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RESUMO

Introducdo: o cancer de préstata (CaP) € universal, possui alta prevaléncia e
mortalidade. Seu diagnostico precoce € fundamental e carece de aprimoramento dos
métodos utilizados. As metaloproteinases (MMPs) estdo diretamente envolvidas no
processo tumoral metastatico e alteragbes de seus niveis tém sido detectados em
diversos tipos de cancer. Objetivo: mensurar as concentracées séricas de MMP-1 de
individuos com CaP e com hiperplasia prostatica benigna (HPB), corrigindo os
resultados para uma importante variabilidade alélica apontada como predisponente a
niveis diferenciais de MMP-1 no soro. Métodos: amostra composta por 196 homens
com mais de 50 anos, atendidos consecutivamente no ambulatorio de urologia do
Hospital Universitario de Brasilia. Um Gnico urologista realizou todos os exames
clinicos, antropométricos e o toque retal. Foram coletadas amostras de sangue para
dosagem de MMP-1, PSA, PSA livre, além de diversos marcadores bioquimicos,
hormonais, hematoldgicos e inflamatérios. Em paralelo, o DNA genbémico de todos
participantes foi extraido e procedida genotipagem de MMP-1 em busca do
polimorfismo SNP rs495366, conhecidamente relacionado ao aumento de MMP-1.
Foram encaminhados para a realizacdo de bidpsia os participantes com indicacdo
clinica e/ou laboratorial, e aqueles com resultado positivo para CaP compuseram o
grupo teste CaP, enquanto os demais o grupo controle HPB. Para a analise estatistica
empregou-se os testes de tStudent, de Mann-Whitney, de Kolmogorov-Smirnov, o
coeficiente de correlacdo, o teste de correlagdo de Spearman’s e a analise
multivariada de regressao linear. Resultados: procedido o ajustamento para 0s
genotipos produzidos pelo SNP rs495366 e eliminada essa interferéncia, foram
encontrados valores médios de MMP-1 exatamente duas vezes maior nos individuos
com CaP (0.96 ng/mL) que nos com HPB (0.48 ng/mL). Como resultado esperado,
uma diferenca significativa foi observada entre os niveis de PSA total e livre (p<
0,001). Ndo houve diferenca para todas demais variaveis clinicas e laboratoriais
testadas, indicando uma homogeneidade entre os grupos. Também né&o foi
encontrada nenhuma associac¢éo do polimorfismo ou da concentracao sérica de MMP-
1 com as variaveis clinicas testadas. Conclusdo: Os resultados deste estudo

revelaram que individuos com CaP apresentaram elevacao dos niveis séricos médios



de MMP-1, e, portanto, h4 associacdo dos niveis circulantes totais deste marcador
com malignidade prostética.

Palavras-chave: cancer de prostata; neoplasia; biomarcador; metaloproteinase.



ABSTRACT

Introduction: Prostate cancer (PCa) is a high-prevalence universal neoplasia. Early
diagnosis is fundamental, and the methods currently used need improvement.
Metalloproteinases (MMPSs) are directly involved in the metastatic tumor process, and
changes in their circulating levels have been detected in several types of cancer.
Objective: To compare total serum concentrations of the metalloproteinase-1 (MMP-
1) across individuals clinically diagnosed with either PCa or benign prostatic
hyperplasia (BPH), correcting the results for an important allelic variability identified as
predisposing to differential serum MMP-1 levels. Methods: The sample was
composed of 196 men aged = 50 years, consecutively followed at a university hospital
urology outpatient clinic. The same urologist performed all clinical, anthropometric, and
rectal examinations. Blood samples were collected prior to any clinical intervention to
assess baseline MMP-1 and total/free PSA levels as well as of several metabolic,
hormonal, and inflammatory markers. Genotyping was performed for the rs495366
single-base polymorphism (SNP), related to an increase in peripheral MMP-1.
Participants with clinical and/or laboratory profile compatible with PCa composed the
test group as long as confirmed for malignancy according to the Gleason scale and
eligible for prostatectomy. Results: In agreement with the literature, homozygotes for
rs495366 SNP allele A showed reduced levels of MMP-1. Genotype-adjusted analyzes
revealed mean MMP-1 level 2-fold higher in PCa carriers (0.96 ng/mL) compared to
those with BPH (0.48 ng/mL). No other variation in clinical or laboratory parameters
was found according to prostatic condition or genotypic distribution, exception for the
expected difference in total and free PSA levels across PCa and BPH. Conclusion:
The results of this study showed increased serum levels of MMP-1 in PCa patients,

and therefore an association of this marker with prostatic neoplasia.

Keywords: prostate cancer, neoplasm, biomarker, metalloproteinase.
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1. INTRODUCAO

O Cancer de Prostata (CaP) € a neoplasia com maior prevaléncia entre homens
no mundo ocidental (1-3). Quanto a letalidade, consiste na segunda principal causa
de mortes relacionadas ao céancer nos Estados Unidos da América, depois do
carcinoma de pulméo e brénquios. Registros da Sociedade Norte-Americana do
Cancer apontam que 238.590 novos casos de CaP surgiram naquele pais no ano de

2013, com a estimativa de que 29.720 homens morreram da doenca (4).

No Brasil, estimativas para 2016 feitas pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA)
dao conta de 61.200 novos casos, tendo 0 numero de mortes em 2013 atingido
13.772, de modo que o CaP foi classificado como a segunda forma de neoplasia mais

comum entre 0s homens no pais (atras apenas do cancer de pele ndao-melanoma) (5).

Jé considerando o ano de 2018, o INCA estimou em 68.220 0s novos casos e
em 14.484 as mortes por CaP no Brasil, afirmando que o aumento recente observado
nas taxas de incidéncia do pais pode ser parcialmente justificado pela popularizacéo
dos métodos diagndsticos (exames), pela melhoria na qualidade dos sistemas de
informacéo e pelo aumento na expectativa de vida, e consiste tdo somente no inicio

de um processo de intensificacao da frequéncia da doenca em nosso pais (6).

Ademais, o CaP é considerado um cancer da terceira idade, uma vez que cerca
de trés quartos dos casos no mundo ocorrem a partir dos 65 anos. No Brasil,

aproximadamente 75% dos casos ocorrem apoés o0s 65 anos (6).

N&do ha causas definitivas estabelecidas para o cancer de préstata até o
momento, mas a progressdo da idade, a historia familiar positiva, assim como a

ascendéncia africana tem sido associadas ao seu desenvolvimento (2,7).

O diagndstico precoce do CaP continua sendo fundamental, uma vez que 0s
recursos terapéuticos e a possibilidade de cura sao limitados em estagios avancgados.

As sociedades médicas de todo o mundo defendem que o rastreamento na populacéo
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gera beneficios para subsidiar uma decisdo compartilhada entre médico e paciente, a
despeito do diagndstico (e consequente tratamento) e de politicas publicas de
diversos paises (incluindo o Brasil) ndo promoverem este rastreio. A conduta clinica
estabelece que a presenca de hematuria visivel, disfuncdo erétil e/ou alteracbes do

padrdo urinario ensejam investigacao para o diagndstico precoce (8,9).

Atualmente, o rastreamento do CaP costuma ser iniciado pela dosagem do
antigeno prostatico especifico (PSA) conjuntamente ao exame pelo toque retal,
compondo procedimento com sensibilidade aproximada de 80% (10). Apesar de ser
uma estratégia pouco invasiva e de baixo custo, apresenta especificidade limitada
para atestar CaP quando se considera o ponto de corte para PSA em 4,0 ng/dL (31%
para brancos e 44% para negros) (11). Niveis séricos de PSA podem se exibir
elevados na hiperplasia prostatica benigna (HPB) ou em condi¢Bes traumaticas e
inflamatdrias da préstata, e uma conduta baseada tdo-somente em seus escores pode
incorrer em resultado falso-positivo. Em verdade, apenas 25% das biopsias de
préstata motivadas isoladamente por nivel elevado de PSA confirmam cancer de

prostata (12).

Assim, a dosagem dos niveis de antigeno prostético especifico (PSA) ainda é
considerada a mais importante ferramenta disponivel para triagem do disturbio, com
vistas a sua deteccédo precoce, permitindo seu estadiamento e monitorizacao (7,13).
Encontra-se bem estabelecidos que niveis de PSA se correlacionam com a extensao
da doenca no momento da recorréncia, com niveis mais baixos associando-se com
recidiva local enquanto niveis mais altos, com a recidiva sistémica (14). Estudos
demonstram que o PSA pré-operatério pode predizer a existéncia de doenca
extraprostética (15,16), mas o PSA nao constitui marcador especifico para o cancer
prostatico, e sim para alteracdes da glandula prostética, podendo seu nivel se elevar
em casos de prostatites ou hiperplasia benigna da préstata (HPB), por exemplo. Em
linha, outras ferramentas clinicas de grande importancia consistem nas
caracteristicas do toque retal, que auxilia no estadiamento do tumor, e os dados da

biépsia, sendo o escore de Gleason o fator prognéstico isolado mais importante (17).

