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Expressao de metaloproteinases de matriz e de
seus inibidores teciduais em carcinomas basocelulares

Expression of matrix metalloproteinasis and their tissue inhibitors in basal cell carcinoma

Rosy lara Maciel de Azambuja Ribeiro’; Paulo Cesar Borges Junior% Sérgio Vitorino Cardoso®; Ignez Candelori*;
Foued Salmen Espindola’; Geovanni Dantas Cassali; Adriano Mota Loyola®

resumo

Carcinoma basocelular Introducao: Aproximadamente 80% das neoplasias malignas de pele ndo-melanomas sdo carcinomas
basocelulares (CBC). Apesar das raras metastases, esses tumores sdo localmente agressivos. As
metaloproteinases de matriz (MMPs), especialmente as MMP-2 e 9, sdo importantes no processo de
invasdo. Em contrapartida, os inibidores teciduais das MMPs (TIMPs) tém como principal fungédo a
inibicdo dessas enzimas. Objetivo: Investigar a associacdo de varidveis clinicopatoldgicas de pacientes
portadores de CBC com a expressao de MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2. Material e métodos: Foram
selecionados 31 casos de CBC, sendo entdo obtidos, retrospectivamente, os dados referentes a idade,
sexo e tamanho da lesdo. Cortes histolégicos das lesdes foram submetidos a reacéo imuno-histoquimica
pela técnica estreptavidina-biotina-peroxidase para deteccdo dos antigenos de interesse. indices de
imunomarcacdo foram construidos e comparados com os dados previamente obtidos. Resultados:
Observou-se correlagdo significativa entre idade e tamanho da lesdo (R=0,532; p = 0,008). Nao foram
observadas correlacdes significativas entre as outras varidveis e a expressdo imuno-histoquimica dos
antigenos de interesse. Conclusdo: A expresséo das metaloproteinases e de seus inibidores teciduais ndo
parece ser influenciada pelos parametros investigados. Estudos adicionais sdo necessarios para melhor
compreensdo de sua associacdo com o comportamento biolégico do CBC.
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abstract IS

Introduction: Approximately 80% of non-melanoma skin neoplasias are basal cell carcinomas (BCC). Although
metastasis is rare, BBC carcinomas are locally aggressive tumors. Matrix metalloproteinases (MMPs), mainly
MMP-2 and MMP-9, play an important role on the invasion process. On the other hand, tissue inhibitors of
MMPs (TIMPs) have the main function of inhibiting these enzymes. Objective: To investigate the association
of clinical-pathological variables of BCC patients with the expression of MMP-2 and MMP-9, TIMP-1 and
TIMP-2. Methods: Thirty-one BCC cases were selected. Gender, age of the patients and size of the lesions were
obtained retrospectively. Histological cuts of the lesions were exposed to immunohistochemistry reaction by
use of the streptavidine-biotin peroxidase technique in order to detect antigens. Immunomarking parameters
were established and compared with previous data. Results: A significant correlation between age and size
of the lesion was observed (R = 0.532; p = 0.008). No significant correlations between other variables and
immunohistochemical expression of antigens were observed. Conclusion: The expression of MMPs and TIMPs
does not seem to be influenced by the parameters investigated in this work. Additional studies should be
made to better understand its association with the biological behavior of basal cell carcinomas.
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Introducao

Os carcinomas basocelulares (CBC) constituem aproxi-
madamente 80% das neoplasias malignas de pele, excluin-
do-se os melanomas, sendo sua origem fortemente asso-
ciada a exposicdo excessiva a radiacdo ultravioleta. Apesar
de raramente metastéticos, sdo localmente agressivos em
decorréncia de seu fen6tipo notadamente invasivo(9"

