O PAPEL DAS CELULAS INFLAMATORIAS NO CARCINOMA DO COLO UTERINO

MEDIADO PELA EXPRESSAO DAS PROTEINAS TIMP-2 E MMP-2

1. Introducao

O cancer de colo uterino ¢ a segunda neoplasia mais comum em mulheres de todo o mundo,
correspondendo anualmente a 16% dos casos de tumores femininos (International Agency for
Research on Cancer-IARC)(1). No Brasil, estima-se que o cancer do colo do utero seja o terceiro
mais comum na populacdo feminina (Instistuto Nacional do Cancer-INCA).(2)

Na ultima década, muitos estudos t€ém demonstrado que a associagdo entre o virus do
papiloma humano (HPV) e o cancer do colo uterino ¢ inequivoca. Mais de 90 tipos de HPV ja
foram descritos e alguns de
les podem causar apenas verrugas genitais, enquanto outros sdo responsaveis pelas lesdes
precursoras do carcinoma escamoso do colo uterino, conhecidas como neoplasia intraepitelial
cervical (NIC). Cerca de 20 tipos HPV tém sido identificados em 95% das NICs, sendo que o HPV
16 € o mais comum (3).

A prevaléncia da NIC varia com a idade da mulher. As lesdes da NIC apresentam um
gradiente de comprometimento histoldgico do epitélio cervical e sdo graduadas em NIC I, Il e III, de
acordo com a classificagdo da Organizagdo Mundial da Saude (OMS). A evolucao das NIC ¢
variada, sendo que a maioria das NIC I regride espontaneamente, porém, algumas podem persistir
ou progredir para NIC II, NIC III ou para o carcinoma invasor (4).

O quadro histolégico da NIC III, que inclui o carcinoma in situ, ¢ composto por atipias
celulares e desorganizacdo estrutural restritas ao epitélio escamoso limitado pela membrana basal.
Para que ocorra invasdo e metastase tumoral, ¢ necessaria degradacdo da membrana basal e da
matriz extracelular (MEC), que funcionam como uma barreira fisica para a migracdo celular (5).
Este fato sugere que na evolugdo da NIC ha fendmenos locais que resultariam no surgimento de

novos clones celulares, com alteragdes genéticas, capazes de produzir substancias que permitem a



degradacao da membrama basal e originar um carcinoma invasor (6).

A degradacdo da MEC ¢ mediada por algumas familias de proteinases extracelulares, que
incluem as serina-proteases, cisteina-proteases ¢ metaloproteases (MMPs), as quais devem exercer
papel chave na progressao das neoplasias malignas humanas através do aumento da protedlise

mediada por estas proteinas (5,7,8).

A familia das MMPs ¢ composta por 20 enzimas proteoliticas dependentes de Zn2t e Ca?t
que, de acordo com a especificidade do substrato e a homologia de dominios, sdo subdivididas em
colagenases, gelatinases, elastases, estromelisinas e MMPs (7,9). As MMPs podem ser produzidas
pelo epitélio maligno e, também, pelo estroma adjacente, sugerindo um importante papel da
interacao célula-célula (10). A degradagao da MEC por MMPs facilitaria a invasao tumoral e a
progressao do cancer (5). A MMP-2 , pertencente ao grupo das gelatinases, com seu potencial para a
degradacao do colageno tipo IV da MEC tem-se mostrado como uma importante facilitadora da

invasao estromal e vascular pelas células tumorais.(11)

Virias classes distintas de proteinas tém sido descritas como inibidoras da atividade das
MMPs (TIMPs) e conseqiientemente, moduladoras do processo de angiogénese. As TIMPs sdo
inibidores bem estudados das MMPs e consiste em uma familia de 4 proteinas estruturalmente
diferentes — TIMps 1 a 4 (12). Um desbalango entre as MMPs e as TIMPs pode conferir um
potencial tumoral invasivo (13).