Novos marcadores tém sido propostos como um segundo teste (teste reflexo)
quando titulos de PSA se mostram alterados, seja isoladamente ou compondo

férmulas, com o intuito de elevar a especificidade do rastreamento do CaP. Esses
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testes devem possuir valor preditivo maior que o do uso do PSA isoladamente, sendo
ja utilizadas a relacdo PSA livre/ PSA total e a dosagem do antigeno PCA3, assim
como os escores 4K, o indice de saude da préstata (PHI), o RC3 e o modelo
STOCKHOLM-3. Contudo, nenhum ainda demonstrou ganho significativo em

acuracia clinica (18,19).

1.1 METALOPROTEINASES DE MATRIZ (MMPS) E SEUS INIBIDORES

Evidéncias bioquimicas também demonstram que uma classe, em particular,
de proteinases séricas denominadas metaloproteinases que degradam matriz
extracelular (matrixmetalloproteinaeses - MMPs) encontram-se importantemente

envolvidas na fisiopatologia da doenca prostatica maligna (20).

As MMPs sdo endopeptidases dependentes de zinco e calcio que degradam
varios elementos da matriz extracelular (MEC), principalmente colageno, elastina,
laminina, fibronectina e proteoglicanos. Também participam de varios processos
fisiol6gicos como a embriogénese, ovulacdo e remodelacdo da matriz extracelular,
mas por outro lado, estdo também envolvidas em varios eventos patoldgicos para o
advento da neoplasia, como a tumorigénese e a capacidade infiltrativa e de
metastase, uma vez que promovem a degradacdo de componentes da MEC

favorecendo a migracéo de células tumorais (14-16).

Ja foram identificadas 24 MMPs, das quais 23 sdo encontradas em humanos,
englobando colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13 e MMP-18), gelatinases (MMP-2
e MMP-9), estromelisinas (MMP-3 e MMP-10), matrilisinas (MMP-7 e MMP-26),
MMPs de membrana (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24 e MMP-25),

entre outras (Tabela 1).



Tabela 1 Classificacao, caracteristicas e fun¢des das metaloproteinases

Caracteristica

14

Classe MMPs Acgdo/substratos Ref.
estrutural
Dominio proé-
» e
Matrilisinas 7e 26 o Matrisian,
catalitico com o
o 2002
sitio ligante de
zinco
Dominio simples
de hemopexina
conectado ao Degradam a hélice
Colagenases 1 8e13 dominio catalitico  nativa de colageno  Curran,
9 ' através de uma tipo I, Il e lll entre Murray, 1999
regido de outros
dobradica rica em
prolina
Degradam Nagase
Estromelisinas 3,10e 12 SUbSt"flr.to proteogll_cans, Woessner,
especifico fibronectina e
- 1999
laminina
Preferéncia por
colageno
" desnaturado :
Contém uma . Kleiner,
e L (gelatinases) e
. regido adicional de . Stetler-
Gelatinases 2e9 A o também degradam
trés repeticdes de . - Stevenson,
fibronectina tipo |l colagenos tipos 1V, 1999
V, Vil e X, além de
fibronectinas e
lamininas
Limitadas a
- Degradam
superficie das elating
Tipo membrana 14 (MT1-MMP), 15, células através de gbronec:cina e Seiki 1999
(MT-MMPS) 16,17, 24 e 25 um dominio '
transmembrana c- 2drecan € outros
: substratos da MEC
terminal
Migracéo e
protedlise de McCawley,
12 (Metaloelastase), macréfagos (MMP- 2001
19, 20 : .
Outras (Enamelisina), 23 e 12) mediadores e Caterina et
' formacao do al., 2002

28 (Epilisina)

esmalte do dente
(MMP-20)

Fonte: Elaborado pelo autor.

S&o encontradas em todos os tecidos e no plasma, e podem ser de membrana

ou secretadas, sendo liberadas em sua maioria como pré-MMPspara, em seguida,

serem ativadas pelo sistema uroquinase-plasminogénio/plasmina localizados em

membranas celulares (15).

O pro-peptideo de todas as metaloproteinases (Figura 1) contém um residuo

de cisteina conservado unido ao ion zinco no sitio catalitico das MMP (15-21). A

ativacdo das MMPs inicia-se pelo rompimento desta ligacdo zinco-cisteina por fatores
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fisicos ou quimicos. O dominio hemopexina (Pex) forma uma estrutura propulsora de
quatro hélices feitas por beta-estruturas, que conferem a propriedade colagenolitica
as MMPs (22).

Por sua vez, as gelatinases sdo distinguidas pela insercéo de trés repeticoes
cabeca-cauda ricas em cisteina, em seus dominios cataliticos, os quais s&o

importantes por se ligarem a gelatina (23).

Pelo dominio Pex as MMPs se ligam a outras proteinas como as integrinas,
receptores de superficie celular e TIMPs (Tecidos Inibidores de MMP) (24). Todas as
MT-MMPs (tipo membrana), MMP-11, MMP-23 e MMP-28 tém também uma
sequéncia de reconhecimento furin entre o pré-peptideo e o dominio catalitico,
permitindo assim ativacéo e clivagem por enzimas convertases no aparelho de golgi
(25).

Algumas citocinas, fatores de crescimento, agentes quimicos, estresse fisico,
oncogenes e interagdes com a matriz extracelular, podem induzir a expressao das
MMPs nos niveis transcricional e pds transcricional, ja que a expressdo da maioria
das MMPs é baixa em tecido normal e acima do normal quando ha remodelamento
(26).

Em paralelo, e com acéo regulatéria e antagbnica, foram descritos quatro
inibidores teciduais das MMPs (TIMPSs), a saber: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4.
Suas expressbes sao induzidas durante a remodelacédo tecidual. Em situacdes
fisiologicas, os niveis dos TIMPs sdo fundamentais para contrabalancear a acédo das
MMPs. Os TIMPs em geral atuam sobre todas MMPs, com poucas excecdes e
predilecdes, e se ligam as MMPs pelo dominio N-terminal. Em condicdes patoldgicas,
uma hiperexpresséo de TIMP-1, TIMP-2 e TIMP-3 normalmente acompanham o curso
do crescimento tumoral (15).
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Matrilisina MMP 7 (1980)
Zn“

M . propeptideo
Colagenases  MMP 1 (1962), MMP 8 (1968), MMP 13 (1994), MMP 18 (1896) W Ppeptideo sinalizador
Estromelisinas MMP 3 (1974), MMP 10 (1988)

Metaloelastase MMP 12 (1981), MMP 19 (1996) Zn?* . #
Enamelisina  MMP 20 (1997), MMP 22 (1998), MMP 27 (2001) T st catalitico
Zn* )
hww i e sitio fibronectina Il

Gelatinases  A-MMP 2 (1978), B- MMP 9 (1972) WW' dobradica

Zn** : A itio C-terminal
m - oS ol , :emope:rr:?;m:le
Figura 1 Estrutura basica de MMPs (Fonte: Visse e Nagase, 2003 (15)).

Adicionalmente, as TIMPs podem exercer fun¢des bioldgicas que independem
de sua capacidade de inibir MMPs. TIMP-1 e TIMP-2 estimulam a eritropoese e a
proliferacéo celular fisiol6gica, enquanto TIMP-3 possui propriedades pro-apoptéticas.

TIMP-2 é ainda inibidor da angiogénese (27-30).

1.2 ENVOLVIMENTO FISIOPATOGENICO DAS MMPS E TIMPS

Evidéncias cientificas demonstram a participacdo das MMPs em diversos
mecanismos fisiopatoldgicos. Além de degradarem componentes da MEC e ativar
outras metaloproteinases, as MMPs também participam da ativacado de fatores de
crescimento e citocinas (22). Assim, por exemplo, a MMP-9 cliva o sitio pro-
inflamatorio da interleucina 8 (IL-8), aumentando sua atividade em 10 vezes, o0 que
acaba por degradar e inativar o fator plaquetario, um importante inibidor de

angiogénese (31).

Revisbes na literatura permitem constatar que as MMPs estdo envolvidas na

fisiopatogenia de diversas condi¢cbes que podem ser agrupadas em: [1] destruicdo
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tissular, invasdo de células tumorais e metastases, artrite reumatoide, osteoartrite,
diferentes tipos de Ulceras, doenca periodontal, injaria cerebral e doencas
neuroinflamatorias; [2] fibrose pulmonar, cirrose hepatica, enfisema pulmonar,
endometriose, aterosclerose e esclerose multipla; [3] cardiomiopatia, aneurisma da
aorta e estenoses valvares e vasculares. Foi ainda caracterizado que as MMPs
exercem fungcdes na angiogénese e na apoptose (14).

A ampliacdo do processo de invaséo tumoral pelas MMPs ocorre ndo somente
através da degradacdo das proteinas da MEC, mas também pela ativacdo das
cascatas de transducéao de sinal que promovem motilidade e a solubilizagéo de fatores
de crescimento ligados a MEC (32). MMP-2 e MMP-9 sdo capazes de clivar
proteoliticamente TGF-. MMP-9 induz ativacdo de TGF- na superficie de
queratinécitos normais bem como de células malignas, o que sugere que a ativacao
de TGF- mediada por MMP-9 pode possuir um importante papel no remodelamento
tecidual tanto em situac@es fisiolégicas como no cancer, promovendo a invasao

tumoral e angiogénese (33).

