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RESUMO

Introdugao: Metaloproteases de matriz extracelular (MMP) s&o enzimas proteoliticas sintetizadas na
fase de fendtipo mais agressivo dos gliomas malignos, degradando proteinas da matriz extracelular,
ocasionando ruptura da barreira hematoencefalica e contribuindo para a resposta neuroinflamatéria,
angiogénese e migragdo. Estudos mostram expressdo de gelatinase A (MMP-2) proeminentemente nas
células gliais tumorais, com pouca expressdo na microvasculatura, enquanto expressdo de gelatinase B
(MMP-9) é proeminente na microvasculatura, com pouco sinal nas células tumorais. Objetivo: Neste
estudo analisamos amostras de soro de 34 pacientes com gliomas malignos recidivos, antes e durante o
tratamento com alcool perilico por via inalatéria para determinar se a expressédo de MMP poderia ser usada
como indicador prognéstico. Métodos: A atividade gelatinase (MMP-2, MMP-9) nas amostras de soro
foi determinada por zimografia e a atividade enzimatica relativa foi determinada utilizando-se programa
de anélise densitométrica. Os valores foram correlacionados com exames de imagem e sobrevida dos
pacientes. Resultados: Os resultados obtidos em nosso estudo evidenciaram que 0s pacientes com
gliomas malignos apresentaram aumento da expressdo de MMP-2 e MMP-9 quando comparados com
pacientes saudaveis. Expressdo aumentada de MMP-2 foi proporcional a progresséo tumoral, sobrevida
desfavoravel e area de edema peritumoral. Conclusao: Esses resultados indicam proporcionalidade entre
a expressao de MMP-2 e a malignidade dos gliomas, sugerindo seu emprego como indicador prognéstico
para recorréncia tumoral pés-operatéria e sobrevida desfavoravel dos pacientes.
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ABSTRACT

Analysis of matrix metalloproteinase as prognostic indicator in malignant gliomas

Background: Matrix metalloproteinases are proteolytic enzymes secreted in phase of aggressive
phenotype of malignant gliomas, degrading extracellular matrix proteins, causing blood brain barrier
disruption, contributing for neuroinflammation response, angiogenesis and invasion. Studies found
gelatinize A (MMP-2) expression most prominently in tumor cells, with very little expression seen in
vasculature, while gelatinase B (MMP-9) expression was prominent in vascular structures with very little
signal in tumor cells. Objective: We analyzed serum samples from 37 patients with relapsed malignant
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gliomas before and in course of treatment with perillyl alcohol intranasal delivery to determine if MMP
could be used as prognostic indicator. Methods: Gelatin activity (MMP-2, MMP-9) in serum samples
was established by zymography and enzymatic activity was established applying densitometry analyze
and values correlated with the patient’s radiographic status and survival. Results: The results achieved
in this study offer evidence that malignant gliomas patient demonstrate increase MMP-2 and MMP-9
expression when compare with health patients. Increase MMP-2 expression was proportional to tumor
progression, poor survival and peritumoral zone of edema. Conclusion: These findings may indicate
proportionality between MMP expression and malignance of gliomas, suggest application as a prognostic
indicator for post-operative tumor recurrence and the patients’ poor survival.
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Introdugao

