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RESUMO

A metaloproteinase-9 (MMP-9) ou gelatinase B pertence & familia das metaloproteinases da matriz, enzimas, que
degradam componentes da matriz extracelular (MEC) e da membrana basal e estdo implicadas no processo de
carcinogénese, contribuindo para a progresséo tumoral, invaséo e metéstase. Neste trabalho, a MMP-9 foi utilizada
como marcador imuno-histoquimico, a fim de correlacionar sua expresséo com a gradagdo histolégica de 28
casos de carcinoma de células escamosas oral (CCEO), obtidos do Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade
de Odontologia de Pernambuco (FOP/UPE). As amostras foram classificadas quanto ao grau de malignidade
em carcinoma in situ, baixo grau, grau moderado e alto grau de malignidade. A técnica imuno-histoquimica foi
realizada através do método estreptavidina-biotina, utilizando-se o antficorpo anti-MMP9. Na andlise estatistica,
foi utilizado o teste Exato de Fischer com nivel de significancia de p=0.05. Verificou-se que a MMP-9 apresentou
positividade em 24 casos (85.7%) de CCEO, sendo observada correlacéo estatisticamente significativa entre a
expressdo da MMP-9 e o grau de malignidade (p=0.002). Os resultados indicam que a expressdo da MMP-9
pode ser sugerida como fator preditivo de comportamento biolégico agressivo no CCEQ.

Descritores: carcinoma de células escamosas, neoplasias bucais, imuno-histoquimica, metaloproteinase 9 da

matriz.

ABSTRACT

The metalloproteinase-9 (MMP-9) or gelatinase B belongs to the family of matrix metalloproteinases, enzymes which
degrade extracellular matrix (ECM) and basement membrane components and are implicated in the carcinogenesis
process, contributing to fumor progression, invasion and metastasis. In this work, MMP-9 was used as an immu-
nohistochemical marker in order to correlate its expression with histological grading of 28 cases of oral squamous
cell carcinoma (OSCC) obtained from the Laboratory of Oral Pathology, School of Dentistry of Pernambuco (FOP /
UPE). The samples were classified according to the malignancy grade as in situ carcinoma, low grade, intermediate
grade and high grade of malignancy. The immunohistochemistry technique was performed by the streptavidin-biotin
method using the antibody anti-MMP9. The statistical analysis used the Fisher’s exact test, with a significance level
of p=0.05. It was verified that MMP-9 expression was positive in 24 OSCC cases (85.7%). Significant statistical
correlation was observed between the expression of MMP-9 and the degree of malignancy (p=0.002). The results
indicate that expression of MMP-9 may be suggested as a predictor of aggressive biological behavior in OSCC.
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INTRODUCAO

A determinacéo do potencial de crescimento,
invasGo e metdstase é de extrema importéncia na
conduta clinica, no tratamento e no progndstico do
carcinoma de células escamosas (CCE)'2. O estro-
ma tumoral tem uma relacdo direta com o com-
portamento biolégico das neoplasias, contribuindo,
significativamente, para a progresséo do CCE?. Para
que acontecam as etapas da carcinogénese (organi-
zagdo primdria, progressdo, angiogénese, invasdo
local e desenvolvimento de metdstases), a célula
neopldsica necessita da degradacdo proteolitica
da matriz extracelular (MEC)*. Dentre as enzimas
degradadoras da MEC, destaca-se a familia das
metaloproteinases da matriz (MMPs) diante da sua
extensa capacidade de degradar, processar, ativar
ou inativar praticamente todos os componentes da
MEC?2%,

As MMPs sdo uma familia de enzimas proteoliti-
cas, do fipo endopeptidases, zinco- e cdlcio-depen-
dentes, que atuam desorganizando e degradando
componentes da MEC e da membrana basal por
meio de processos que alteram as interagdes célula-
célula e célula-matrizZ®. Embora desempenhem
vérias funcoes fisioldgicas, hd grande interesse
no potencial das MMPs, livres de mecanismos
regulatérios, na propagacdo do céncer®*. Essas
acoes podem ser diretas, por meio da degradacéo
da MEC e da membrana basal, promovendo pro-
liferacdo de células neopldsicas e disseminacéo
metastdtica, e indiretas, quando promovem angio-
génese, necessdria para nutricao e disseminacdo do
tumor*. O aumento na producdo dessas enzimas
associa-se ao fendtipo metastdtico e invasivo em
muitos tumores’''3,

Diferentes tipos de MMPs interagem entre si e
participam de diversos estdgios do desenvolvimento
do céancer®. Durante a invasdo neoplésica, o maior
papel das MMPs consiste ndo apenas na quebra
da barreira da MEC mas, no rearranjo dos seus

componentes para facilitar a migracéo celular por
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entre esse microambiente”*.

A MMP-9 é a gelatinase B do grupo das gelati-
nases, assim conhecidas por degradarem os vdrios
tipos de coldgenos desnaturados (gelatinas), além
de contribuirem para a digestdo do coldgeno tipo
IV e outros componentes da membrana basal?®.