O aumento na expressao de MMPs ocorre nas proprias células tumorais ou em
células estromais proximas, o que ajuda na remodelacdo da MEC propiciando um
ambiente favoravel para o estabelecimento do tumor primario. Também estédo
envolvidas na migracao celular ajudando na remocéao de sitios de adeséao, e expondo
novos sitios de migracao, através da clivagem de receptores que promovem a ligacao
entre as células e destas com a MEC, além de degradar componentes da membrana

basal permitindo que células tumorais invadam o estroma adjacente (32).

No que se refere a participacdo das MMPs na angiogénese, estas facilitam a
ligacdo de fatores pré-angiogénicos aos receptores da membrana, além de
suprimirem a ligacdo de inibidores da angiogénese. As MMP ajudam a quebrar a
membrana basal associada com capilares e vasos linfaticos, permitindo que células
tumorais ganhem a circulacdo para se disseminarem e se instalarem em sitios
metastaticos (34). Em sitios distantes, as MMPs sdo novamente requeridas para a
migracdo e fixagdo celular, estabelecimento do microambiente necessario para
crescimento metastéatico e angiogénese. Portanto, as MMP contribuem em multiplos

estagios para o processo carcinogénico (35).
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Nesse contexto, Gong et al., (2016) procederam meta-analise sobre a acao da
MMP-9 no cancer pulmonar de pequenas células. Foram contabilizados 26 estudos
gue avaliaram a expresséao e atividade sérica da MMP-9 no Ca de pulmé&o. Os autores
concluiram que a atividade sérica da MMP-9 esta positivamente associada a um pior
estadiamento e a presenca de metéstase a distancia, e que a hiperexpressao tecidual
da MMP-9 constitui fator de risco para um pior estadiamento e progndstico

desfavoravel (36).

No cancer de mama, mais estudos sdo necessarios para elucidar a atuagéo
das MMPs e de seus inibidores. Kim et al., (2014) pesquisaram a expressao das
MMPs e dos TIMPs nos diferentes tipos histologicos de Ca de mama, tendo sido
identificado que a MMP-9 e a MMP-13 estao significativamente associadas ao subtipo
HER-2 de Ca de mama (37). Por outro lado, outro estudo néo indicou que MMP-9 e

TIMP-1 séricos podem ser utilizados como biomarcadores do Ca de mama (38).

Em se tratando de cancer colorretal, estudo conduzido por Nada et al., (2016)
demonstraram hiperexpressdo de MMP-2 e MMP-9 em andlise histopatoldgica, e
significativa associacdo com pior progndéstico e sobrevida livre de doenca (39).
Corroboraram Gimeno-Garcia et al. (2015), que evidenciaram niveis plasmaticos
significativamente elevados de MMP-9 em pacientes com cancer colorretal em
comparacao a um grupo controle sem doenga. Para MMP-2 néo foi constatada essa
diferenca. Os autores concluiram que a MMP-9 pode ser um biomarcador alternativo

para a deteccao precoce de cancer colorretal avancado (40).

Particularmente no CaP, estudos sobre as MMPs e os TIMPs tém apresentado
resultados inconclusivos e oscilam conforme método empregado para investigagao.
Cabe destacar que a grande maioria dos estudos realizados foi feito com amostras
de biopsia p6s prostatectomia, tendo sido utilizadas para identificacdo das MMPs e
TIMPs técnicas de hibridizacdo in situ e amplificacdo e deteccdo de seus genes

codificadores.

Reis et al., (2012) pesquisaram a associacdo da MMP-2 e do TIMP-2 com o
CaP. Para tal, empregaram fragmentos de tecido prostatico com cancer de 79
individuos obtidos ap0s prostatectomia radical. Avaliaram por meio de PCR em tempo

real a expressdo dos genes da MMP-2 e da TIMP-2 e compararam com O
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estadiamento Gleason e TNM, o0s niveis séricos pré-operatorios de PSA e a evolugéo
da doenca. Um grupo controle com hiperplasia prostética benigna (HPB) também foi
investigado. Ficou demonstrada a subexpressdao de MMP-2 e TIMP-2 no CaP e
associacdo positiva dos niveis de MMP-2 e TIMP-2 com escores de Gleason mais

elevados (41).

Ademais, em estudo anterior, Reis et al., (2011) constataram hiperexpressao
de MMP-9 e subexpressdo de TIMP-1 nas mesmas 79 amostras de biopsia de
pacientes com CaP, e ainda associacao significativa entre os niveis de MMP-9 e PSA
maior que 10 ng/ml, fator por si s6 considerado indicador de pior prognastico (42).

Carozzi et al., (2016) em um estudo de caso-controle retrospectivo com 126
pacientes com CaP, dos quais 38 evoluiram para 6bito num prazo de 10 anos e 91
permaneceram vivos, identificaram que aqueles com maior expressao de MMP-2 nos
fragmentos de bidpsia possuiam chance 4,78 vezes maior de evoluir para 6ébito (Odd
ratio (OR) =4,78 e p=0,0066), e que, portanto, niveis maiores de MMP-2 denunciaram

um pior prognaéstico (43).

Zhong et al., (2008) ja haviam pesquisado o significado progndstico de uma
maior expressao de MMP-1, MMP-2 e MMP-9 em tecidos prostaticos de pacientes
com CaP. Paratodos os marcadores, comprovou-se significativa maior expressao nos
casos de CaP quando comparados aos de HPB, e que MMP-2 estava correlacionada

a maiores escores TNM e Gleason, e menor sobrevida (44).

Uma metanalise sobre a associacao entre a expressao do gene da MMP-2 e o
prognéstico do CaP, foi consolidada por Li et al., (2010). Os autores selecionaram
somente estudos de caso-controle e os resultados indicaram que a expressao do
gene da MMP-2 foi significativamente maior no grupo CaP que no grupo controle HPB.
Além disso, constatou-se correlacéo significativa dos niveis de MMP-2 com maiores
escores de Gleason e com estégios clinicos do CaP mais avangados, e auséncia de

correlacdo com 0s niveis séricos de PSA (45).

Estudo semelhante foi conduzido por Ma et al., (2016), no qual 1059
participantes advindos de 10 estudos foram alocados para uma metanalise sobre

MMP-9 e CaP. Concluiu-se que MMP-9 esta fortemente associada com o diagndéstico
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de CaP na populacéo geral (OR=7,91; IC=95%; p<0,00001), nos caucasianos quando
analisados separadamente (OR=5,87; 1C=95%; p<0,00001), assim como nos
asiaticos (OR=11,80; IC=95%; p<0,00001), e que, portanto MMP-9 deve ser

considerada como um importante marcador tumoral no CaP (46).

Os papéis da MMPs e TIMPs no CaP foram revisados por Gong et al., (2014).
Os autores utilizaram diversos artigos para estudar as estruturas das MMPs e TIMPs,
as suas funcgdes, regulacdes e especialmente suas correlacbes com o diagndstico e
0 progndstico do CaP de acordo com o método (s) empregado (s) para detecgdo. A
Tabela 2 reune as principais constatacfes dos autores baseado nas evidéncias

cientificas reunidas (47).

Segundo os autores, destacaram-se MMP-2, MMP-7, MMP-9, MT1-MMP e
TIMP-1. Inferiu-se que MMP-2 consiste em um biomarcador tecidual preditor de
prognéstico ruim no CaP, uma vez que pode ser encontrada aumentada em 70% dos
subtipos de CaP, e que esta correlacionada com menor sobrevida em mais de 50%
dos tumores epiteliais da préstata. Portanto, uma preditora independente de
prognostico desfavoravel ap0s prostatectomia. Ainda segundo a revisdo, a possivel
utilizacdo da MMP-9 como biomarcador tecidual de CaP é a mais controversa. Em
alguns estudos foi demonstrada a correlacdo da maior expressdo de MMP-9 com
melhor desfecho clinico, enquanto em outros, com pior. Essa diferenca pode ter se
devido as diferengcas metodolégicas empregadas (47).

Tabela 2 Caracterizacdo da expressdo de MMPs e TIMPs no cancer de prostata

MMP e TIMP  Método Conclusédo Referéncia
MMP-3 & ELISA 1TIMP-1 e MMP-3 no soro de pacientes  Jung et a.,
TIMP-1 com CaP metastatico 1997
MMP-1 IHC 1 nos tumores de menor graduacgéo e Ozden et al.,
baixa incidéncia nos invasivos 2013
MMP-2 ISH e Northern TMMP-2/TIMP-1 nos tumores de alto Still et al.,
estagio 2000
TMMP-2, -9, | TIMPs nos tumores de alto
ELM\'I{IIFI:/I_%-ig-Z ISH estagio; MMP-2 e TIMP-1 séo preditores \{\é%c;d etal,
' independentes de prognéstico.
TMMP-2 variando nos estagios de Stearns &
e 17IE Gleason de CaP Wang, 1993
1sérico MMP-2 bem correlacionado com  Gohiji et al.,
MMP-2 ELISA metastase 6ssea do CaP 1998
TMMP-2 nos escores maiores de Stearns &
MMP-2 IHC Gleason e nos pacientes com linfonodos