Entre os novos aspectos da biologia molecular dos
tumores humanos, as enzimas proteoliticas, que sdo
produzidas pelas proprias células tumorais, pelas do
estroma peritumoral ou pelo endotélio da vasculatura,
tém adquirido uma importancia especial. As proteases,
em virtude de seu papel potencial na degradacéo dos
elementos da matriz extracelular (MEC), facilitam a
invasdo tumoral e metdstases, aspectos importantes
na evolugdo do cancer®. Os gliomas malignos (GM)
caracterizam-se por intensa invasividade e neovascula-
rizacdo, frustrando estratégias cirrgicas, contribuindo
para um curto intervalo de sobrevida. O mecanismo
de migracdo dos GM sugere que as metaloproteases
de matriz extracelular (MMP) desempenhem fungao
critica neste processo’. As MMP constituem uma
familia de endopeptidases, com atividade hidrolitica
de amplo espectro para as proteinas extracelulares. As
MMP estdo amplamente distribuidas no organismo
humano, onde desempenham uma série de fungdes
fisiologicas, como, por exemplo, na cicatriza¢do?!, na
reabsor¢do 0ssea’, na involugdo mamaria'® e em outras
fungdes fisioldgicas associadas a gravidez e parto'°.
Estudos demonstram que as MMP também estdo im-
plicadas em processos patologicos variados, como na
artrite reumatoide®, na enfermidade periodontal'’, na
esclerose multipla' ¢ em certas alteragdes hematolo-
gicas®. Contudo, o papel das MMP na fisiopatologia
tumoral, como determinantes do potencial metastatico
nas células neoplésicas, tem gerado maior interesse
em investigagao clinica, ja que o processo de invasio
tumoral inicia-se a partir da degradag@o de elementos
da MEC e do estroma intersticial. As MMP ampliam
o processo de invasdo tumoral, ndo s6 por meio da
degradagdo das proteinas da MEC, como também
pela ativagdo de cascatas de transdugdo de sinal, que
promovem motilidade, e pela solubilizagdo de fatores
de crescimento ligados a MEC™. Um aspecto relevante
da dindmica das MMP na fisiopatologia tumoral é que

sua expressao pode ocorrer tanto em células neoplasi-
cas quanto estromais e endoteliais peritumorais’. Estas
ultimas, provavelmente, recebem sinais bioquimicos
originados do tumor, como fatores de crescimento e
citocinas®.

Neste estudo estabelecemos parametros de monito-
ramento e andlise de expressdo da atividade das MMP
como facilitadores da tumorigénese, crescimento e
sobrevivéncia tumoral, influenciando a morbidade e
mortalidade de pacientes com gliomas malignos re-
cidivos. Os resultados obtidos foram consoantes com
a correlacdo entre expressdo de MMP e alto grau de
agressividade e malignidade tumoral.

Material e métodos
Pacientes

Os pacientes com diagndstico comprovado de
gliomas malignos recidivantes foram avaliados
quanto aos critérios de elegibilidade para a entrada no
estudo: “Estudo fase I do monoterpeno alcool perili-
co em pacientes com glioblastoma multiforme recidi-
vante” (Projeto aprovado pelo CONEP, registro 9681,
n°®25000.009267/2004-25, 12 de julho, 2004). Antes
da solicitagdo dos exames necessarios, os candidatos
concordaram em participar do estudo mediante a as-
sinatura de um consentimento livre e informado, lido
pelo investigador ao paciente ou seu familiar respon-
savel. O sangue de cada paciente foi coletado antes
e trimestralmente apds o inicio do tratamento com
alcool perilico (AP). Apos coleta, o tubo contendo o
sangue foi mantido em repouso por 30 minutos, para
posterior centrifugacdo a 3.000 rpm por 10 minutos.
O plasma e o soro foram guardados a -80°C para
posterior analise.
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Zimografia

A atividade gelatinase (MMP-9, MMP-2) nas amostras
de soro foi determinada por zimografia, por eletroforese
SDS-PAGE gel 8% de poliacrilamida e 0,1% de gelatina e
posterior renaturagao pela incubagao com 2,5% de Triton-
X100, por 30 minutos. O gel foi incubado durante 18 horas
a 37°C, em tampao 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, contendo
10 mM de CaCl, e 0,05% Brij (Sigma) € corados com
Coomassie azul brilhante. Também foram incluidos no gel
padrao de peso molecular e de MMP-2 e MMP-9 (Bio-Rad,
USA). Atividade enzimatica relativa foi determinada
utilizando-se programa de analise densitométrica.