As metaloproteinases de matriz (MMPs) constituem uma
familia de enzimas com atividade proteolitica relacionada
geneticamente e cuja atividade é dependente de zinco.
Diferem entre si estruturalmente e em sua habilidade
em degradar um grupo particular de proteinas da matriz
extracelular (MEC), sendo que, juntas, podem degradar
todos os seus componentes protéicos. Essas enzimas tém
sido associadas ao desenvolvimento de invasdo e metastase
neoplésicas. Em particular, a presenca e/ou atividade de
muitas das MMPs tém sido demonstradas em carcinomas,
como o CBC e espinocelular('221:22.29.30_As MMPs da classe
das gelatinases, como as MMPs dos tipos 2 (MMP-2) e 9
(MMP-9), apresentam capacidade peculiar de degradar o
colageno IV que compde a lamina basal, sendo por isso
provavelmente relevantes na aquisicdo do fenétipo invasivo
das neoplasias malignas‘®.

Por outro lado, a expressdo dos inibidores teciduais das
MMPs (TIMPs) é observada durante a remodelagdo tecidual
fisiologica, contribuindo para a manutencéo do equilibrio
metabdlico e estrutural da MEC. Alteracdes na homeosta-
sia entre as MMPs e os TIMPs tém sido identificadas em
doencas associadas a renovacdo ndo-controlada da MEC,
como artrite, cancer, doencas cardiovasculares (DCVs),
nefrites, desordens neuroldgicas e fibroses. Os TIMPs dos
tipos 1 (TIMP-1) e 2 (TIMP-2) representam membros bem
caracterizados dessa familia de inibidores e apresentam
atividade inibitéria contra as formas ativas de toda a familia
de MMPs? 19 embora a TIMP-1 forme preferencialmente
complexo com a MMP-9, enquanto o TIMP-2 atua sobre a
MMP-2. Ambos os inibidores tém atividade mitogénica em
grande ndmero de tipos celulares, enquanto que a supe-
rexpressdo desses inibidores reduz o crescimento de células
tumorais®. Finalmente, o TIMP-2 é considerado inibidor de
invasdo e metastase de células tumorais in vitro e in vivo® 9,
e também da angiogénese associada a tumores('®.

O objetivo deste trabalho foi investigar a associagdo
de varidveis clinicopatoldgicas de pacientes portadores de
CBC com a expressao das MMPs dos tipos 2 e 9, bem como
com as de TIMP dos tipos 1 e 2, e, ainda, avaliar possiveis
associacOes desses marcadores nessas lesdes.

Material e métodos

Amostras

Da casuistica do Ambulatério de Pequenas Cirurgias do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia
(HC-UFU) foram coletados, prospectivamente, 30 casos de
CBC, sendo utilizados como critérios de inclusdo, tamanho
clinico da lesdo > a 0,5 cm e confirmacéo de diagnéstico
em exame histopatoldgico. Para caracterizagéo da amostra,
foram registradas as informacdes de idade e sexo do pacien-
te, além daquelas associadas ao aspecto clinico da lesdo.
Todos os pacientes apresentavam pele clara. As amostras
foram obtidas por resseccdo completa, sendo fixadas em
formalina a 10% e, em seguida, embebidas em parafina.
Para as andlises histolégicas, incluindo os ensaios imuno-
histoquimicos, foram realizados cortes teciduais de 3 um
de espessura, os quais compreendiam toda a extenséao das
lesdes. O diagndstico histopatolégico baseou-se nos critérios
definidos pela Organizagao Mundial da Sadde (OMS), sendo
também registrado o padrédo histol6gico predominante®.