: Stearns, 1996;
comprometidos
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MMP e TIMP  Método Conclusdo Referéncia
MMP-7 & Northern TtMMP-7 e MMP-7/TIMP-1 no CaP Hashimoto et
TIMP-1 avancado al., 1998
. : : tatividade das MMP no tecido prostatico Hamdy et al.,
A AT eEEa maligno comparado com HPB 1994
MMP-2, -9 & ELISA tplasméatico de MMP-2, MMP-9 e MMP- Morgia et al.,
-13 13 nos pacientes com CaP metastatico 2005
TMT1-MMP em células secretoras;
MMP-2 & IHC, Western MMP-2 heterogénea e MT1-MMP Upadhyay et
MT1-MMP &Zimografia marcada dentro dos componentes al., 1999
epiteliais das glandulas cancerosas
MMP-15 & - RT-PCR TMMP-15 e MMP-26 correlacionados Riddick et al.,
26 9 positivamente com escore de Gleason. 2005
MMP-2 IHC and ISH TMMP-2 na displasia epl_tellal e no Boag& Young,
adenocarcinoma prostatico 1994
MMP-2 & -9 ISH TMI_VIP—Z&-Q associados com escores Kuniyasu et
maiores de Gleason al., 2000
MMP-2 & TMMP-Z&'I_'IMP—Z co—expres_sadas no Ross et al.,
IHC adenocarcinoma e correlacionados com
TIMP-2 P . 2003
prognosticos variados
MMP-2, I[MMP-9, | TIMP-1 nos tumores
MMP-2, -9 1 . . ’ , Brehmer et al.,
& TIMP-1, -2 IHC malignos; iTIMP—Z nas células do 2003
estroma adjacente ao tumor
AL Cardillo et al
MT1-MMP, IHC I{MMP-1&1 MT1-MMP, MMP-7 & MMP-9 2006 .
MMP-7 & -9
TMMP-2 associado com altos graus de Murray et al
MMP-2 IHC tumor nos pacientes com doenca y v
e 2012
metastatica
MMP-2, -3, - Wi o IS callles dage Bodeyetal,
9 -10 & -13 IHC neoplasicas; nenhuma imunorreatividade 2001
' foi observada contra MMP-9 e -13
TMMP-9 nos tumores de alto grau e Trudel et al
MMP-9 IHC fortemente associado com altos escores v
2010
de Gleason
MMP-2, -7 & TMMP-2&-7 nos tumores e localizagdo Knox et al.,
9 IHC & ISH variada 1996
1sérico de MMP-7 significativamente Szarvas et al
MMP-7 ELISA maior nos pacientes com metastases a 2011 v
distancia
TIMP-1 ELISA tplasmético dg TIMP-1 associado com Ohetal., 2011
menor sobrevida
MMP-2 expresso em mais de 50% das Trudel et al
MMP-2 IHC células malignas esta associado com v
. 2003
menor sobrevida
MMP-2, -3, - 1 expressdo de MMP-9 associado com Boxler et al
7,-9,-13&- [IHC maior recorréncia e menor sobrevida de o
: X 2010
19 pacientes com CaP localizado
MMP-9 gRT-PCR TMMI?-Q_ relacionado com recorréncia Reis et al.,
bioquimica 2011
1sérico de MMP-9 nos pacientes com Incorvaia et
MMP-2 & -9  ELISA CaP, mas nenhuma associagéo com al. 2007
metastase 0ssea o
MMP-2, Cromatografia
MMP-9 & Zimo raf%\ Py ' TMMP-9 e dimero na urina de pacientes  Roy et al.,
MMP- es e?;trometria com CaP e cancer de bexiga 2008
9/NGAL P
MMP-2 & -9 IHC MMP—_Z&-Q S|gn!f|c.at|vamente associadas Miyake et al.,
com pior prognostico 2010
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MMP e TIMP  Método Conclusdo Referéncia
TMMP-7 nas células epiteliais do .
MMP-7 Northern, ISH adenocarcinoma prostatico primario, Egg)lm etal,

assim como nas células metastaticas
Legenda: ISH: Hibridizac&o in situ; IHC: Imunohistoquimica; gRT-PCR: PCR em tempo real.

Fonte: Gong et al., 2014 (47).

Quanto a TIMP-1, estudos bioquimicos, de hibridizacdo in situ (ISH) e
imunohistoquimica (IHC) revelaram menor expressdo de TIMP-1 nas amostras de
adenocarcinoma prostatico e dos demais tumores sélidos da prostata (47).
Paradoxalmente, outros estudos detectaram aumento dos niveis séricos de TIMP-1 e
correlagcado com pior progndstico e menor sobrevida, e maiores niveis séricos de TIMP-
1 nos pacientes com metastases extra prostaticas que nos tumores confinados a
préstata, o que permitiu deduzir que TIMP-1 é uma inibidora de metastase. Assim
sendo, 0s autores ndo souberam precisar o0 que contribuiu para o aumento dos niveis
séricos de TIMP-1 (47).

Em suma, estudos realizados com amostras histopatoldégicas tém
objetivamente evidenciado a maior presenca das MMPs e menor presenca dos TIMPs
no CaP, além de sua correlagdo com a pior evolugéo pds diagnostico e tratamento.

1.3 DOSAGENS DE MMPS E TIMPS CIRCULANTES

Por se tratar de teméatica semelhante a desta pesquisa, se faz necesséaria uma
maior énfase nos estudos registrados na literatura realizados para quantificar MMPs

e TIMPs no soro ou plasma de pacientes com CaP.

Morgia et al., (2005) investigaram a utilizacdo de MMPs como biomarcadores
circulantes para o diagnostico e prognéstico do CaP. Foram testados 40 pacientes
com CaP, dos quais 20 possuiam tumor localizado e 20 apresentavam metastases.

Também foram analisadas amostras sanguineas, a titulo de comparacdo, de 20
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individuos com HPB e de 20 homens saudaveis. Dosou-se no soro MMP-2, MMP-9,
MMP-13 e TIMP-1 por ELISA antes do inicio do tratamento e 90 dias ap6s. Os niveis
de MMP-2, MMP-9 e MMP-13 foram significativamente maiores no grupo CaP que
nos grupos controles saudaveis e com HPB. Ainda significativamente maiores nos
pacientes que apresentavam metastases a distdncia que naqueles com CaP
localizado, e além disso, 0s niveis séricos de MMP-2 foram maiores nos pacientes
com metastases 0sseas. Ambas MMP-2 e MMP-9 decresceram no plasma apos
tratamento dos pacientes com metastases, € nos casos em que permaneceram
elevadas, apontaram para um pior prognostico. TIMP-1 estava em menor
concentracdo no soro dos pacientes com CaP metastético do que nos demais grupos,
embora sem significancia estatistica. Em suma, os autores concluiram que algumas
MMPs séricas em conjunto com o PSA podem ser utilizadas como biomarcadores
séricos auxiliares para o diagnéstico (MMP-13) e progndstico (MMP-2 e MMP-9) do
CaP (48).

Gohiji et al., (1998) ja haviam acumulado evidéncias da correlacdo entre o0s
maiores niveis séricos de MMP-2 com a extensao tumoral. Os autores dosaram MMP-
2 por ELISA no soro de 98 pacientes com CaP, 76 com HPB e 70 homens saudéaveis.
Verificou-se que os niveis séricos de MMP-2 foram significativamente maiores no
grupo CaP que nos grupos HPB e saudaveis, e ainda bem mais altos nos pacientes

com CaP metastatico que naqueles sem metastase (49).

Zhang et al., (2004) pesquisaram entre outras, a atividade enzimatica da
MMPs-2 e -9 no soro de pacientes com e sem CaP. Foram analisados 20 soros de
homens saudaveis, 26 com HPB, 10 com CaP localizado e 15 com CaP metastético,
totalizando 71 amostras. A atividade enzimética foi aferida por zimografia. Os
resultados indicaram haver diferencas significativas na atividade enzimatica entre os
grupos para MMP-9, mas ndo para MMP-2. Assim, concluiu-se que 0s niveis séricos
de MMP-9 estariam correlacionados com a presenca de malignidade e de
metastases(50). E, diferentemente do estudo de Gohiji et al., (1998), 0 mesmo se
revelou inveridico para MMP-2 no soro, o que pode ser em parte explicado pelas

diferentes metodologias adotadas nos dois estudos (49).

Ja Bonaldi et al., (2015) correlacionaram os niveis séricos de E-caderina e

MMP-13 no plasma de pacientes com CaP antes do inicio do tratamento, e trés e seis



24

meses depois, com 0s niveis séricos de PSA, PSA livre, testosterona total e a
evolucao clinica. O mesmo foi feito em um grupo controle paralelo. A concentracdo
de E-caderina foi menor no grupo CaP que no grupo controle. Para MMP-13,
diferencas ndo foram verificadas. Durante o tratamento os autores identificaram
apenas correlacdo positiva entre os niveis de PSA e E-caderina no terceiro més de
tratamento, e entre os niveis de testosterona e MMP-13 antes do inicio do tratamento
(51).

TIMP-1 plasmético foi objeto de estudo de Oh et al., (2011), tendo sido dosado
em 362 amostras de individuos com CaP metastaticos, resistentes a hormonioterapia
e castrados. Trata-se de estudo de coorte com média de seguimento de 6,6 anos. Os
pacientes que apresentaram os niveis mais elevados de TIMP-1 plasmatico foram os
que tiveram menor sobrevida, 19 meses, contra 43 meses daqueles que tinham os
menores niveis de TIMP-1. Também foram computados no estudo os valores do PSA,
fosfatase alcalina e escore Gleason. Segundo os autores, TIMP-1 plasmatico
demonstrou-se o melhor preditor de sobrevida em pacientes com CaP metastético
resistentes e castrados, independentemente dos outros marcadores classicos, e que,
portanto, deve ser dosado como fator prognostico (52).

