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PALAVRAS-CHAVE

Carcinoma Resumo B . . . , .

hipofaringeo; Introdugdo: A funcdo da metaloproteinase da matriz 2 e 9 nas metastases e no desenvolvimento
) . . z . ~ . .

Metaloproteinase- de carcinoma hipofaringeo ainda nao foi esclarecida.

2 da matriz (MMP-2); Objetivos:. Observar a re.lat;éo er.1tre a'metaloproteinase da matriz 2 e 9 e as metastases e o
Metaloproteinase- de,senvolVImento de cgrc1n.oma hlpo.farmgeo. X ' ] o i
DeE TR TR Método: Este estudo incluiu 42 pacientes com cancer hipofaringeo. Os niveis de expressao de
(MMP-9) mRNA e proteina de metaloproteinase da matriz 2 e 9 no carcinoma hipofaringeo e nos teci-
dos paracancerigenos foram detectados por reacao em cadeia da polimerase com transcricao
reversa e Western blot.
Resultados: A deteccao por reacao em cadeia da polimerase com transcricao reversa mostrou
que o mRNA de metaloproteinase da matriz 2 e 9 foi expresso nos tecidos cancerigenos e
do pericarcinoma, mas quase nao foi expresso em tecidos de controle polipoides. A inten-
sidade da expressdo no tecido cancerigeno foi significativamente maior do que no tecido
do pericarcinoma (metaloproteinase da matriz 2: t=2,529, p=0,015; metaloproteinase da
matriz 9: t=4,781, p=0,001). A expressido do mRNA no tecido cancerigeno aumentou com
o aumento do estagio clinico do tumor (metaloproteinase da matriz 2: F=4,003, p=0,026;
metaloproteinase da matriz 9: F=5,501, p=0,008). Sua intensidade de expressao foi asso-
ciada a metastase de linfonodos (estadiamento N) e aumentou com o grau de metastase
linfatica (metaloproteinase da matriz 2: F=8,965, p=0,005; metaloproteinase da matriz 9:
F=5,420, p=0,025). Nao houve alteracao significativa no estadiamento T do tumor. Com
0 aumento do estagio patologico do tumor, a expressao do mRNA de metaloproteinase da
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matriz 2 e 9 foi aumentada (metaloproteinase da matriz 2: F = 3,884, p=0,029; metaloprotei-
nase da matriz 9: F=3,783, p=0,032). O nivel de expressao proteica da MMP-2 e MMP-9 foi o

mesmo do que o do mRNA.

Conclusdo: A expressao de metaloproteinase da matriz 2 e 9 no carcinoma hipofaringeo foi
significativamente maior do que a do tecido do pericarcinoma e se ampliou com o aumento
do estagio clinico. O nivel de expressao foi relacionado a metastase linfonodal e ao estagio
patoldgico do tumor. Assim, a metaloproteinase da matriz 2 e 9 pode estar envolvida na ocor-
réncia, no desenvolvimento, na invasdo e metastase de carcinoma hipofaringeo por meio de

varios mecanismos.

© 2019 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este € um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

O tumor de cabeca e pescogo € um dos principais canceres
que colocam em risco a saude humana, é classificado como
o 10° tipo de cancer mais comum no mundo.' O carcinoma
hipofaringeo € um dos tipos mais comuns de tumores de
cabeca e pescoco, permanece como uma doenca altamente
letal e uma séria ameaca a vida humana. Apesar dos avangos
no diagnostico e tratamento do cancer hipofaringeo, inclu-
sive cirurgia, radioterapia e quimioterapia, o progndstico
ainda nao é o ideal.>?

