumoral primária, as quais irão promover a invasão e 

formação de metástases, mudanças moleculares significativas devem ocorrer na via de adesão 

celular (HOWNG et al., 2002). A redução da expressão de CDH1 é considerada como um 

dos principais eventos moleculares envolvidos na disfunção do mecanismo de adesão célula-

célula, disparando a invasão tumoral e metástases (PEREGO  et al., 2002). 

 Nossos dados demonstraram que CDH1 é menos expresso nos tumores 

neuroepiteliais de mais alto grau de malignidade (glioblastomas e meduloblastomas), 

enquanto que, os níveis de expressão desse gene nas amostras de substância branca não 

neoplásica e nos astrocitomas de baixo grau foram significativamente mais elevados. Essas 

observações indicam que CDH1 é diferencialmente expresso entre os graus de malignidade 

dos tumores neuroepiteliais. Níveis significativamente maiores de expressão de CDH1 foram 

observados nas amostras de tecido não neoplásico frente aos astrocitomas pilocíticos, 

sugerindo que a redução da expressão de CDH1 é um evento precoce na tumorigênese  das 

neoplasias neuroepiteliais. Os baixos níveis de expressão observados nos glioblastomas e nos 

meduloblastomas, os tumores mais agressivos e indiferenciados de nosso estudo sugerem 

ainda que, a diminuição da expressão do gene CDH1 é uma característica marcante de 

malignidade. É importante ressaltar que não encontramos na literatura relatos a cerca da 

análise da expressão de CDH1 através da técnica de  RQ-PCR nos tumores neuroepiteliais. 
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Dados sobre a expressão de CDH1 nos tumores neuroepiteliais são escassos. Estudos 

envolvendo imunohistoquímica nos astrocitomas de alto grau e meduloblastomas (UTSUKI 

et al., 2002; 2004, respectivamente), demonstraram que a perda da expressão da E-caderina 

nesses tumores tem relação 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 

coróide e os meningiomas benignos, apresentaram maiores níveis de expressão da proteína E-

caderina. 

A diminuição da expressão de CDH1 durante o desenvolvimento dos tumores 

neuroepiteliais pode ser realizado por mecanismos como hipermetilação das ilhas CpGs, 

repressores transcricionais (GARINIS et al., 2002), mutações e alterações pós-transcricionais 

(MASTERSON  et al., 2007). Uhlmann et al. (2003) e Yu et al. (2004)  relatam que a 

metilação aberrante global na região promotora do gene CDH1 é um evento epigenético 

freqüente observado nos astrocitomas de alto grau. Esses autores sugerem ainda, que esse 

mecanismo epigenético é a causa mais importante da perda de expressão de CDH1 nos 

tumores astrocíticos. 

Entretanto, Fürhwald et al. (2001) observaram que a metilação da região promotora de  

CDH1 parece ser um evento raro em meduloblastomas. Por outro lado, observações prévias 

de Russo et al. (1999) demonstraram que o locus 16q22.1, onde o gene CDH1 está 

localizado, é freqüentemente delatado nos meduloblastomas. Essas observações podem ser 

uma das explicações possíveis para termos encontrado os menores níveis de expressão desse 

gene nos meduloblastomas. 
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A diminuição da expressão de E-caderina parecer estimular, ainda, o aumento da 

transcrição do gene  N-caderina. Essa alteração molecular é associada à perda da morfologia 

epitelial e aquisição de características migratórias (VAN AKEN et al., 2001). A diminuição 

da expressão de CDH1 e o aumento da expressão de N-caderina já 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 cânceres tais 

como: gástricos (GRAZIANO  et al., 2003) e em carcinomas de mama (LOMBAERTS  et 

al., 2006), onde essa diminuição da expressão de CDH1 foi correlacionada a desdiferenciação 

tumoral e baixa taxa de sobrevida. Nossas análises de sobrevida cumulativa não 

demonstraram diferenças na proporção de pacientes que apresentaram hiperexpressão do 

gene da E-caderina quando comparados com os pacientes com hipoexpressão de CDH1. 

Entretanto, alguns autores demonstraram que pacientes com baixa expressão de CDH1 nos 

tumores epiteliais apresentavam sobrevida mais curta (CHEN et al., 2003). 

Em conclusão, nossos resultados sugerem, de uma maneira geral, que o desequilíbrio 

na expressão das MMPs, TIMPs e CDH1 desempenha um papel crucial na progressão e, 

conseqüentemente, na agressividade dos tumores neuroepiteliais. Em vista disso, o completo 

entendimento da interação entre as moléculas que promovem/bloqueiam as vias de migração 

e adesão celular contribuirá de forma significativa para busca de novas terapias no combate 

da progressão dos tumores do SNC, uma vez que a natureza invasiva dos tumores 

neuroepiteliais é um grande entrave para a eficiência das terapias disponíveis para o 

tratamento desses tumores, principalmente no que se refere aos tumores de alto grau de 

malignidade. 
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Neste trabalho foi realizada a investigação sobre alterações dos níveis de expressão de 

alguns genes de migração e adesão celular e suas relações com o comportamento biológico 

dos tumores neuroepiteliais. Também foram avaliadas as possíveis relações entre os níveis de 

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

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

 

1. Os tumores neuroepiteliais originados de células da glia expressam níveis 

significativamente maiores dos genes MMP-9, MT1-MMP, TIMP-1, TIMP-2, 

TIMP-3, TIMP-4 e CDH1 quando comparados aos tumores originados de células 

embrionárias. 

2. Os níveis significativamente mais elevados dos genes MMP-9 e MT1-MMP, 

encontrados nos tumores astrocíticos de alto grau de malignidade em relação aos 

demais tumores estudados, sugerem que essas MMPs estejam associadas à 

progressão e invasão dos tumores astrocíticos. 

3. Os níveis significativamente mais elevados de MMP-9 encontrados nos 

astrocitomas pilocíticos localizados no hipotálamo/vias ópticas/hipófise sugerem 

que essa alteração molecular seja importante para a maior agressividade desses 

tumores, quando comparados com os astrocitomas originados nos hemisférios 

cerebrais. 

4. A expressão aumentada do gene MMP-9 nos glioblastomas parece um importante 

fator prognóstico independente, relacionado a uma menor taxa de sobrevida nos 

pacientes acometidos por essa neoplasia, sustentando a hipótese de que existe uma 

associação da hiperexpressão desse gene e a agressividade dos tumores. 
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5. Os níveis significativamente mais elevados dos genes TIMP-, TIMP-3 e TIMP-4, 

encontrados nos tumores astrocíticos de baixo grau, quando comparados com os 

astrocitomas de alto grau de malignidade, parecem estar associados à resposta 

contra progressão tumoral, uma vez que, baixos níveis de expressão desses genes 

são encontrados no tecido não neoplásico. 

 

6. A expressão elevada do gene CDH1 nas amostras de tecido não neoplásico, assim 

como, a diminuição da expressão desse gene observada ao longo da evolução 

tumoral, sugere que essa alteração molecular seja um evento precoce importante 

para a progressão tumoral. Embora, sem nenhum impacto na sobrevida dos 

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

 
 
7. A elevação da expressão dos demais genes de migração celular estudados, quer 

seja isoladamente ou expressos conjuntamente em um mesmo paciente, não 

interfere na sobrevida global dos pacientes acometidos por astrocitomas de alto 

grau, por glioblastomas ou ainda por meduloblastomas. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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