Imuno-histoquimica

Os cortes histoldgicos foram desparafinados, hidratados
e s6 entdo submetidos a recuperagéo antigénica com solucéo
tampéo de acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (1 mM,
pH 8) em ambiente de microondas, perfazendo trés ciclos de
5 minutos cada. Também foi realizado bloqueio da atividade
de peroxidase e de biotina endégenas com édgua oxigenada
(10v) e solugado comercial (Dako, Co Carpenteria, CA, EUA.),
respectivamente. Em seguida, os cortes foram incubados
com solugdo de avidina por um periodo de 20 minutos.
As amostras foram incubadas com os anticorpos primarios
(clones Ab-4 anti-MMP-2, 1:800; Ab-3 anti MMP-9, 1:2.000;
Ab-2 anti TIMP-1, 1:600; e Ab-2 anti-TIMP-2, 1:500; todos
fabricados por Oncogene Inc.) por 18 horas, a temperatura
ambiente. A amplificacdo da reacdo foi obtida com o sis-
tema estreptoavidina-biotina-peroxidase (SABP), sequndo
as orientacdes do fabricante (Dako, EUA). A revelacdo da
reacao foi feita utilizando-se 3',3'-tetraidrocloreto de dia-
minobenzidina (Sigma Chemical Co. MO). Os fragmentos
teciduais foram entdo contracorados em hematoxilina de
Harris®. Como controle negativo, substituiu-se o anticorpo
primério por solucéo de albumina de soro bovino (BSA) a 1%
diluida em solug@o salina fosfatada (PBS) (pH 7,4); e como
controles positivos foram usadas amostras de carcinoma
ductal de mama previamente conhecidas como positivas
para os antigenos pesquisados.
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Avaliacao da imunomarcacao

Para avaliacdo da imunomarcacao foi observada a pre-
senca ou auséncia de coloracdo acastanhada citoplasmatica
nas células neoplasicas, em fibroblastos proximos e naqueles
distantes do tumor, independente de intensidade. Para
cada amostra, 10 campos histolégicos em grande aumento
(objetiva original de 40x) foram analisados, resultando em
aproximadamente mil células. Finalmente, a proporcao
entre células marcadas e ndo-marcadas foi transformada em
valores percentuais. Para cada um dos marcadores foram
investigadas possiveis diferencas de sua expressédo entre a
epiderme e o carcinoma, tanto em termos de positividade
quanto de intensidade (considerando-se padrdo de forte
intensidade a marcacdo da camada basal do epitélio ad-
jacente a lesdo). Além disso, foram investigadas possiveis
relacdes entre aimunomarcacdo de MMP-9 e TIMP-1, e de
MMP-2 e TIMP-2 no carcinoma. Finalmente, foi averiguada
a possivel associacdo entre a expressao dos marcadores nos
fibroblastos e sua distribuicdo.

Analise estatistica

Os testes de qui-quadrado (y2), t de Student e de Spearman
foram utilizados para investigar a existéncia de associacdes,
diferencas entre médias ou relacdes entre as varidveis de in-
teresse, respectivamente, sempre com nivel de significancia
fixado em 5%, utilizando-se o software BioEstat(™.

Resultados

Todos os pacientes apresentavam pele clara. Houve
predominio do sexo masculino (15 casos), com idade
média global de 63,8 anos, variando entre 36 e 90 anos.
As lesdes localizavam-se predominantemente na face (15
casos), seguida por tronco (6 lesdes) e membro superior
(5 casos), sempre em superficies que usualmente encon-
tram-se expostas ao sol. O tamanho médio foi de 1,1 cm,
variando entre 0,5 e 3 cm. Quando comparadas, obser-
vou-se relacdo estatisticamente significativa entre a idade
dos pacientes e o tamanho das lesdes (Figura 1). Apds o
diagndstico histopatoldgico, 15 casos foram classificados
como lesdes de padrdo sélido; 11 como esclerodermifor-
me; e quatro como micronodulares. Para analise estatistica
foram agrupadas de acordo com seu maior ou menor grau
de invasibilidade, sendo 15 amostras de CBC sélido e 15 de
padrdo esclerodermiforme e micronodulares.