Resultados

Andalise das MMP em plasma de pacientes
com gliomas malignos tratados com AP

Estudamos a expressdo e atividade metaloprotease
por exame de zimografia antes e durante o tratamento dos
pacientes. Os resultados obtidos em nosso estudo eviden-
ciam que os pacientes com gliomas malignos apresentam
aumento da expressdo das MMP quando comparados
com individuos saudaveis (Figura 1). Os pacientes que
responderam ao tratamento com AP apresentaram redu-
¢do da atividade da MMP-2 e MMP-9. Os que sofreram
progressao tumoral, aumento do volume do tumor e/ou
area de edema visualizado em exames de imagem tiveram
aumento da atividade da MMP-2 (Figura 2).
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Figura 1 — Aumento da expressiao das MMPs nos
pacientes com gliomas malignos quando comparados
com os pacientes sauddveis.

Caso ilustrativo

Paciente do sexo feminino, de 69 anos, incluida no
protocolo Estudo Clinico Fase IT do Alcool Perilico em
Pacientes com Gliomas Malignos Recidivados (CONEP
9.681 n° 25000.009267/2004-25, aprovado em julho
de 2004). O alcool perilico vem sendo administrado
em concentra¢ao de 0,3%, por via inalatdria, quatro
vezes ao dia, desde 20 de maio de 2005. A analise da
expressdo das MMP foi efetuada em correlagdo com a
avaliagdo do volume tumoral. A avaliagdo do volume
tumoral feita com exames de ressondncia magnética
mostrou redugdo significativa do tumor entre maio de
2005 e abril de 2006. Concomitantemente, a analise de
MMP evidenciou aumento de MMP-2 em abril de 2006
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Figura 2 — Andlise das MMPs em plasma de pacientes com gliomas malignos tratados com AP. Pacientes que apresentaram aumento da
expressdo das MMPs tiveram sobrevida menor. Pacientes que apresentaram diminui¢do da expressio de MMPs tiveram sobrevida maior.
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(Figura 3), prognosticando atividade tumoral, tendo
ocorrido recidiva tumoral em novembro de 2006, que
exigiu nova ablagdo cirurgica (Figura 4).
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Figura 3 — Andlise de expressio de MMPs.

Méd Cont: médio controle. GBM 29 exame em maio de 2005;
GBM 29a exame em outubro de 2005; GBM 29b exame em
abril de 2006. Evidencia-se aumento de MMP-2 em abril de

2006 prognosticando aumento de atividade tumoral, que de fato
ocorreu em novembro de 2006.
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Figura 4 — A: RM em maio de 2005; B: em outubro de 2005;
C: em abril de 2006; D: em novembro de 2006. Evidencia-se
recidiva tumoral em novembro de 20065
E: RNM em margo de 2008.

Regiao de lise

Discussao

Neste estudo estabelecemos pardmetros de monito-
ramento e analise de expressao da atividade das MMP
como facilitadores da tumorigénese, crescimento e
sobrevivéncia tumoral, influenciando a morbidade e
a mortalidade em um espectro de 34 pacientes com
gliomas malignos recidivos. Os resultados da atividade
gelatinase-A (MMP-2) e gelatinase-B (MMP-9) nas
amostras de soro foram determinados por zimografia
e também mostraram que existe associagdo entre a
expressdao das MMP e os subtipos clinicos de GBM
primario e secundario.