PARKS et al.,(14) foi o primeiro a sugerir que a TIMP-2 poderia mediar a ativagdo da
MMP-2 na superficie celular. Em véarios estudos posteriores relatou-se que a MMP-2 latente liga-se
a proteina TIMP-2 (inibidores teciduais das metaloproteinase-2) em combinagdao com a MT1-MMP
na superficie celular formando um complexo ternario. Entdo, a MMP-2 desse complexo ¢é ativada
pela MT1-MMP adjacente que esta livre da TIMP-2, estando agora apta para seu papel de
degradacao da MEC. (15). Dessa forma, a TIMP-2 tem sido considerada como uma molécula com

efeito pleiotrofico.



Estudos em carcinoma de colon, lingua, bexiga, pancreas, mama e boca associaram a
expressdao elevada da TIMP-2 e da MMP-2 com piores prognosticos. KIKUCHI et al., (2000) .
YOSHIZAKI et al, (1997) KANAYAMA et al, (1998) KATAYAMA.
(16,17,18,19,20,21,22,23,24).

Portanto, o objetivo desse estudo foi verificar a expressao da MMP-2 e da TIMP-2 na NIC
IIT e no carcinoma escamoso invasor do colo uterino, na célula tumoral e nas células do estroma
subjacente. Espera-se que os resultados possam contribuir para o melhor conhecimento do papel das
proteinas MMP-2 e TIMP-2 durante o processo de invasdo do carcinoma escamoso no colo uterino,
bem como, o seu mecanismo de interacao.

2. Materiais e Métodos

2.1. Amostra

Neste estudo do tipo caso-controle foram revistos os prontuarios de 65 mulheres com
diagnostico, por biopsia, de NIC III e 55 prontuarios de mulheres com o diagndstico, por biopsia, de
carcinoma escamoso invasor do colo uterino. As mulheres com carcinoma invasor foram
consideradas o grupo de casos e as com NIC III foram consideradas como grupo controle. A sele¢do
foi seqiiencial a partir de janeiro 2004 das mulheres atendidas na area de Oncologia. Como nao se
encontrou informagdes na literatura que poderiam servir de base para calcular o tamanho amostral,
adotou-se uma amostra de pelo menos 45 casos que teria poder para demonstrar estatisticamente
uma diferenga de no minimo 25% na freqiiéncia de positividade da expressdao da proteina MMP-2
entre os grupos de estudo (alfa igual a 0,05; beta igual a 0,20).

As mulheres que apresentavam outro diagndstico histoldgico associado foram excluidas do
estudo. As laminas das bidpsias foram revisadas para confirmac¢do do diagnostico e os blocos
correspondentes foram levantados do arquivo do Laboratério de Anatomia Patologica, para novos
recortes visando a realizagdo dos ensaios imunoistoquimicos. Foram excluidos os casos cujo

material disponivel nos blocos ndo era suficiente para andlise. Por fim, foram selecionados os



blocos de 45 pacientes para cada grupo que atenderam os critérios de inclusao e exclusao, a partir da

data de admissao no ambulatério do hospital.

2.2. Variaveis

As seguintes variaveis foram observadas: data de nascimento, idade da mulher, paridade,
partos vaginais, inicio da atividade sexual e nimero de parceiros, além do grau histolégico e
classificacdo do estadio da doenca pela Federagdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia

(FIGO) para os carcinomas invasores.