As expressdes de MMP-2 e 9 e de TIMP-1 e 2 foram
detectadas na epiderme ndo-neoplésica de todas as amos-
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Figura 1 - Distribuicdo de casos de carcinoma basocelular de acordo com a idade dos
pacientes e o tamanho da lesdo (R = 0,532, p = 0,008, teste de Spearman)

tras, bem como em todos os epitélios neoplasicos, com
excecdo de trés amostras em relacdo a MMP-2. Entretanto
houve variacdo importante na intensidade de marcacao
desses antigenos (Figura 2). A ocorréncia de marcacao
de forte intensidade foi significativamente mais freqliente
na epiderme do que na neoplasia para todos os antigenos
investigados, conforme mostrado na Tabela 1. Por outro
lado, ndo houve diferenca evidente na intensidade de mar-
cacdo entre a periferia e o centro das ilhotas neoplasicas.

Quanto a intensidade de imunomarcacéo, de forma
geral, a expressao dos TIMP foi mais ténue do que a das
MMP. Em média, os indices de imunomarcacdo (ndmero
relativo de células marcadas) das enzimas estudadas foram
de 43,7% (+ 30,4%) para MMP-2, 78,8% (+ 8,3%) para
MMP-9, 82,5% (+ 5,5%) para TIMP-1 e 71,2% (£ 9%) para
TIMP-2. Nao houve correlacdo estatisticamente significativa

Figura 2 - Imunolocalizagéo dos antigenos. A: MMP-2; B: MMP-9; C: TIMP-1; D:
TIMP-2 em carcinoma basocelular. Notar imunolocalizagio de MMP-9 e TIMP-2 em
fibroblastos vizinhos ao tumor (setas) (figura 4A, aumento de 200x; figuras 4B, C e
D, aumento de 600x)
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Distribuicao de carcinomas basocelulares e dos respectivos epitélios adjacentes, de acordo com a

Tabela 1
MMP-2* MMP-9*
+ ++ +
Epiderme 15 11 5
CBC 23 0 22

intensidade de marcacdo de metaloproteinases de matriz e seus inibidores teciduais

TIMP-1* TIMP-2*
+ ok + o
22 4 8 18
26 0 26 0

*p < 0,05 (teste de qui-quadrado).
+ = marcagdo fraca; ++ = marcagéo forte.

entre os indices de expressdo de TIMP-1 e MMP-9 e de
TIMP-2 e MMP-2. Quando os indices médios de imuno-
marcacao desses antigenos foram comparados segundo o
tipo histolégico predominante (sdlido vs. esclerodermiforme
e micronodulares), s6 foi detectada diferenca estatistica-
mente significativa para TIMP-1 (p = 0,04, teste de Mann
Whitney) (Figura 3). A idade dos pacientes ou o tamanho
das lesdes também ndo apresentaram nenhuma relacdo
estatisticamente relevante com os marcadores estudados,
embora uma relacao direta entre tamanho e expresséo de
TIMP-1 tenha se aproximado do limite de significancia (R =
0,38; p=0,06).
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Figura 3 - A: Carcinomas basocelulares de padréo sdlido; B: carcinomas basocelulares

de padrdo esclerodermiformes e micronodulares. Observou-se diferenca estatistica para
TIMP-T (p = 0,04) entre A e B

Para todos os marcadores, os fibroblastos adjacentes
as células neoplasicas apresentaram maior freqiiéncia de
marcacdo disseminada do que aqueles encontrados em
locais mais distantes. Entretanto, essa associacdo foi esta-
tisticamente significativa apenas para a MMP-9 e para as
TIMPs, conforme apresentado na Tabela 2.