Nesse contexto, a invasao e as metastases do cancer
hipofaringeo, como a maioria dos canceres humanos, contri-
buem muito para a mortalidade relacionada a essa doenca. A
invasao tumoral e as metastases sdo um processo complexo
e continuo que envolve varios estagios e diversas molécu-
las, especialmente as metaloproteinases de matriz (MMPs).*
As metaloproteinases de matriz (MMPs), que representam a
familia de proteinases mais relevante associada a tumori-
génese, sdo uma familia de endopeptidases dependentes de
zinco.’ A degradacao da membrana basal e da matriz extra-
celular (MEC) pelas MMPs facilita a invasao e proliferacao
de células tumorais no ambiente metastatico.® A membrana
basal e a MEC, por um lado, fornecem substratos e nutricao
para o crescimento e metastase de tumores; por outro lado,
representam grandes bloqueios na prevencao de invasao e
metastase de células tumorais.” Durante a degradacao da
MEC e da membrana basal, as MMPs sao as enzimas mais
importantes e desempenham um papel fundamental nesse
processo de degradacao. A expressao e a ativacao das MMPs
também estao envolvidas em varios eventos fisioldgicos e
patologicos, como inflamacao, fibrose tecidual, angiogé-
nese, invasao e metastase tumoral. Especificamente, as
MMPs degradam seletivamente diferentes componentes da
MEC? e, assim, regulam numerosos eventos biolégicos, inclu-
sive crescimento celular, inflamacao, invasao e angiogénese,
eliminam proteinas da superficie celular, como o recep-
tor de citocinas, moléculas de adesao celular e receptores
de uroquinase.>%'° Entre todos os membros das MMPs, foi
relatado que a MMP-2 e a MMP-9 se correlacionam com a
metastase tumoral. "2

No presente estudo, as expressoes de mRNA e das
proteinas de MMP-2 e MMP-9 foram analisadas no nivel do
tecido por reacao em cadeia da polimerase com transcricao
reversa (RT-PCR, Reverse Transcription Polymerase Chain

Reactions) e analise de western blot para investigar a
funcdo e o significado clinico da MMP-2 e MMP-9 no car-
cinoma hipofaringeo e seu envolvimento na patogénese e
metastase desse carcinoma.

Método
Pacientes e amostras

O presente estudo incluiu 42 pacientes com média de
59,45+ 8,36 anos (variacdo de 47 a 78) diagnosticados
histologicamente com carcinoma hipofaringeo e 8 pacien-
tes com polipos de pregas vocais, com média de 55,68 &
8,27 anos (variacao, 48-75), que serviram como controles
pareados por idade e género. O estadiamento do tumor
foi determinado de acordo com o American Joint Com-
mittee on Cancer (AJCC) e a classificacao Tumor-Node
Metastasis (TNM). Nenhum paciente recebeu quimiotera-
pia, radioterapia ou imunoterapia nos 2 meses anteriores a
cirurgia. Foram excluidos pacientes com outras doencas cro-
nicas, como tuberculose, diabetes, doencas autoimunes ou
outros tumores malignos. Os tecidos cancerigenos e os pré-
-cancerigenos foram identificados por estereoscopia e corte
pos-congelamento rapido. Dois pedacos de tecidos foram
coletados e congelados rapidamente para extracao de RNA
e preparacao de proteinas. Da mesma forma, controles nor-
mais que apresentaram febre ou infeccao viral na Gltima
semana, gravidez ou acidente recente também foram exclui-
dos do estudo. O protocolo foi aprovado pelo comité de ética
do Institute of Basic Medicine da Shandong Academy of Medi-
cal Sciences e todos os participantes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido. Amostras representativas
de tumores e de tecidos de controle normais foram coletadas
na cirurgia, congeladas imediatamente em tubos Eppendorf
e armazenadas a -80°C para evitar a degradacao de RNA
e proteinas até o corte para analise por RT-PCR e western
blot.

Reagente principal

O kit de extracao de RNA total foi adquirido da Transgen
Biotech Company (Pequim, China). A transcriptase reversa
M-MLV e a polimerase Taq DNA foram adquiridas da Promega
Corporation (Madison, WI, EUA). Os primers de PCR para a
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Tabela 1 Sequéncia de primers de MMP-2, MMP-9 e B-actina para RT-PCR
Gene alvo Sequéncia de oligonucleotideos Tamanho do produto (pb)
MMP-2 (F) 5° TTGGCAGTGCAATACCTGAA 3’ 425
(R)5” GAGTCCGTCCTTACCGTCAA 3’
MMP-9 (F) 5’ CATCGTCATCCAGTTTGGTG 3’ 669
(R) 5" CAGAAGCCCCACTTCTTGTC 3’
B-actina (F) 5’GTGGGCGCCCAGGCACCA3’ 539

(R) 5’CTCCTTAATGTCACGCACGATTT3’

MMP, metaloproteinases da matriz; F, primer forward; R, primer reverse.