2.3. Ensaio imunoistoquimico

Um total de 90 blocos de material incluido parafina foram cortados em micrétomo em fatias
com espessura de 5 um para cada anticorpo. A seguir os cortes foram desparafinizados com xilol e
recebem varias lavagens em alcool absoluto, 80% e 50%. Apos hidratagdo gradual foram
bloqueados os sitios inespecificos do material em solugdao de 10% de peroxido de hidrogénio. Apds
o bloqueio, foi realizado a recuperacdo antigénica com tampao de pH 8,9 por 30 mim na
temperatura de 95?7C. Posteriormente, as laminas foram incubadas com anticorpo primario
monoclonal separadamente (matrix metalloproteinase 2, clone 17B11, codigo NCL-MMP2-507,
Novocastra Laboratories, Newcastle, UK/ tissue inhibitor of matrix metalloproteinase 2, clone
46ES5, codigo NCL-TIMP2-487, Novocastra Laboratories, Newcastle, UK) por 30 minutos em
estufa a 37°C e, apos, incubadas “overnight” No dia seguinte, o material foi lavado com PBS . Para
a deteccdo da reacdo antigeno-anticorpo foi utilizado o método LSAB acoplado a peroxidase
(LSAB+ system-HRP, cédigo K0690-1, Dakocytomation, Carpenteria, CA, USA). Apos lavagem,
o imuno-complexo contendo peroxidase ¢ detectado utilizando o cromogeno 3,3-diaminobenzidina-
HCL seguido pela contra-coloragdo com Hematoxilina. Para cada reacdo foi colocado um controle
positivo, recomendado pelo fabricante. Controle negativo foi sempre avaliado, sendo constituido

pelo mesmo caso do controle positivo, com omissdo do anticorpo primario na reagao.



Para cada caso, foram escolhidas as areas de “hot-spot” das reacdes e tiradas 5 fotografias
para MMP-2 e 5 fotografias para TIMP-2 em campos de grande aumento (400x), que incluissem a
transi¢do epitélio-estroma, com uma camera digital NIKON, COOLPIX, modelo 995. As imagens
transferidas para um computador, foram analisadas através de um software para andlise de imagens

(Imagelab 2000).

A pontuagdo final ou “score” foi calculado pela soma dos pontos recebidos para intensidade
e porcentagem de marcagdo para cada anticorpo separadamente. Para avaliacdo da porcentagem de
células positivas foram contadas mais de 1000 células tumorais e mais de 1000 células estromais em
cada caso. Como células estromais foram computados os fibroblastos do estroma cervical, bem
como as células inflamatdrias. Os casos foram agrupados segundo a positividade determinada pela
seguinte pontuacdo: 1- de 0 a 10% de células coradas, 2- 11 a 50% de células coradas e 3- 51 a
100% de células coradas. A avaliacdo semiquantitativa das laminas observou a intensidade da
marcacao e a porcentagem de células positivas. A intensidade da marcagdo em células tumorais e
em células do estroma foi avaliada usando a seguinte pontuagdo: 0 — auséncia de marcacao, 1 — leve,
2 —moderada, 3 — intensa.

2.3. Analise estatistica

A andlise estatistica para a MMP 2 foi realizada usado o programa EPI-INFO. Para dados

com a distribuicdo amostral simétrica utilizamos o teste T-Student.

3. Resultados

A reacdo imunoistoquimica para MMP-2 e TIMP-2 foi observada no citoplasma de células
tumorais e células estromais em ambos os grupos estudados (Figuras le 2). Também observamos a
marcagdo, em alguns casos, em células endoteliais ¢ em células glandulares, ndo valorizados na

analise dos resultados.

A média da idade para NIC 3 foi de 48 anos, enquanto que para o carcinoma invasor foi de

59 anos. Nenhuma relagdo entre a expressdo da MMP-2, tanto em células tumorais quanto em



células estromais, foi observada de acordo com a variacao da idade de inicio da atividade sexual, a

paridade, o nimero de parceiros € o numero de partos vaginais .

A intensa positividade para MMP-2 no estroma (score>5) foi observada em 2% (1/45) das
NIC III e em 40% (18/45) dos casos de carcinoma invasor. Para as células tumorais a marcagado
intensa da MMP?2 foi de 18% (8/45) e 24% (11/45), respectivamente, para NIC 3 e o carcinoma
invasor. Observamos maior expressao da MMP-2 nas células estromais no carcinoma invasor do
que na NIC III, diferenca estatisticamente significante (<0,0001). Entretanto, ndo foi observada
diferenca estatisticamente significante na expressao da MMP-2 nas células tumorais entre NIC 3 e

carcinoma invasor (P=0,9423) (Tabela 1).