Discussao

Os processos de crescimento, invaséo e metastase tumo-
rais envolvem diversos fenémenos biolégicos complexos:
proliferacao celular, digestéo proteolitica e migracdo através
dos componentes da matriz celular. As metaloproteinases de
matriz sdo consideradas moléculas fundamentais em varias
etapas da progressao tumoral, como crescimento, invaséo e
metastase, sendo o aumento de sua expressdo geralmente
associado a pior progndstico@?. O desequilibrio entre MMPs
e seus inibidores teciduais (TIMPs) parece ser essencial para
a degradacdo da MEC. Esse evento, mais freqliente no
microambiente das neoplasias malignas, tem sido impli-
cado ao seu potencial de invasibilidade e agressividade®®.
Apesar dos CBCs raramente apresentarem comportamento
agressivo, sdo lesdes em que ha crescimento tumoral e
invasibilidade evidentes, e inlmeras vezes preocupantes.
No presente estudo foi investigada a expressdo das enzimas
MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 em CBCs e os resultados

Distribuicao de fibroblastos em carcinomas basocelulares, relacionando o padrao de

imunomarcacao de metaloproteinases de matriz e seus inibidores teciduais com a localizacao

LELEI RN dessas células em relagdo & neoplasia

MMP-2 MMP-9*
D O/A D
Adjacentes 11 20 27
Distantes 5 25 11

TIMP-1* TIMP-2*
O/A D O/A D O/A
4 10 21 13 18
19 2 28 4 26

*p < 0,05 (teste de qui-quadrado).
D = marcagto disseminada; O/A = marcagdo ocasional ou ausente.
Obs.: um caso néo apresentava tecido conjuntivo suficiente para esta andlise.
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foram discutidos a luz das lesdes com diferentes padrdes
de comportamento biolégico.

Na epiderme nado-neoplasica, a expressdo de MMP e
TIMP foi freqlientemente identificada nos queratinécitos das
camadas basais. Esses achados tém sido descritos por outros
autores em epiderme de pele ndo-associada a neoplasia,
fato que tem sido interpretado como expressao antigénica
constitutiva®” 2. Assim, e considerando-se que o CBC
apresenta caracteristicamente diferenciacdo semelhante as
células localizadas na camada basal do epitélio, optamos por
enfatizar a avaliacdo dessas enzimas no parénquima neo-
plasico, diferentemente da maioria dos estudos anteriores,
que optaram por investigar exclusivamente a sua expressao
em fibroblastos estromais.

Nossos resultados evidenciaram que as metalopro-
teinases e seus inibidores teciduais foram expressos de
forma heterogénea no parénquima neoplasico. Ademais,
a imunomarcacdo de forte intensidade dos antigenos de
interesse foi mais freqlientemente observada na epiderme
adjacente do que propriamente nas neoplasias.

O fato de serem usualmente diagnosticadas em es-
tagios clinicos precoces tem contribuido para reforcar o
conceito de baixa agressividade associado a essas lesdes.
Néo obstante seu reconhecido fenétipo pouco agressivo,
seu fenétipo de invasibilidade potencial tem sido atestado,
especialmente nos casos de longo tempo de evolugcdo em
que as lesdes se apresentam deformantes devido ao grau de
destruicdo que produzem. Nossos achados véo ao encontro
da possibilidade da participacdo das MMPs e dos TIMPs
na modulacdo de um comportamento invasivo proprio
aos CBCs. De fato, estudos prévios tém observado intensa
atividade colagenolitica em CBCs®. E possivel que esse
comportamento particular de invasibilidade dos CBCs possa
ser explicado pela baixa expressao das metaloproteinases e
seus inibidores, que, regulados por mecanismos particulares
ainda pouco desconhecidos, explicariam a expressao de sua
invasibilidade a longo prazo.

Nesse sentido, a auséncia de relacdo significativa entre
TIMP-1 e MMP-9, bem como entre TIMP-2 e MMP-2, pa-
rece também indicar que mecanismos subjacentes e ainda
ignorados possam influenciar a expressdo das proprias
metaloproteinases. Sabe-se, por exemplo, que citocinas e
outros fatores presentes no microambiente tumoral podem
influenciar a sintese e a atividade biolégica dessas enzimas®.
Todavia o significado desses achados na progressao dos
CBCs ainda carece de confirmacéo.