Pesquisas'” mostraram aumento do nivel da ativi-
dade das gelatinases em tecidos de gliomas quando
comparados com tecido cerebral normal. Ambas,
gelatinase-A e gelatinase-B, sdo expressas nas células
tumorais e na vasculatura. A expressdo da gelatinase-A
¢ mais proeminente nas células tumorais. A gelatinase-B
mantém expressao pronunciada nos vasos sangiiineos
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do microambiente tumoral. Esses dados sugerem que
ambas MMP sejam produzidas nas células gliais e,
de modo potencialmente importante, em gliomas'’.
Em nosso estudo observamos, entre os pacientes com
gliomas malignos recidivos que apresentaram redugao
do volume tumoral e aumento da sobrevida, a cons-
tancia do edema cerebral peritumoral, apesar do uso
continuado de corticosterdide. Estudos mostram que
as células gliais expressam MMP em resposta a lesdo
celular, degradando os componentes da lamina basal e
acarretando ruptura da barreira hematoencefélica, con-
tribuindo para a resposta neuroinflamatoria em muitas
doengas neurologicas'®, o que proporciona ocorréncia
de edema vasogénico. A atividade das MMP ¢é regulada
tanto em nivel de transcricao pelas citocinas e fatores
de crescimento quanto em nivel pos-transcrigdo pela
secrecdo de enzimas latentes (pré-pro-MMP) e ativagdo
de zimogénios (pro-MMP) por integrinas e proteases
tanto presentes no meio extracelular quanto associadas
a membrana celular, como MT-MMP. Existe um equi-
librio preciso entre a producao endégena de inibidores
teciduais — TIMP (tissue inhibitors of metalloprotei-
nases) — ¢ a producdo de MMP no microambiente, de-
terminando a remodelagem fisiologica ou a destruig¢@o
patologica do tecido*. Na forma latente, pro-MMP-2 é
ativada pela interacdo com MT-MMP (membrane-type
metalloproteinases), formando um complexo com o
inibidor tissular da MMP-2, permitindo ativagdo da
MMP e conseqiiente transmigracdo celular pela barreira
hematoencefalica alterada’.

As expressdes de MMP-2 e MMP-9 sdo avaliadas
pela zimografia, um método enzimatico que detecta
a atividade dessas proteinas'?. Nosso estudo determi-
nou, usando esse método, a atividade de MMP antes
e durante o tratamento com AP por via inalatoria. Os
resultados mostraram que, nos pacientes que apresen-
taram reducdo do volume tumoral com o tratamento,
houve inibi¢do da expressdo da atividade de MMP-2
e MMP-9. Nos pacientes ndo tratados e nos que néo
responderam ao tratamento com o AP, existe aumento
da atividade dessas proteinas. Alguns autores® con-
cluiram que o aumento da expressdo da atividade de
MMP esta associado com curto periodo de sobrevida
em pacientes com GBM primario e sugerem que a
expressdo de EGFRVIII possa promover ativacdo de
MMP-9, possivelmente pela via MAPK/ERK. Estudos®
anteriores do nosso grupo mostraram que o AP pode
atuar inibindo a ERK. Os resultados obtidos no presente
trabalho também evidenciaram a associagdo entre a
expressao das MMP-9 e o subtipo de GBM primario,
clinicamente diagnosticado. Esses resultados permitem
aventar a hipotese de que pacientes com GBM primarios
podem se beneficiar com terapia anti-MMP.
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Autores!” propdem que MMP-2 tenham atividade na
invasividade das células de glioma, enquanto MMP-9
na angiogénese e neovascularizagdo tumoral. No caso
ilustrativo apresentado, a analise de MMP evidenciou
aumento da expressdo de MMP-2 quando o exame de
imagem apresentava regressao tumoral. Esse resultado,
prognosticando futura recidiva tumoral, ¢ consoante
com estudos!'' que preconizam que tais enzimas sdo
expressas nas células gliais transformadas, que atuam
na clivagem da matriz extracelular durante a invasivi-
dade tumoral.

Conclusao

As observagoes obtidas neste estudo sugerem que
o aumento da expressdo de MMP poderia ser marcador
bioldgico independente, prognosticando recorréncia
em pds-operatorio de pacientes com gliomas malignos.
A questdo da invasividade dos gliomas e da expressado
das enzimas que remodelam a matriz extracelular &, sem
davida, promissora também em termos terapéuticos.
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