Na NIC III a expressao da MMP 2 e da TIMP-2 foi significantemente maior nas células
epiteliais tumorais do que nas células estromais (p=0,05 e p <0,0001, respectivamente). Entretanto,
para o carcinoma invasor, ndo foi observada diferenca estatisticamente significante na expressao

dessas proteinas entre as c€lulas epiteliais tumorais e estromais (Tabelas 3 e 4).

Para a TIMP-2 a intensa positividade no estroma (score>5) foi observada em 6,67% (3/45)
das NIC III e em 26,67% (12/45) dos casos de carcinoma invasor. Para as células tumorais a
marcacao intensa da TIMP-2 foi de 35,55% (16/45) paraa NIC IIl e para o carcinoma invasor. De
forma semelhante a MMP-2 observamos para a TIMP-2 maior expressao nas células estromais no
carcinoma invasor do que na NIC III (p=0,01), ndo havendo também diferenca estatisticamente
significante na expressdo da TIMP-2 nas células tumorais entre NIC IIl e carcinoma invasor

(P=0,67) (Tabela 2).

De acordo com o grau histologico, os carcinomas escamosos foram classificados em: 5 bem
diferenciados, 29 moderadamente diferenciados e 5 pouco diferenciados. Em 6 casos o carcinoma
era micro-invasivo e o grau histologico ndo foi avaliado. Nao observamos relagdo entre o grau
histologico e a expressdo da MMP2 e da TIMP-2 tanto nas células tumorais (p= 0,955 e p=0,2)

quanto nas estromais (p=0,2744 e p=0,2) (dados ndo mostrados).



Pela a classificacao de estadios da FIGO, 18 tumores foram detectados em estadios I-1I , 26
em estadios III-IV e em 1 caso ndo foi estabelecido, devido a morte precoce da paciente.
Observamos maior freqiiéncia de positividade com score >3 da MMP-2 nas células estromais nos
estadios III-IV em relacdo ao estddio I-II, sendo esta diferenca estatisticamente significante
(p=0,04). Nenhuma relacdo foi observada na expressao da MMP-2 em células tumorais para o
estadio de FIGO. (Tabela 5). Referente a expressdo da TIMP-2 nao houve relacio com a

classificagdo de estadios da FIGO tanto para as cé€lulas tumorais quanto para as células estromais.

(tabela 6)

Quando comparamos a expressao da proteina MMP-2 com a proteina TIMP-2 no carcinoma
escamoso observamos que na célula estromal ocorre aumento significativo da proteina MMP-2 (p=
0,016). Para a célula tumoral no carcinoma invasor e para a NIC Il a comparagdo entre a expressao

das proteinas estudadas nao foram significativas (tabelas 7 e 8).

Tabela 1. Expressao da proteina MMP-2 (score) nas células estromais e epiteliais
tumorais entre os casos de NIC III e de carcinoma escamoso invasor.

“Score” Células estromais Células epiteliais tumorais
final
NIC3 | Cainvasor| p* NIC 3 Ca invasor p*
0-2 10 6 <0,0001 8 14 0,9423
3-4 34 21 29 20
5-6 1 18 8 11

*. Teste do Qui-quadrado (score 0-2 ; score 3-4; score 5-6).

Tabela 2. Expressao da proteina TIMP-2 (score) nas células estromais e epiteliais
tumorais entre os casos de NIC III e de carcinoma escamoso invasor.

“Score” Células estromais Células epiteliais tumorais
final
NIC3 | Cainvasor| p* NIC 3 Ca invasor p*
0-2 28 19 0,01 8 12 0,67
3-4 14 14 21 17
5-6 3 12 16 16




*. Teste do Qui-quadrado (score 0-2 ; score 3-4; score 5-6).

Tabela 3. Expressao da proteina MMP-2 (score) nos casos de NIC I1I e de
carcinoma escamoso invasor entre as células estromais e epiteliais tumorais.