deteccao do mRNA da MMP-2, MMP-9 e 3-actina foram proje-
tados com o Oligo Primer Analysis Software, versao 5.0 (NBA,
Software and Research Services for Tomorrow’s Discoveries,
National Biosciences, Plymouth, MN, EUA). Os oligbmeros
de PCR foram sintetizados por um sintetizador de DNA/RNA
(Applied Biosystems) na BioSune Biological Technology Cor-
poration, Xangai, China. As sequéncias de primers estao
listadas na tabela 1. O anticorpo monoclonal de coelho anti-
-MMP-2 e o anticorpo policlonal de coelho anti-MMP-9 foram
adquiridos na Abcam Company (Cambridge, Inglaterra). O
anticorpo policlonal de coelho antiactina foi adquirido da
Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, EUA). O IgG
de cabra anticoelho marcado com peroxidase de rabano sil-
vestre foi comprado da Beijing Zhongshan Golden Bridge
Biotechnology Co., Ltd. (Pequim, China).

Reacdo em cadeia da polimerase com transcricao
reversa (RT-PCR)

O método RT-PCR foi descrito brevemente. O RNA foi
extraido dos tecidos com o método de guanidina tiocianato-
-fenol-cloroformio. A qualidade do rendimento de RNA foi
avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tam-
pao Tris/Borato/EDTA a 0,5 moL. A densidade optica das
amostras de RNA foi medida e as amostras que mostraram
uma razao A260/A280 de 1,8 +2,0 foram usadas para obter
o cDNA. A RT-PCR foi feita com um kit de RNA PCR (Perkin
Elmer, Norwalk, CT, EUA). Aintensidade relativa (IR) de cada
banda foi determinada de acordo com a seguinte equacao:
IR =a densidade da soma do gene alvo/a densidade da soma
da B actina. Para excluir a possibilidade de contaminacao,
as reacdes que continham reagentes de RT-PCR, inclusive
primers de citocina-PCR sem RNA da amostra, foram usadas
como grupos de controle negativo.

Ensaio de western blot

A SDS PAGE e o ensaio de immunoblotting (western blot)
foram feitos de acordo com as técnicas-padrao. Resumi-
damente, os tecidos preparados (100 mg) foram lisados a
4 p. por 30min em tampao de lise (Beijing Leagene Biotech.
Co, Ltd, Beijing, China). Os lisados foram centrifugados a
15.000 rpm por 20 min a 4 . para remover nicleos e tecidos
nao lisados. A concentracao de proteina foi determinada
com a solucdo para ensaio de proteina Bio Rad (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, CA, EUA) com albumina de soro
bovino como padrao.'* As amostras de proteina foram fervi-
das por 10 min e carregadas em um gel de SDS PAGE a 10%,

seguido de eletroforese por 2 h. As proteinas foram transfe-
ridas por eletroforese para uma membrana de nitrocelulose
de 0,22 pm. A membrana de nitrocelulose foi bloqueada com
leite desnatado a 5% a temperatura ambiente por 1h e sub-
metida a immunoblotting com anticorpos monoclonais de
coelho anti-MMP-2 humano, anticorpos policlonais de coe-
lho anti-MMP-9 humano e anticorpos primarios de B-actina.
Apds a membrana ter sido lavada trés vezes em intervalos
de 5min em PBS-T, foi incubada com IgG-HRP de cabra anti-
coelho diluida a 1:2000 por 1h em temperatura ambiente.
Apds a membrana ter sido lavada trés vezes a intervalos de
5 minutos em PBS-T, os immunoblots foram entao visualiza-
dos com o equipamento LAS4000 Chemiluminescence Imager
(Fijifilm, Toquio, Japao) com o software associado. Para
apresentacao, os immunoblots foram abertos no PhotoShop
CS2 (Adobe Systems, Mountain View, CA, EUA).

Analise estatistica

Para determinar os niveis de MMP-2 e MMP-9 no carcinoma
hipofaringeo, a analise dos dados foi feita com o software
estatistico SPSS 17.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, EUA). Os dados
foram apresentados como média & desvio-

padrao. O teste t de amostras pareadas foi usado para
comparar as diferencas entre os tecidos do carcinoma hipo-
faringeo e do pericarcinoma. A analise de variancia one-way
foi usada para comparar as diferencas entre os grupos em
diferentes estagios clinicos, metastase linfonodal e esta-
gio patologico do tumor. Considerou-se p < 0,05 para indicar
diferenca estatisticamente significante.