A pesquisa acima foi corroborada pela de Gong et al., (2015), que, entre outros
demais objetivos, compararam os niveis plasmaticos de TIMP-1 dos pacientes com
CaP resistente ao tratamento hormonal (pacientes submetidos & orquiectomia) com
0S pacientes responsivos a hormonioterapia. No primeiro grupo, TIMP-1 plasmético

foi significativamente maior (53).

Prior et al., (2013) dosaram no soro e urina de 113 homens, alguns portadores
de CaP, MMP-2 e alguns outros biomarcadores, inclusive PSA. Os autores afirmam
em seu estudo que MMP-2 dosada combinadamente com o PSA pode aumentar a

sensibilidade para o diagnéstico de CaP (54).

Ja4 a MMP-7 foi alvo de investigacdo de Szarvas et al., (2011), tendo sido
quantificada por ELISA no soro de 93 pacientes com CaP localizado e 13 com
metastases O0sseas, todos pré-operatérios, além de 19 controles normais. Nao foi
encontrada diferenca estatisticamente significativa entre as concentragcdes de MMP-

7 dos pacientes e dos controles. Contudo, o0s niveis de MMP-7 foram
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significativamente elevados nos pacientes com CaP metastatico. Os autores sugerem
gue caso se utilize um ponto de corte de 3,7 ng/ml, a especificidade e sensibilidade
da MMP-7 sérica para diagnéstico de CaP metastatico € de 69 e 92%
respectivamente. E ainda que MMP-7 sérica € um potente biomarcador para
identificar pacientes com CaP metastatico e um excelente preditor independente de
progndstico ainda na fase pré-operatoria (55).

Gonzalez et al., (2010) encontraram resultados insatisfatorios quando dosaram
por ELISA MMP-9 no soro de 100 pacientes consecutivos que foram atendidos em
um servico de urologia de um hospital espanhol para se submeter a bidpsia da
préostata (estudo de coorte prospectivo). Desses 100, 32 tiveram resultado de CaP
com 52% classificados com Gleason maior ou igual a 7. Nao foi encontrada diferenca
significativa dos niveis de MMP-9 entre os grupos com CaP e com resultado
histoldgico benigno ou incerto. Nenhuma associagéo foi verificada entre os niveis de
MMP-9 e os de PSA ou o escore Gleason (56).

Antes, porém, Castellano et al., (2008) evidenciaram em sua pesquisa que 0S
niveis séricos de MMP-9 e de um ativador seu, 0 osteopontin, declinaram
significativamente em pacientes 6 meses apds a prostatectomia. Também
identificaram correlacdo entre os valores de MMP-9 séricos e os do PSA e

estadiamentoGleason (57).

De Cicco et al., (2008) quantificaram por ELISA MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e
TIMP-2, entre outras moléculas, no plasma de 162 homens com diagnéstico de CaP.
Contraditoriamente, encontraram apenas associacdo significativa entre baixos
valores de MMP-2 (menor que 206 ng/ml) e uma pior evolugdo da doenca (HR
corrigido= 1,7 e IC=95%) (58).

Incorvaia et al., (2007) dosaram MMP-2 e MMP-9 no sangue de pacientes com
cancer de mama e de préstata com e sem metastases 0sseas. No que se refere ao
CaP, ambas se encontravam significativamente mais elevadas nos pacientes com
CaP em comparacao a um grupo controle também testado, porém nao havia diferenca
entre os com e sem metastases 6sseas. Concluiu-se, portanto, que as MMPs,
principalmente a 2, apresentou baixa acuracia no diagnostico do CaP 6sseo-

metastatico (59). Salminem et al., (2006) haviam obtido as mesmas conclusdes que
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Incorvaia et al., (2007) acerca da baixa acuracia de MMP-2 e MMP-9 no diagnostico
de CaP 6sseo-metastatico, em analogia a acuracia do PSA e fosfatase alcalina, tendo

assim contraindicado suas dosagens para tal finalidade (60).

Dosagens séricas de MMPs também foram realizadas no Japéo, tendo sido
sinalizado pelos autores que MMP-2 pode ser utilizada em conjunto com o PSA para
a avaliacdo prognostica do CaP. Kanoh et al., (2002) aferiram por ELISA MMP-2 e
PSA no soro de 51 pacientes com CaP e 39 com HPB. Os resultados foram os
seguintes: os niveis séricos de ambos MMP-2 e PSA aumentavam com a progressao
da doenca e foram significativamente maiores nos individuos com CaP metastético
gue localizado. Nenhuma associac¢ao foi comprovada entre os niveis séricos de MMP-
2 e PSA. Valores muito altos de MMP-2 (maior que 950 ng/ml) e PSA (maior que 300
ng/ml) foram observados apenas naqueles que possuiam metastases 6sseas (61).

Por sua vez, Jung et al., (1997) analisaram as concentracfes plasmaticas de
MMP-1 e MMP-3, além de TIMP-1, por ELISA, de 19 portadores de CaP néo
metastatico, 18 metastéticos, 29 com HPB e 35 homens saudaveis. Nao foi
encontrada diferenca nas médias dos quatro grupos. A média da concentracdo de
MMP-3 e TIMP-1 nos metastéticos foi significativamente maior que nos outros grupos,
sendo que 10 dos 18 apresentaram niveis de TIMP-1 acima dos valores de referéncia.

Concluiram que TIMP-1 pode ser correlacionado com o estadio do CaP (62).

MMP-9 foi alvo do estudo de Gil-Ugarteburu et al., (2012), os quais
correlacionaram as concentracfes plasmaticas de MMP-9 de 235 pacientes (dosada
por ELISA) com o polimorfismo 1562C/T encontrado na regido promotora do gene
codificador desta metaloproteinase, aferido em fragmentos de bidpsia, dos quais 90
pacientes foram positivos para CaP. Entre outras constatagbes, os autores nao
identificaram diferencas nas concentragcées de MMP-9 nos subgrupos derivados, nem

correlagdo alguma com o polimorfismo pesquisado (63).

Finalmente, no que se refere as MMPs com o biomarcadores circulantes para
o diagnéstico e monitoramento do CaP, escassos estudos tém demonstrado, embora
contraditoria e inconclusivamente, um aumento de algumas MMPs no soro ou plasma
de pacientes com CaP, especialmente MMP-2, MMP-7, MMP-9 e TIMP-1, além de as

correlacionarem com pior progndstico da doenca.
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1.4 MMP-1 NO CaP

Em particular, a forma ativa da MMP-1 atua degradando colageno intersticial
(incluindo os tipos I, Il e Ill), com maior expressdo em vesicula biliar e apéndice.
Localizado em 11g22.2, onde se situa cluster codificador de diversas MMPs, seu gene
apresenta formas alélicas que foram associadas a distarbios como a doenca pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC) (64).

Estudos prévios indicam possibilidade de associacdo de polimorfismos da
regido promotora do gene da MMP-1 com o CaP (65—-68), apesar de uma metandlise
recente concluir que apenas os polimorfismos 11715A/6A da MMP-3 e a variagao
rs17576 da MMP-9 foram correlacionados com risco aumentado de CaP (69).

Foram identificados rarissimos estudos na literatura que investigaram niveis
séricos de MMP-1 no CaP, com destaque para o relato de Jung et al. (1997) que
compararam diferentes estagiamentos de neoplasia (incluindo grupo HPB), sem

produzir evidéncia de niveis diferenciais (62).
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2. OBJETIVO

Tomando por base evidéncias experimentais de que a super-expressao de
MMP-1 no CaP aumenta a migracdo e a invasao por células neoplasicas, a presente
pesquisa objetivou mensurar concentracdes de MMP-1 livre circulantes de individuos
com CaP e com HPB, corrigindo os resultados para uma importante variabilidade

alélica apontada como predisponente a niveis diferenciais da enzima no soro.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Versar, baseado em revisdo da literatura cientifica, sobre as principais
caracteristicas das metaloproteinases de matriz

e Retratar o cancer de prostata conforme bibliografia e dados oficiais

e Quantificar, além da metaloproteinase-1, diversas covariaveis com intuito de
identificar alguma associagdo com o cancer de prostata e minimizar uma
possivel heterogeneidade entre os grupos pesquisados

e Contribuir para o diagndstico do cancer de prostata e de outras comorbidades

possivelmente presentes nos individuos pesquisados
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3. METODOS

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO E AMOSTRA

Trata-se de ensaio clinico transversal desenvolvido em pacientes do sexo
masculino com idade igual ou superior a 57 anos, atendidos consecutivamente no
Servico Ambulatorial de Urologia do Hospital Universitario de Brasilia (HUB/UnB).
Durante o periodo de 36 meses (maio de 2016 a maio de 2019) foram atendidos 196
homens, os quais compuseram a amostra total deste estudo, portanto uma amostra
de conveniéncia na qual todos os individuos atendidos foram incluidos. Cada individuo
foi submetido a protocolo clinico focado na caracterizacdo de alteracdo prostatica,
caso houvesse. Ademais, foram analisados aspectos clinicos, biogquimicos,
metabdlicos, antropomeétricos e inflamatorios de cada participante. Dos 196 individuos
atendidos, 20 apresentaram diagnéstico de CaP confirmado por exame
anatomopatologico, formando o grupo teste; os demais 176 tiveram diagndstico de

HPB, compondo o grupo controle.