“Score” NIC 3 Ca invasor
final
Células Células p* Células Células p*
estromais || epiteliais estromais | epiteliais
tumorais tumorais
0-2 10 8 0,05 6 14 0,09
3-4 34 29 21 20
5-6 1 8 18 11

*. Teste do Qui-quadrado (score 0-2 ; score 3-4; score 5-6

Tabela 4. Expressao da proteina TIMP-2 (score) nos casos de NIC III e de
carcinoma escamoso invasor entre as células estromais e epiteliais tumorais.

“Score” NIC 3 Ca invasor
final
Células Células p* Células Células p*
estromais || epiteliais estromais || epiteliais
tumorais tumorais
0-2 28 8 <0,0001 19 12 0,24
3-4 14 21 14 17
5-6 3 16 12 16
*. Teste do Qui-quadrado (score 0-2 ; score 3-4; score 5-6).
Tabela 5. Expressiao da MMP-2 (score) nas células estromais e epiteliais
tumorais de acordo com o estadio do carcinoma escamoso invasor.
Score final Células estromais Células tumorais
Estadio p* Estadio p*
-1 | O-1v 0,0403 I-1I 1I-1v 0,1791
0-3 12 10 12 12
4-6 6 18 6 14

*. Teste do Qui-quadrado (score 0-3; score 4-6).




Tabela 6. Expressao da TIMP-2 (score) nas células estromais e epiteliais
tumorais de acordo com o estadio do carcinoma escamoso invasor.

Score final Células estromais Células tumorais
Estadio p* Estadio p*
I-1I || -1V 0,6 I-1I 1I-1v 0,41
1-3 11 13 10 10
4-6 7 13 8 16

*. Teste do Qui-quadrado (score 0-3; score 4-6).

Tabela 7. Expressao das proteinas MMP-2 e TIMP-2 (score) nos casos de NIC
III entre as células estromais e epiteliais tumorais.

“Score” Células estromais Células tumorais
final
MMP-2 TIMP-2 p* MMP-2 TIMP-2 p*
0-2 10 28 0,72 8 8 0,468
3-4 34 14 29 21
5-6 1 3 8 16

*. Teste do Qui-quadrado (score 0-2 ; score 3-4; score 5-6).

Tabela 8. Expressao das proteinas MMP-2 e TIMP-2 (score) nos casos de
carcinoma escamoso invasor entre as células estromais e epiteliais tumorais.

“Score” Células estromais Células tumorais
final
MMP-2 TIMP-2 p* MMP-2 TIMP-2 p*
0-2 6 19 0,016 14 12 0,49
3-4 21 14 20 17
5-6 18 12 11 16

*. Teste do Qui-quadrado (score 0-2 ; score 3-4; score 5-6).




FIG 1 . Ensaio imunoistoquimico no carcinoma escamoso invasor (400x): A) Expressdo da MMP-2
com intensa marcacao da célula tumoral na transi¢cdo epitélio tumoral-estroma e intensa marcagao

das células do estromais. B) Expressdao da TIMP-2 de forte intensidade em todo o epitélio tumoral e

menor intensidade no estroma quando comparado a MMP-2.



FIG 2 . Ensaio imunoistoquimico na NIC III (400x): A) Expressao da MMP-2 com leve marcagao
das células tumorais e raras células estromais positivas. B) Expressio da TIMP-2 de forte

intensidade em todo o epitélio tumoral e raras células estromais marcadas discretamente.

4. Discussao e Conclusao

Até o momento, podemos analisar a expressao da MMP-2 e da TIMP-2 em 45 casos de NIC
III e 45 casos de carcinoma escamoso invasor do colo uterino pela técnica de imunoistoquimica,
comparando a localizagdo da expressao nas cé€lulas epiteliais neoplasicas com as células do estroma
subjacente. De acordo com os resultados do nosso estudo, a expressao da MMP-2 e da TIMP-2 nas
c€lulas estromais € maior no carcinoma invasor em relagdo NIC III, como também, para a MMP-2 ¢
maior nos estadios avancados do carcinoma invasor. Por outro lado, andlises semelhantes nao

mostraram diferengas na expressao dessas proteinas nas células tumorais.

Quando comparamos a co-expressao da MMP-2 com a TIMP-2 no carcinoma invasor

observamos, nas cé€lulas estromais, que ocorre um aumento ainda mais significativo da MMP-2.