Resultados

Caracteristicas clinico-patologicas do paciente

A tabela 2 mostra as caracteristicas descritivas dos indivi-
duos do estudo, que incluem 42 pacientes com carcinoma
hipofaringeo e média de 59,4548,36 anos (47 a 78) e
8 pacientes com polipos de pregas vocais com média de
55,68 + 8,27 anos (48 a 75). Dos 42 pacientes com carcinoma
hipofaringeo, 38 (90,48%) eram do sexo masculino e apenas
4 (9,52%) do feminino, com razao de homens para mulheres
de até 9,5. De acordo com a classificacdo TNM, a maioria
dos pacientes apresentou tumores grandes (T3 + T4; 64,28%)
e comprometimento linfonodal (N +; 66,67%). A maioria dos
pacientes apresentou doenca em estagio avancado (esta-
gio Il +1V; 80,95%), enquanto 19,05% apresentaram cancer
em estagio inicial (estagiol +Il). Todos os pacientes foram
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Figura 1
A, tecido de pericarcinoma; B, tecido de carcinoma.

Tabela 2 Caracteristicas clinico-patologicas dos sujeitos
do estudo

Caracteristicas N° (%)
Pacientes Controles
Idade (anos)
Variacao 47-78 48-75
Média £ DP 59,45+ 8,36 55,68+ 8,27
Sexo
Masculino 38 (90,48) 7
Feminino 4 (9,52) 1
Tamanho do tumor
T1+T2 15 (35,72)
T3 23 (54,76)
T4 4 (9,52)
Envolvimento linfonodal
NO 14 (33,33)
N+ 28 (66,67)
Classificacdo patoldgica
Carcinoma espinocelular 42 (100,0)
Classificacdo histoldgica
Bem diferenciado 12 (28,57)

Moderadamente diferenciado 14 (33,33)

Pouco diferenciado 16 (38,10)
Estdgio clinico

I+l 8 (19,05)

1l 19 (45,24)

\Y 15 (35,71)

diagnosticados patologicamente com carcinoma espinoce-
lular (fig. 1). Histologicamente, 71,43% dos pacientes apre-
sentaram tumores pouco ou moderadamente diferenciados.

Maior expressdao de MMPS no carcinoma
hipofaringeo

Preparou-se o RNA total de 84 amostras de tecidos fres-
cos obtidos de pacientes com carcinoma hipofaringeo e
8 amostras de tecidos das pregas vocais obtidos dos pacien-
tes com pdlipos de pregas vocais. Os perfis de expressao de
mRNA dos tecidos acima mencionados foram analisados por
RT-PCR. Para excluir a possibilidade de contaminacao por
transferéncia, as reagdes que continham todos os reagentes

Resultados histopatoldgicos de pacientes com carcinoma hipofaringeo (coloracao H&E, a barra da escala € de 400 um).

de RT-PCR, inclusive os primers de citocina PCR sem
RNA da amostra, foram usadas como controles negativos.
Nenhuma contaminacdo foi detectada. Foram analisadas
as expressoes de mRNA de MMP-2 e MMP-9 nos tecidos. A
capacidade de expressao (medida como Intensidade Rela-
tiva [IR]/proporcao de B-actina) dos pacientes para MMP-2
e MMP-9 foi maior nos tecidos do carcinoma hipofaringeo do
que nos tecidos do pericarcinoma. Nao houve expressao de
mRNA de MMP-2 e MMP-9 nos pdlipos de tecidos das pregas
vocais (fig. 2). Nos 42 pacientes, 37 tecidos cancerigenos
(88,1%) e 34 tecidos de pericarcinoma (81,0%) expressaram
mRNA de MMP-2 (IR 0,509 + 0,319 e 0,353 + 0,268, respecti-
vamente; t=2,529, p=0,015); e 35 tecidos de cancerigenos
(83,3%) e 30 tecidos de pericarcinoma (71,4%) expressaram
mRNA de MMP-9 (IR 0,461 40,249 e 0,218 + 0,208, respec-
tivamente; t=4,781, p <0,001). Os tecidos cancerigenos
exibiram uma expressao de mRNA com nivel mais alto de
MMP-2 e MMP-9 do que os tecidos de pericarcinoma, e essa
diferenca foi estatisticamente significante.