3.2 AVALIACAO UROLOGICA

O presente estudo contou com uma avaliacdo urolégica inicial dos
participantes. Foram utilizados os critérios das Diretrizes da Sociedade Brasileira de

Urologia (SBU) para o diagnostico do CaP, cujo procedimento clinico inicial consistiu
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na obtenc¢do da historia clinica seguida pelo exame de toque retal, onde o volume e a
simetria da glandula prostatica foram detectados a partir do toque retal. Os niveis do
antigeno prostatico especifico (PSA) foram obtidos para cada participante, bem como
avaliados os sinais e sintomas classicamente associados ao quadro de CaP ativo,
como disuria, intermiténcia ou esforgco miccional, nocturia, sensacao de replecéo e
hemospermia. Foram encaminhados para bidpsia pacientes com presenca de nédulos
prostaticos detectados ao toque retal e/ou com niveis elevados de PSA (> 4,0 ng/mL),

acompanhados ou ndo de outros sinais e sintomas (71).

Com base na conduta clinica descrita, foram considerados como portadores de
CaP os pacientes elegiveis a cirurgia de prostatectomia radical, com biopsia positiva
para neoplasia maligna conforme escore de Gleason (71). Caso excluida a suspei¢ao
de CaP apo0s bidpsia, os participantes eram considerados portadores de hiperplasia
prostatica benigna.

3.3 ANALISES LABORATORIAIS: TESTES CLINICOS E BIOQUIMICOS

Foram coletadas amostras biolégicas a partir de sangue periférico dos
pacientes arrolados, mantendo-as preservadas (refrigeradas entre 4 e 8°C) para
imediata analise de parametros de bioquimicos, ou estocadas (congeladas a -80°C)
para analises complementares posteriores para o presente estudo. As amostras foram
armazenadas no laboratério de Imunogerontologia da Universidade Catdlica de

Brasilia.

As amostras foram processadas para bioquimica clinica seguindo protocolos,
controle de qualidade e instrugdes técnicas analiticas de rotina laboratorial. Foram
analisados os perfis glicémicos, lipidicos, enzimaticos, metabolicos e inflamatérios de

cada participante. Niveis de glicose, creatinina, colesterol, triglicérides, HDL, AST
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(TGO), ALT (GTP), Gama-GT, proteinas totais e albumina, foram mensurados por
testes enziméticos, cinéticos, ou colorimétricos, com reagentes compativeis com o
equipamento HumanStar 600 (InVitro®, Brasil). A mesma automacéo foi utilizada para
determinar niveis de proteina C-reativa ultrassensivel, por turbidimetria. O ritmo de
filtracdo glomerular foi estimado pela relagédo de Cockcroft-Gault (72), enquanto as
frac6es LDL e VLDL foram estimadas pela formula de Friedewald (73).

As andlises hematologicas foram realizadas por automacdo com o uso do em
equipamento  CellDyn3700 marca ABBOTT® Brasil, operado conforme
recomendac¢des do fabricante. A hemoglobina glicada foi dosada pela técnica de
cromatografia liquida de alta performance (HPLC), enquanto niveis de PSA total, PSA
livre, insulina, vitamina D e TSH foram obtidos por eletroquimioluminescéncia atraves
do sistema Cobas E411 da marca Roche®, Brasil. Foram calculados os indices HOMA

Beta e IR, além da relagdo PSA livre/PSA.

Os testes hematoldgicos, bioquimicos e hormonais referidos acima foram
realizados no laboratério do Hospital Sado Francisco do Distrito Federal, onde o autor

€ 0 responsavel técnico e administrativo.

Quanto aos valores de referéncia, foram considerados os fornecidos pelos
fabricantes dos Kits ou aqueles preconizados pelas sociedades médicas conforme

seus respectivos Guidelines, ou os valores universalmente aceitos e ja tradicionais.

A dosagem de MMP-1 total circulante foi realizada por imunoensaio enzimético
(ELISA) (com kit comercializado pela empresa R&D Systems, USA — DuoSet, lote
339081, validade 07/2019), utilizando soro como amostra, e processado conforme
orientacdes do fabricante. A analise foi procedida no laboratério de Imunogerontologia

da Universidade Catodlica de Brasilia.

3.4 MMP1 GENOTIPAGEM
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O DNA gendmico total foi obtido utilizando um kit de extracdo comercial
(QlAamp DNA Mini Kit, Qiagen, Brazil). As reacfes de genotipagem foram realizadas
utilizando a real-time PCR (QPCR) com o reagente TagMan® Universal Master Mix e
um ensaio especifico para o polimorfismo SNP rs495366 da empresa Thermo Fisher
(Massachusetts, USA), baseado no método de stem-loop. Os tempos de
desnaturacao, extensdo e o niumero de ciclos utilizados seguiram o programa padrao
no equipamento utilizado, o QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Thermo Fisher®,
Massachusetts, USA). Assim como o ELISA, a genotipagem foi executada no

laboratério de Imunogerontologia da Universidade Catoélica de Brasilia.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Foram utilizados o teste t de Student (para dados paramétricos) ou o teste
Mann-Whitney (para dados ndo paramétricos) para comparar variaveis
antropométricas e bioquimicas médias (ou medianas) entre os portadores das

condicOes da proéstata investigadas.

A distribuicéo perto do normal de todas as variaveis continuas foi avaliada pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, para avaliar a ocorréncia e a forca da
associacdo de niveis circulantes e de grupos genotipicos da MMP1 com
biomarcadores classicos para condicbes relacionadas a idade, foram obtidos
coeficientes de correlacdo para desvendar parametros de potencial efeito de confuséo

no modelo principal. A associacdo entre varidveis continuas foi avaliada usando o
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teste de correlacdo de Spearman devido ao envolvimento regular de pelo menos uma
variavel categoérica ou ndo paramétrica em todas as analises. Portadores de diferentes
genatipos foram representados por niumeros arabes consecutivos (por exemplo, GG,
AG e AA representados por 1, 2 e 3, respectivamente). Sempre que uma interacéo
fosse observada, a associagédo dos biomarcadores com as condi¢des da préstata era
testada por meio de andlises de correlagdo parcial realizadas usando o ajuste para as
variaveis de confusdo. Além disso, as concentracdes brutas de cada biomarcador
foram testadas em individuos que exibiam HPB ou CaP de acordo com 0 nosso
protocolo, usando o teste de Mann-Whitney. Quando os resultados mostraram
diferencas significativas, foram apresentados os tamanhos dos efeitos (d) e
respectivos intervalos de confianca (IC 95%). A andlise de regressdo multivariada
linear, método stepwise, foi realizada para avaliar em que medida as concentracdes
séricas dos biomarcadores explicam a variabilidade na ocorréncia da condicdo da
prostata.

Todas as analises foram realizadas com o Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) para Windows (versao 17.0). Para este estudo, foi adotado o limiar
bicaudal padrao de significancia (p < 0,05).

3.6 PRECEITOS ETICOS

Por estar de acordo com a resolugdo 466/12, esta pesquisa encontra-se
aprovada pelo comité de ética em pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia, conforme parecer consubstanciado numero 1.708.470.
Todos os participantes assinaram, antes da coleta de amostras e avaliacéo clinica, o
termo de consentimento livre e esclarecido, e todos o0s resultados séo e serao

mantidos em sigilo (termo de consentimento em anexo).
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4. RESULTADOS

Compuseram a amostra um total de 196 homens atendidos pelo mesmo médico
no ambulatério de urologia do Hospital Universitario de Brasilia durante um periodo
de 36 meses. Todos concordaram em participar da pesquisa e se submeteram a coleta
de amostras biolégicas para os exames laboratoriais. As condicbes das prostatas
observadas por meio do exame do toque retal demonstraram que a ampla maioria dos
pacientes diagnosticados com CaP exibiram alteracdo de consisténcia (nédulos e/ou
endurecimento), com apenas um paciente ndo demonstrando alteragéo perceptivel. A
bidpsia, o escore de Gleason mais frequente (n = 8; 40%) correspondeu aquele de
grau intermediario 3+4. Entretanto, escores de alto risco (Gleasonz 8) representaram

30% (n = 6) do total analisado.

A tabela 3 apresenta escores médios e medianos de variaveis fisicas e
bioquimicas agrupadas conforme condic&o prostatica. A despeito de uma diferenca
em nuamero de integrantes, as medidas de bases se mostraram bastante préximas,
indicando clara homogeneidade entre grupos quanto a condi¢cdes clinicas gerais.
Neste contexto, destacam-se 0s valores equivalentes em termos de proteina C
reativa, o que afasta uma possivel interferéncia por condicdes inflamatorias adversas
(como prostatite, por exemplo) sobre os niveis circulantes de MMPs (15). Como
resultado esperado, uma diferenca significativa foi observada entre niveis de PSA total
e livre assim como sua razao, fenétipo bem estabelecido na literatura, ainda que sejam

guestionaveis a sensibilidade e a especificidade do PSA para o diagndstico do CaP.