Nossos resultados sdo semelhantes ao de Davidson et al (27) que em um estudo com menor
numero de casos, demonstrou no colo uterino, a maior positividade da MMP-2 nas células estromais
adjacentes ao carcinoma invasivo quando comparada com as NICs. Esse estudo também relatou nao
haver diferengas na expressaio da MMP-2 nas células tumorais para as NICs e o carcinoma
escamoso invasor. Além disso, o autor analisou a quantidade de mRNA para MMP-2 nas células
estromais e nas células tumorais e, observou que na célula tumoral havia uma quantidade maior de
mRNA quanto comparada com a célula estromal. Na hipdtese feita pela autor caberia a célula
tumoral a sintese da proteina MMP-2, ficando a célula estromal responsavel por sua ativacdo, o que

justificaria a marcagdo estromal intensa para MMP-2. Nesse estudo, o autor também relata um



aumento da expressao da TIMP-2 a medida que o tumor se torna mais agressivo.

No nosso estudo, a alta expressdo da proteina MMP-2 foi mais freqiiente nas células
epiteliais tumorais do NIC III do que nas células estromais. No carcinoma invasor, a expressao da
proteina MMP-2 nas células estromais ¢ mais intensa do que na NIC III, todavia € provavel que a
expressdo nas células epiteliais tumorais ainda seja mais freqiiente, porém nosso estudo nao
mostrou significancia estatistica porque o tamanho amostral ndo tinha poder suficiente para

demonstrar esta possivel diferenca.

A importancia das células estromais na determinagdo do papel da MMP-2 e da TIMP-2
também foi descrita em carcinoma do pulmao do tipo ndo pequenas células e em carcinomas de reto

(28 ¢ 29).

Outros estudos indicaram que ¢ a célula tumoral que pode induzir a produc¢do de enzimas
proteoliticas nas células estromais vizinhas (25,30,31). O estudo de Sun et al sugere que a presenca
dos indutores de metaloproteinases de matriz celular (EMMPRIN-) nas células tumorais promovem
a producdo da MMP-2 latente pelos fibroblastos (30). O estudo de Cornellis complementa que
depois de produzida pelos fibroblastos, a MMP-2 seria ativada na superficie das células tumorais na

interface tumor-estroma (31)

Independente do local de expressdo e ativagdo da MMP-2 e da TIMP-2, todos os estudos
citados concordam que o aumento na expressdo dessas proteinas correlacionam-se com um pior

prognostico da paciente devido a maior agressividade tumoral.

A mera presenga da MMP-2 ndo implica na sua atividade proteolitica, ja que ela pode estar
em sua forma latente ou ativa e a técnica imunoistoquimica utilizada nao diferencia essas formas.
Sabe-se que para ativacdo da MMP-2 necessita da MT1-MMP e da TIMP-2 (8) e em sua forma
ativa pode ndo estar atuante pela presenca de seus inibidores, ja conhecidos como as TIMPS ¢ o

RECK (reversion-inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs)(32).



Na tentativa de entender como o organismo perde sua auto-regulagdo para essa proteina
recentemente, Sigrun Smola-Hess et al (32) demonstraram que a proteina E7 dos HPV 16 e HPV 8§
relacionava-se com o aumento da expressao da MT1-MMP em queratindcitos e, consequentemente,
com o aumento da ativagdo da MMP-2. Em constraste, quando comparado com a proteina E7
derivado do HPV1 nenhum aumento na expressdo da MT1-MMP foi observado. Esse resultado
poderia justificar a participacdo do HPV de alto risco no desbalanco proteico da MMP-2 encontrado

na invasao tumoral.

Em resumo, nosso estudo ¢ convergente com a condi¢do de que a MMP-2 e a TIMP-2 esta
relacionada com a progressdao da neoplasia, o que se faria através do envolvimento progressivo das
células estromais, apontando para a necessidade de continua investigacao das complexas relagdes da

unidade funcional epitélio-estromal.
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