Expressao de MMPS com estadiamento tumoral

As expressdoes de mRNA de MMP-2 e MMP-9 foram maiores
nos tumores com estagios clinicos mais avancados (MMP-2:
F=4,003, p=0,026, MMP-9: F=5,501, p=0,008). Especial-
mente no estagio IV, eram claramente maiores do que nos
estagios |+l (fig. 3). Sua intensidade de expressao estava
associada a metastase dos linfonodos (estadiamento N) e
aumentou com o maior grau de metastase linfatica (MMP-
2: F=4,584, p=0,016; MMP-9: F=4,643, p=0,006) (fig. 4)
A expressao de MMP-2 e MMP-9 nos tecidos cancerigenos
aumentou com o avanco do estagio histopatolégico do tumor
(MMP-2: F=3,884, p=0,029, MMP-9: F=3,783, p=0,032)
(fig. 5).

A técnica de immunoblotting revelou os niveis
de expressao proteica das MMPs no carcinoma
hipofaringeo

As expressoes proteicas de MMP-2 e MMP-9 foram analisa-
das com o ensaio de western blot. Os resultados mostraram
que os niveis de expressao proteica de MMP-2 e MMP-9 eram
consistentes com a expressao de mRNA em tecidos de car-
cinoma hipofaringeo e pericarcinoma. A expressdo proteica
de MMP-2 e MMP-9 em tecidos cancerigenos foi maior do que
em tecidos de pericarcinoma. Nao houve expressao proteica
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Figura 2 Expressao do mRNA de MMP-2 e MMP-9 em tecidos tumorais, tecidos de pericarcinoma e tecidos polipoides de controle
obtidos de pacientes com carcinoma hipofaringeo e pélipo de cordas vocais de pacientes. (A) Expressao representativa de mRNA
de MMP-2 e MMP-9 em tecidos tumorais e tecidos de controle polipoides. Os tecidos de cancer mostraram uma expressao de mRNA
mais intensa de MMP-2 e MMP-9, mas quase nao houve expressao em tecidos polipoides de controle (faixa 1, 1 kb na escada de DNA;
faixa 2, tecido de carcinoma; faixa 3, tecido polipoide de controle). (B) Expressao representativa de mRNA de MMP-2 e MMP-9 em
tecidos tumorais e tecidos de pericarcinoma. Os tecidos cancerigenos mostraram uma expressao de mRNA com nivel mais alto de
MMP-2 e MMP-9 do que os tecidos de pericarcinoma (faixa 1, 1kb na escada de DNA; faixa 2, tecido de carcinoma; faixa 3, tecido
de pericarcinoma). (C) Intensidade relativa da expressao de mRNA de MMP-2 e MMP-9 em tecidos de carcinoma e de pericarcinoma.
Os tecidos de carcinoma exibiram niveis mais altos de expressiao de mRNA de MMP-2 e MMP-9 do que os tecidos de pericarcinoma.
(*p<0,05e* p<0,01).
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Figura 3  Expressao de mRNA de MMP-2 e MMP-9 em tecidos tumorais de diferentes estagios clinicos obtidos de pacientes com
carcinoma hipofaringeo. (A) Expressdo representativa de mRNA de MMP-2 e MMP-9 em tecidos tumorais de diferentes estagios
clinicos. A expressao de MMP-2 e MMP-9 estava mais intensa nos estagios clinicos mais avancados (faixa 1, 1kb na escada de DNA;
faixa 2, pacientes no Estagio |+1I; faixa 3, pacientes no Estagio lll; faixa 4, pacientes no estagio IV). (B) Intensidade relativa da
expressdao do mRNA de MMP-2 e MMP-9 em tecidos tumorais de diferentes estagios clinicos. Pacientes em estagio avancado exibiram
niveis mais altos de expressdao de mRNA de MMP-2 e MMP-9 do que pacientes em estagio inicial (*p <0,05 e ** p <0,01).

MMP-9

Intensidade relativa

nos polipos dos tecidos das pregas vocais (tecidos controle). Discussao

O nivel de expressao proteica de MMP-2 e MMP-9 foi sig-

nificantemente maior nos estégios CliniCOS do tumor e as O carcinoma espinocelular da Cabe(;a € pescoco contribui

metastases dos linfonodos (estadiamento N) mais avancados de forma importante para a morbimortalidade mundial.