Como esperado, a genotipagem rs495366 revelou que o homozigoto A
constituia uma minoria (6,6%), enquanto o homozigoto G englobava quase metade
(46,4%) dos pacientes, com média de idade e razdo sexual semelhantes nos grupos
genotipicos. Em toda a amostra, as propor¢cdes genotipicas ndo se desviaram do
equilibrio de Hardy-Weinberg (2 = 2,6; P = 0,106) ou da condic¢do prostatica (?=1,9; P
=0,394).
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Tabela 3 Caracteristicas clinicas e bioquimicas do soro dos individuos de acordo

com o diagnostico de Cancer de Préstata (CaP) ou Hiperplasia Prostatica Benigna

(HPB)
CaP HPB p*
(n = 20) (n=176)

Idade, anos 66.0 £ 11.5 67.1+10.2 0.637
IMC, kg/m?2 26.2+3.8 25.7+4.2 0.624
Glicose, mg/dl 104.3 £ 24.2 102.2 + 31.7 0.772
HbAlc, % 58+1.1 58+1.3 0.988
Insulina, mU/mL 7.8[3.2;9.2] 5.7 [2.9; 10.0] 0.471t
indice HOMA 1.810.8; 2.3] 1.41[0.7; 2.5] 0.440t
Triglicérides, mg/dL 141.9+£42.1 156.7 £ 113.2 0.249
Colesterol total, mg/dL 204.2 £ 37.2 197.4 £ 48.2 0.538
VLDL colesterol, mg/dL 28.4+8.4 29.2+16.4 0.727
LDL colesterol, mg/dL 126.5 £ 35.2 114.6 £43.7 0.242
HDL colesterol, mg/dL 49.4 £ 10.8 50.5+13.0 0.710
AST/TGO, U/L 27.3+11.7 27.6+12.9 0.922
ALT/TGP, U/L 25.6+17.1 26.4+15.4 0.815
GGT, U/L 56.0 + 42.6 49.0 + 46.3 0.519
Creatinina, mg/dL 1.0+0.2 11+03 0.585
Proteinas totais, g/dL 7.2+05 7.4+04 0.192
Albumina, g/dL 42+0.4 4.4+0.4 0.216
Vitamina D, nmol/L 29.4+10.2 31.5+13.1 0.486
PCR, mg/L 1.12+0.77 1.11 + 0.68 0.995
TSH, mU/L 1.8[1.0; 3.2] 1.9[1.2; 3.0] 0.931f
PSA total, ng/ml 21.8 [10.5; 34.6] 2.4[1.1;5.4] <0.001f
PSA livre, ng/ml 1.810.5; 4.3] 0.4[0.2; 0.9] 0.001f
Relagdo PSAL livre/total 8.0 [5.4; 16.1] 19.7 [13.0; 26.1] <0.001f

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda - IMC: indice de massa corporal; HbAlc: hemoglobina glicada tipo Alc; HOMA: avaliacédo do
modelo de homeostase; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade;
VLDL: lipoproteina de densidade muito baixa; AST/TGO: aspartato transaminase ou transaminase
glutdmico-oxaloacética sérica; ALT/TGP: alanina transaminase ou transaminase glutamico-piravica
sérica; GGT: gama-glutamil transferase; TSH: horménio estimulador da tiredide; PCR: proteina C
reativa; PSA: antigeno especifico da préstata. Dados expressos em cada grupo como média + desvio
padrdo ou mediana com intervalos interquartis entre parénteses. * Valores de P para comparacgéo de
diferengas usando o teste t de Student, exce¢do para o uso do teste de Mann-Whitney' para dados nao
paramétricos.

Com base no conhecimento prévio de que este SNP influencia concentracdes
séricas de MMP-1 (74,75), a correlacéo entre diferentes arranjos genotipicos e niveis
do mediador foram testados. Em tempo, testou-se a correlacdo dos referidos
genatipos/niveis com variaveis clinicas usualmente desreguladas no envelhecimento
(ou acentuadas no CaP), a exemplo da idade, TSH, PSA e parametros metabdlicos
associados. Estes testes objetivaram avaliar se niveis séricos de MMP-1 exibiam
influencia pelas variacbes alélicas do gene ou por outras condi¢cdes clinicas

incidentais, o que poderia suscitar possibilidade de associacdo espuria com CaP.
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No entanto, ndo foi encontrada nenhuma associacéo do polimorfismo ou da
concentracdo seérica de MMP-1 com as variaveis clinicas testadas (Tabela 4).
Contudo, homozigotos para o alelo A exibiram niveis reduzidos de MMP-1 (p= 0,045
para rs495366 GvsAA), em marcante concordancia com a melhor evidéncia disponivel

pela literatura (66).

O teste de correlacdo de Spearman foi utilizado. Os dados sao expressos em
indice de correlacao e nivel de significancia (dois digitos r; trés digitos P). IMC: indice
de massa corporal; HbAlc: hemoglobina glicada tipo Alc; TGL = triglicerideos; CT =
colesterol total; TSH: horménio estimulador da tiredide; PSA: antigeno especifico da
préstata. Os individuos com os genoétipos GG, AG e AA foram representados
respectivamente por 1, 2 e 3 na analise com todos 0s grupos, engquanto 0S
homozigotos G e portadores do alelo A (A_) foram representados por 1 e 2 nessa

ordem na analise subsequente. Limiar de significancia fixado em P <0,05

Tabela 4 Andlises de correlacdo dos niveis e dos grupos genotipicos da
metaloproteinase-1 da matriz (MMP1) através das caracteristicas clinicas e
bioquimicas dos 196 idosos testados

Idade IMC, HbAlc, Triglicérides Colesterol
(anos)p (kg/m?) (%) p__ (mg/dL)p (mg/dL) p
rs495366, GG vs AG vs -0.03; 0.709 0.02; 0.813 -0.00; 0.945 -0.05;0.474 0.00; 0.957
AA
rs495366, GG vs A_ -0.01; 0.884 0.00; 0.960 -0.02;0.768 -0.02;0.745 0.02; 0.766
rs495366, G_vs AA -0.07; 0.332 0.06; 0.457 0.06; 0.436 -0.12;0.094 0.06; 0.396
MMP1, pg/mL 0.05; 0.511 0.05; 0.499 0.10;0.181 0.05; 0.537 -0.03; 0.727
Creatinina, PCR, TSH, PSA total, MMP1,
(mg/dL)p  (mg/L) p (mU/L) p (ng/mL)p  (ng/mL) p
rs495366, GG vs AG vs -0.09; 0.237 -0.09; 0.249 0.03;0.714 -0.06; 0.431 -0.14; 0.065
AA
rs495366, GG vs A_ -0.06; 0.433 -0.06; 0.414 0.01;0.935 -0.04;0.605 -0.11;0.134
rs495366, G_vs AA -0.14; 0.059 -0.13;0.085 0.08;0.252 -0.09; 0.208 -0.15; 0.045
MMP1, ng/mL 0.11;0.154 0.10;0.168 0.01;0.883 0.02;0.753 -

Fonte: Elaborado pelo autor.

Com base nas analises preliminares acima, testes inferenciais compararam
niveis de MMP-1 entre pacientes diagnosticados com CaP e HPB, com ajustamento
para os genotipos produzidos pelo SNP rs495366. Nota-se assim que, apesar da
interferéncia dos genotipos, valores de MMP-1 foram encontrados em nivel medio
exatamente duas vezes maior entre individuos portadores de CaP (0.96 ng/mL) que

aqueles dosados entre portadores de HPB (0.48 ng/mL) (Figura 2).
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Figura 2 Comparacéo dos niveis circulantes brutos de PSA (A) e MMP-1 (B) entre
individuos diagnosticados com hiperplasia benigna da préstata (HPB) ou cancer de
préstata (CaP). A significancia foi verificada pelo teste de correlagéo parcial controlado
para os niveis de MMP-1 e todos os trés genoétipos rs495366. Barras verticais
representam intervalos de um erro padrdo. O namero sobrescrito# representa o
tamanho do efeito (d) de 1,57 e intervalo de confianca de 95% para HPB (0,3; 0,6) e
CaP (0,5; 1,4).
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As andlises, apds a convencao de Cohen (76), categorizaram essa diferenca
nos niveis de MMP-1 como de magnitude moderada do tamanho do efeito (d) entre
individuos com e sem malignidade prostatica (dcapvsipe = 0,5). Por conseguinte, as
analises de regressao logistica binaria revelam que os portadores de CaP tendem a
exibir niveis de MMP-1 em circulacdo duas vezes mais altos em comparacao aos nao
portadores da malignidade (p = 0,038).
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5. DISCUSSAO

MMPs compdem uma familia de enzimas proteoliticas que participam de uma
série de processos fisiologicos e patoldgicos. Sdo capazes de degradar membranas
celulares e MEC, além de participarem da expressdo, producdo e secrecdo de
citocinas, de moléculas de adeséo e de fatores de crescimento celular. Atuam, entre
outros processos, na remodelacéo tecidual, inflamacéao, cicatrizacdo, embriogénese,

angiogénese, linfangiogénese e metastase (14, 15, 21,77).