Um aspecto que merece discussdo € a diferenca de ex-
pressao de TIMP-1 entre os tumores de diferentes potenciais

de invasibilidade. Nossos resultados mostraram maiores
indices de expressdo nas neoplasias esclerodermiformes e
micronodulares, estatisticamente diferentes daqueles ava-
liados nas lesdes sélidas. Achados referentes a expresséo de
MMPs e seus inibidores tém sido contraditérios para CBCs
cutaneos. Adicionalmente, os estudos até entdo realizados
nao se preocuparam em avaliar expressao diferenciada para
os diferentes tipos de CBCs, o que limita nossa discussao.
Entretanto, estudos realizados com carcinomas mamarios
tém identificado que a expresséo de TIMP (tecidual e sérica)
associa-se ao fenétipo de maior agressividade, constituindo-
se indicador de pior prognéstico@ 25-27),

A propésito, diversos trabalhos indicam que a TIMP-1
€ uma proteina multifuncional que, além de seu efeito
inibidor sobre as MMPs, possui fun¢des distintas, entre
elas a de estimular o crescimento tumoral®?. Esse estimulo
parece ser independente da atividade inibitéria de MMPs,
o que explicaria, em parte, os resultados da alta expressao
nos canceres de comportamento mais agressivo('¢ 2410,
Dessa forma, os achados descritos neste trabalho, a priori,
poderiam ser examinados a luz de duas situacdes distintas,
porém relacionadas: a) a expresséo mais elevada de TIMP
seria de natureza reacional, vinculada a um processo de
modula¢do das MMPs, o que justificaria seu comporta-
mento mais indolente; b) a expressdo de TIMPs estaria
dissociada da expressao de MMPs, vinculando-se a um
padrdo de alteracdo genética proprio da progressdo das
lesdes esclerodermiformes e micronodulares, em que sua
concentracdo poderia favorecer um efeito proliferativo e
ndo-inibitério do crescimento neoplasico. Essas hipdteses
carecem obviamente de melhor apreciacdo por estudos
com metodologia apropriada.

O presente trabalho também mostrou ndo haver relacéo
estatisticamente significativa entre os indices de expressao
no epitélio tumoral de TIMP-1 e MMP-9 e de TIMP-2 e
MMP-2, ou seja, a diminuicdo da freqliéncia de ocorréncia
de marcacdo de forte intensidade de MMPs observada entre
a epiderme adjacente e o tecido neoplésico ndo pode ser
associada ao aumento do ndmero de células positivas para
as TIMPs neste estudo. Estudos com carcinomas epider-
méides de lingua consideram positivos somente os casos
em que a intensidade de coloracdo do tumor é maior do
que a encontrada no epitélio normal®. Nossos resultados
foram observados considerando positivos todos os casos
com imunomarcagdo, independente da intensidade em
relacdo ao epitélio normal, sendo que todas as amostras
estudadas apresentaram positividade para todos os mar-
cadores investigados.
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Por outro lado, os fibroblastos mais préximos ao
tecido neoplasico epitelial apresentaram mais freqiien-
temente imunomarcacao disseminada quando em
comparagao com as células mais distantes (Figura 2D).
Essa observacdo parece indicar que as células neopla-
sicas seriam capazes de influenciar a expressao génica
das células parenquimatosas, alterando especificamente
a atividade metabdlica relacionada a manutencédo da
MEC. De fato, outros estudos ja demonstraram tal
influéncia, inferindo-se dai que parte significativa da

degradacdo dos componentes da matriz seja devida a
esse mecanismo.

Em concluséo, nossos resultados demonstraram que,
ainda que tenha sido identificada diminuicdo evidente na
ocorréncia de forte marcacdo entre a epiderme e o epitélio
neoplasico, ndo houve relacdo entre os marcadores utilizados
(entre si e com os dados clinicos coletados), bem como com
o tipo histolégico das lesdes. Portanto estudos adicionais sdo
necessarios para melhor compreensao da associagdo dessas
enzimas ao comportamento biolégico do CBC.
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