(fig. 6). Mais de 500.000 novos casos em todo o mundo sdo rela-
tados anualmente’. Como o trato respiratorio superior é o
primeiro local de contato com agentes cancerigenos ambien-
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Figura4 Expressao de mRNA de MMP-2 e MMP-9 em tecidos tumorais de diferentes estagios N obtidos de pacientes com carcinoma
hipofaringeo. (A) Expressao representativa de mRNA de MMP-2 e MMP-9 em tecidos tumorais de diferentes estagios N. A expressao
de MMP-2 e MMP-9 aumentou com o aumento do estagio N (faixa 1, 1kb na escada de DNA; faixa 2, paciente estagio NO; faixa 3,
paciente estagio N1; faixa 4, paciente estagio N2); (B) Intensidade relativa da expressdao de mRNA de MMP-2 e MMP-9 em tecidos
tumorais de diferentes estagios N. Os pacientes com metastase linfatica exibiram niveis mais altos de expressao de mRNA de MMP-2
e MMP-9 do que os pacientes no estagio NO (* p <0,05 e ** p <0,01).
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Figura5 Expressao de mRNA de MMP-2 e MMP-9 em tecidos tumorais de diferentes estagios histopatoldgicos obtidos de pacientes
com carcinoma hipofaringeo. (A) Expressao representativa de mRNA de MMP-2 e MMP-9 em tecidos tumorais de diferentes estagios
patologicos. A expressao de MMP-2 e MMP-9 foi reduzida com a melhora do grau de diferenciacdo (faixa 1, 1 kb na escada de DNA; faixa
2, paciente bem diferenciado; faixa 3, paciente moderadamente diferenciado; faixa 4, paciente pouco diferenciado); (B) Intensidade
relativa da expressao do mRNA de MMP-2 e MMP-9 em tecidos tumorais de diferentes estagios histopatoldgicos. Pacientes pouco
diferenciados exibiram niveis mais altos de expressao de mRNA de MMP-2 e MMP-9 do que pacientes bem diferenciados (*p < 0,05 e **
p <0,01).

tais, inclusive certos produtos quimicos (fumaga de cigarro pacientes.”' Ainda ha falta de uma estratégia eficaz para
ou alcool), poluentes atmosféricos'* e virus oncogénicos,'® o melhor tratamento?? e, portanto, os regimes terapéuticos
provavelmente a incidéncia de cancer de cabeca e pescoco permanecem controversos. Neste estudo, todos os pacientes
continuard a aumentar na préxima década.’® O cancer tinham carcinoma espinocelular; deles, 66,7% apresentavam
hipofaringeo € um carcinoma espinocelular indiferenciado metastase linfonodal. Dos pacientes, 80,95% encontravam-

de cabeca e pescoco (CECCP). Representa uma entidade -se em estagio clinico avancado (llI-1V); moderadamente
clinica distinta de outros tipos de cancer da regidao da diferenciados e pouco diferenciados representavam 71,4%
cabeca e pescoco. E menos prevalente do que outros can- de todos os pacientes. A classificacao dos pacientes foi con-
ceres de cabeca e pescoco, é responsavel por 3% a 5% de sistente com a literatura relatada anteriormente.

todos os CECCP."” Geralmente ¢é dificil detectar o carcinoma As MMPs desempenham um papel fundamental na
hipofaringeo em um estagio inicial devido aos sintomas farin- remodelacdao da MEC e estao envolvidas em uma vari-
geos imperceptiveis.'® Apesar dos consideraveis avancos na edade de processos, inclusive inflamacao, migracdo,
terapia multimodal, inclusive cirurgia, radioterapia e qui- diferenciacdo, angiogénese e fibrose. Embora a expressao
mioterapia, a taxa de sobrevida global para pacientes com de algumas MMPs seja considerada constitutiva (MMP-2) ou
CECCP ¢ de apenas 15% a 45%.>" Esses pacientes geral- induzivel (MMP-9) no tecido inativo, muitos fatores afetam
mente se apresentam tardiamente, com 60% a 80% deles com sua sintese. Portanto, o significado clinico das MMPs, em par-
metastase nodal ipsilateral e até 40% com depositos tumo- ticular as MMP-2 e MMP-9, tem sido demonstrado em muitas

rais nodais ocultos contralaterais na apresentacdo.’”?' Na  condicdes patoldgicas, como neoplasias, doencas autoimu-
apresentacao ou durante o acompanhamento, os pacientes nes e inflamacao crénica.?>?* Uma producdo aumentada de
com CECCP geralmente sao diagnosticados em estagio tardio MMP-2 e MMP-9 parece ser um marcador Util de varios dis-
e a recorréncia local do tumor e as metastases a distancia turbios autoimunes e neoplasias.?” Bo et al.?® observaram
ocorrem com bastante frequéncia apos as terapias conven- que as metaloproteinases de matriz (MMPs) sao importan-
cionais, as quais sao a principal causa de baixa sobrevida dos tes no desenvolvimento e na expansao de células tumorais
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Expressoes proteicas de MMP-2 e MMP-9 em tecidos tumorais e tecidos de pericarcinoma obtidos de pacientes com carci-