Particularmente no cancer, ha aumento de expressao e liberacdo de varias
MMPs, com consequente elevacao das concentracdes teciduais e circulantes destes
agentes e de seus moduladores (78). Embora continuem desconhecidos os
mecanismos bioquimicos pelos quais MMPs participam da progressao tumoral,
células tumorais podem produzir e secretar uma diversidade de MMPs, fato essencial

para o processo metastatico (77).

Grande parte das pesquisas apontam para uma elevacéao dos niveis circulantes
da maioria das MMPs com a progressao do cancer, o que torna suas mensuracdes
promissoras para a utilizacdo no diagndstico e no prognéstico de varios tipos de
tumores. Embora estudos neste sentido tenham sido realizados, os resultados s&o
conflitantes e ndo foi possivel até o momento definir uma MMP com potencial para

discriminar qualquer tipo de cancer (78).

No que se refere a MMP-1, h& na literatura estudos correlacionando seus niveis
circulantes com alguns tipos de cancer. Niveis séricos de MMP-1 foram mensurados
em pacientes com cancer de pulmao, tendo sido significativamente aumentados nos
portadores da malignidade, e positivamente associados com estagios mais avancados
da doenca e com menor sobrevida dos pacientes (45). Resultados semelhantes foram
alcancados no cancer de estbmago, com niveis circulantes elevados de MMP-1 e de
TIMP-1 em portadores desta neoplasia em comparacdo a um grupo saudavel, e ainda
associados a aspectos de estadiamento avancado do tumor como tamanho,

invasividade, acometimento de linfonodos, metastase hepatica e invasédo perineura
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(79). Em ambos casos, 0s autores sugerem dosagem sérica de MMP-1 como
ferramenta prognostica e fator preditor de sobrevida, independente de outros fatores,

para estes tipos de cancer (45,79).

Por outro lado, niveis séricos médios de MMP-1 foram encontrados diminuidos
no grupo com cancer de mama, em uma associagao inversa com o tamanho do tumor
(80). Do mesmo modo, no cancer de bexiga foram quantificados niveis médios
menores de MMP-1 sérica entre portadores da neoplasia comparados a grupo
controle saudavel (81). Considerando a provavel atuacdo das MMPs na facilitacdo da
proliferacéo tumoral e, sobretudo, do processo metastatico, esta aparente contradicdo

€ inesperada, e constitui fato até entdo sem explicacado na literatura.

No CaP, os raros estudos envolvendo MMP-1 foram realizados com amostras
de tecido. Um destes, demonstrou evidéncias diretas de participacdo de MMP-1 neste
cancer, com expressao nos tecidos malignos diretamente proporcional ao crescimento
tumoral e a presenca de metastase. Além disso, em paralelo, nesse mesmo estudo, a
utilizacdo de anticorpos anti-MMP-1 inibiu, em ratos, o crescimento do tumor
prostatico assim como a incidéncia de metastase pulmonar (68).

Paradoxalmente, outro estudo com portadores de CaP investigou por
imunohistoquimica a expressdo de MMP-1 nas células do tumor e a correlacionou
com dados clinicos e laboratoriais dos pacientes. Verificou-se que maior expressao
de MMP-1 nas células tumorais estava relacionada com escores de Gleason mais

baixos, niveis reduzidos de PSA e menor invasividade local (82).

No que se refere a MMP-1 como biomarcador sanguineo do CaP, objeto deste
estudo, sdo ainda mais raras as pesquisas analogas, o que impossibilita discussao
mais ampla. Em um desses estudos, onde niveis plasmaticos de MMP-1 foram
comparados entre homens saudaveis, com HPB, com CaPin situ e com CaP

metastatico, titulos médios de MMP-1 nédo diferiram entre grupos (62).

Nossa pesquisa se prop0s a comparar niveis séricos de MMP-1 entre pacientes
diagnosticados com CaP e portadores de HPB, objetivando assim testar seu potencial
enguanto biomarcador para o diagndstico diferencial da neoplasia prostatica. Nossos

resultados revelaram que individuos com CaP apresentaram niveis médios de MMP-
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1 duas vezes maiores, e independentemente de uma correlagdo com valores totais de
PSA. Cabe ressaltar que nossas analises minimizaram a influéncia do SNP rs495366,
cujo alelo A demonstrou associacao com niveis de MMP-1 sérica, mantendo valido o

achado de valores de MMP-1 significativamente elevados em portadores de CaP.

A escassez de relatos sobre uma interrelacdo entre MMP-1 e CaP impede
propor que MMP-1 seja investigada como biomarcador no CaP. E os resultados
conflitantes nestes poucos relatos dificultam advogar por um mecanismo de acgao
desta forma de metaloproteinase no cancer prostatico. Talvez, ao menos em parte, o
conflito decorra de falta de padronizacdo da técnica utilizada para quantificacdo da
MMP, de heterogeneidades na amostra ou mesmo do baixo poder amostral de cada
estudo. Em linha, a auséncia de fundamentacao para assumir valores de MMP-1 como
referéncia para indicar dada entidade clinica conhecida impossibilitou que célculos de
sensibilidade/especificidade ou de valores preditivos em nossas condigdes.

A despeito das limitacbes do estudo como um carater preliminar e um
recrutamento modesto e por conveniéncia, nossos resultados associam niveis
circulantes totais de MMP-1 com malignidade prostatica em um cenario ambulatério
real, com a condicédo prostatica de cada paciente confirmada segundo a melhor préatica

clinica disponivel.
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6. CONCLUSAO

Nosso estudo revelou concentracdes séricas de MMP-1 significativamente
maiores nos portadores de CaP. Fazem-se necessérias novas pesquisas que
corroborem nossos achados para (se pertinente) permitir definicho de valores de
referéncia ou de corte informativos para neoplasia prostatica, seja para triagem clinica
ou enquanto ferramenta acessoria de confirmacdo. Com base nos resultados aqui
evidenciados, pode-se inferir que MMP-1 apresenta sensibilidade semelhante ao do
PSA no diagnostico inicial do CaP.

Ademais, serdo benvindos estudos de seguimento clinico de sujeitos em risco
para esta malignidade (p.ex.: histéria familiar) com a proposta de aferir MMPs
circulantes e associar ao advento e progndstico do cancer de préstata.
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O Senhor esta sendo convidado a participar de um projeto em que nos, do Hospital

\ Termo de Consentimento

Universitario de Brasilia (HUB/UnB), buscamos por sinais clinicos e de laboratério que
permitam identificar o desenvolvimento de doengas associadas ao envelhecimento,
sobretudo aquelas doencas relacionadas a problemas importantes para sautde do homem

como os disturbios da prostata.

O objetivo desta pesquisa consiste em quantificar moléculas presentes no sangue,
denominadas metaloproteinases de matriz (MMPs), com vistas a avaliar se poderao ajudar
no diagnaostico precoce do cancer de prostata. O senhor recebera todos os esclarecimentos
necessarios antes e no decorrer da pesquisa e lhe asseguramos que seu nome nao
aparecera, sendo mantido o mais rigoroso sigilo através da omissao total de quaisquer

informacdes que poderiam identifica-lo.

A sua participagéo sera através de uma avaliagdo médica (com exame fisico e entrevista
para obtencdo de informacfes) assim como por testes laboratoriais que ndo oferecerdo
riscos a sua saude pois consistirdo em uma Unica coleta de um pequeno volume (30 mililitros)
de sangue, onde serd a assegurada utilizacdo de agulhas descartaveis. Também sera
solicitado que o senhor forneca pequena amostra de urina (cerca de 10 ml), colhida por
ocasido da propria consulta médica. E assegurado que o (a) senhor (a) nio realizara
movimentos anormais, ndo terd mudanca de rotina, ndo entrara em contato com quaisquer
substancias nocivas, nem tera qualquer instrumento introduzido em meu corpo, salvo pela
agulha para coleta do sangue. As visitas clinicas ocorrerdo em datas a se combinar,
conforme sua disponibilidade, com um tempo total estimado para os procedimentos de néo
mais que 1 (uma) hora para sua realizagdo: consulta médica e coleta de sangue. Informamos
gue o Senhor pode se recusar a responder qualquer questao que lhe traga constrangimento
ou a participar de qualquer procedimento, podendo inclusive desistir de participar da
pesquisa em qualguer momento, sem nenhum prejuizo para o0 senhor. Sua participacao é
voluntaria, isto é, ndo ha pagamento por sua colaboracao.

Os resultados da pesquisa serao divulgados pela Universidade de Brasilia podendo

ser publicados posteriormente. Os dados e materiais utilizados na pesquisa ficardo sob a
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guarda do pesquisador por um periodo de no minimo cinco anos, apos isso serdo destruidos
ou mantidos na instituicdo. Se o Senhor tiver qualquer divida em relagdo a pesquisa, por
favor, telefone para: Dr Clayton Franco Moraes, que atua no Hospital da Universidade de

Brasilia (telefone: 61 981673146), a qualquer momento que necessitar.

Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
da Universidade de Brasilia. As duvidas com relacédo a assinatura do TCLE ou os direitos do
sujeito da pesquisa podem ser obtidos através do telefone: (61) 3107-1918 ou do e-mall

cepfm@unb.br.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador responsavel

e a outra com o sujeito da pesquisa.

Assinatura:

Nome do Paciente:

Assinatura:

Nome do Pesquisador Responsavel:

Brasilia, ___ de de