noma hipofaringeo. (A) Expressao proteica representativa de MMP-2 e MMP-9 em tecidos tumorais e tecidos de controle polipoides.
Os tecidos cancerigenos exibiram uma expressdo proteica mais intensa de MMP-2 e MMP-9, mas quase nao houve expressiao nos
tecidos de controle polipoides (faixa 1, tecido tumoral; faixa 2, tecido de controle polipoide). (B) Expressao proteica representativa
de MMP-2 e MMP-9 em tecidos tumorais e tecidos de pericarcinoma. A expressao das proteinas MMP-2 e MMP-9 foi maior nos tecidos
tumorais do que nos tecidos de pericarcinoma (faixa 1, tecido tumoral; faixa 2, tecido de pericarcinoma). (C) Expressao proteica
representativa de MMP-2 e MMP-9 em tecidos tumorais de diferentes estagios clinicos. A expressao proteica da MMP-2 e MMP-9
aumentou com nos estagio clinicos mais avancados (faixa 1, pacientes Estagio | +1l; faixa 2, paciente Estagio Ill; faixa 3, paciente
Estagio 1V). (D) Expressao proteica representativa de MMP-2 e MMP-9 em tecidos tumorais de diferentes estagios N. A expressao
proteica de MMP-2 e MMP-9 aumentou com o aumento do estagio N (faixa 1, paciente NO; faixa 2, paciente N1; faixa 3, paciente

N2).

em metastases osseas e ostedlise esquelética. A degradacao
da matriz extracelular pelas MMPs facilita a invasao e
proliferacao de células tumorais no ambiente metastatico.®
Entre todos os membros das MMPs, as MMP-1, 2, 3, 9 e
13 foram relatadas como correlacionadas com metastases
tumorais.'? Neste estudo, a intensidade da expressdo de
MMP-2 e MMP-9 foi associada a metastase de linfonodos
(estadiamento N) e aumentou com o grau mais avancado de
metastase linfatica. As MMP-9 e MMP-2 pertencem a fami-
lia das gelatinases, um dos cinco grupos da familia MMP, com
base na especificidade de estrutura e substrato.”” A MMP-2 é
secretada pelas células tumorais e intersticiais na forma de
um zimogénio e pode degradar especificamente o colageno
IV quando é hidrolisado e ativado. Nossos resultados mos-
traram que o mRNA e a proteina da MMP-2 foram expressos
nos tecidos cancerigenos e de pericarcinoma e a intensidade
da expressao no tecido cancerigeno foi significantemente
maior do que no tecido de pericarcinoma. A MMP-9 aumenta
a metastase das células tumorais, degrada as proteinas de
colageno da MEC apos ser ativada por proteases extrace-
lulares em diferentes condicdes fisioldgicas e patologicas.
No presente estudo, a expressao do mRNA e da proteina da
MMP-9 se apresentou mais aumentada nos estagios histopa-
tologico mais avancados do tumor. Assim, a MMP-2 e a MMP-9
sao importantes proteases usadas na invasdao e metastase
de varios tumores, pela degradacdo da MEC e da membrana
basal. 28 Lee et al. demonstraram que a inibicdo de MMP-2

e MMP-9 prejudica a capacidade de degradacdo Ossea pela
metastase tumoral.?®3°

Conclusao

A expressao de MMP-2 e MMP-9 no carcinoma hipofaringeo
foi significantemente maior do que no tecido do pericarci-
noma e se apresentou mais aumentada nos estagios clinicos
mais avancados do tumor. O nivel de expressao foi relacio-
nado a metastase linfonodal e ao estagio histopatologico do
tumor. Assim, a MMP-2 e a MMP-9 podem estar envolvidas
na ocorréncia, no desenvolvimento, na invasao e metastase
do carcinoma hipofaringeo por meio de varios mecanismos.
Investigacoes adicionais sao necessarias para determinar os
mecanismos exatos. Isso pode fornecer um novo alvo para a
terapia direcionada ao carcinoma hipofaringeo.
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