As MMPs est@o implicadas numa variedade de
papéis, que podem ajudar a iniciacdo do tumor,
crescimento, a migracdo, a angiogénese, a selecdo
de subpopulacées resistentes & apoptose, & invasdo
e & metéstase. Portanto, ndo podem mais ser pensa-
das apenas como destruidoras da MEC, mas como
parte de um distinto sistema de comunicacdo por
meio do qual o tumor interage com o estroma'®.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho é
analisar, mediante a técnica imuno-histoquimica,
a expressdo da MMP-9 em carcinomas de células
escamosas orais (CCEQOs) na tentativa de entender
sua correlagdo com o grau histolégico de maligni-

dade dessas lesoes.

METODOLOGIA

Foram obtidas vinte e oito (28) amostras de
CCEOs bucais emblocadas em parafina bem como
as fichas de biépsia no Laboratério de Patologia
Bucal da FOP (UPE). Este trabalho foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa dessa Instituico
através do registro 083/10.

A gradacdo dos tumores foi realizada, utilizan-
do-se a classificacdo histopatolégica de malignida-
de proposta pela Organizacdo Mundial de Satde
(OMS, 2005)'", que se baseia no grau de dife-
renciacdo celular. Os tumores foram classificados
em baixo, moderado e alto grau de malignidade.
Considerou-se, ainda, carcinoma in situ quando
ndo houve invasdo da membrana basal.

A técnica imuno-histoquimica foi realizada
pelo método da estreptavidina-biotina peroxidase,
otimizado com o sistema de amplificacdo LSAB

(Labeled Streptavidin-Biotin for mouse primary
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antibody, DAKO). A recuperacéo antigénica foi
feita em panela de pressdo elétrica durante 1’
em Citrato pH 6.0; procedeu-se & incubacdo do
anticorpo primdrio monoclonal anti-MMP9 (DBS),
numa diluicdo de 1:125, sendo a 3,3-diamino-
benzidina (Sigma Chemical CO, St. Louis, USA) o
cromégeno; os cortes foram contracorados com
Hematoxilina de Harris.

A imunomarcacéo foi analisada & microscopia
de luz, e o padrdo de imunoexpressdo da MMP-9
foi classificado quanto & presenca (+) ou auséncia
(-), e para os casos positivos em: fraca (+), mo-
derada (++) e intensa (+++), de acordo com a
intfensidade de marcacéo.

Foram utilizados o Software STATA/SE 9.0 e o
Excel 2007 para realizar a andlise estatistica. O
Teste Exato de Fisher verificou a associac@o entre
as varidveis categéricas, sendo aplicado com 95%
de confianca, considerando-se estatisticamente

significativo quando p<0,05.

RESULTADOS

Dos 28 casos de CCEOs estudados, observou-
se maior prevaléncia dos casos de alto grau (n=14;
50%) em relacdo aos de baixo grau (n=10; 35.7%).
Observamos ainda 2 casos de grau moderado e 2 de
carcinoma in situ, correspondendo a 7.1% cada.

A andlise da imunomarcacéo da MMP-9 reve-

lou que dos 28 casos, 24 foram positivos (85.7%);

destes, 18 (75%) foram positivos no parénquima,
com intensidade fraca em 5 (27.8%), moderada em 9
(50%) e forte em 4 (22.2%). Em 1 caso, foi observada
marcacdo positiva moderada em células do parénqui-
ma no front de invasdo tumoral. No estroma, 13 casos
foram positivos (54.2%), sendo a intensidade fraca
em 2 (15.4%), moderada em 7 (53.8%) e forte em 4
(30.8%). A Figura 1 mostra a expressdo da MMP-9
em CCEQ:s investigados.

Figura 1 - Expressdo imuno-histoquimica da MMP-9 em
CCEOs - A: CCEO de grau moderado, intensidade de
marcacdo moderada no parénquima tumoral (IHQ 400X);
B: CCEQ de alto grau, intensidade moderada no parén-
quima (IHQ 400X); C: CCEQO de baixo grau, intensidade
fraca no parénquima (IHQ 100X); D: CCEO de baixo
grau, intensidade forte no parénquima (IHQ 100X).

Todos os casos de alto grau de malignidade
(n=14) foram positivos para a MMP-9, observando-
se associacdo estatisticamente significativa entre
a marcacdo da MMP-9 e a gradacéo histolégica
(p=0.002) (Tabela 1).

Tabela 1 — Associacdo da MMP-9 com a Gradacéo Histolégica. Laboratério de Patologia Bucal da FOP 1991/2012

— Fonte Pesquisa Direta.

Gradacao Histolégica

Total In situ Baixo grau Moderado Alto grau p-valor*
n (%) n (%) n (%)
Marcacao MMP9
Positivo 24(85,7) 0(0,0) 9(90,0) 1(50,0) 14(100,0) 0,002**
Negativo 4(14,3) 2(100,0) 1(10,0 1(50,0) 0(0,0)

*Teste Exato de Fisher; **estatisticamente significativo
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DISCUSSAO

Estimativas do INCA (2012)'? sugerem apro-
ximadamente 518.510 novos casos de cancer no
Brasil para os anos de 2012 e 2013. Para o céncer
bucal, sGo estimados 14.170 novos casos, sendo
9.990 casos em homens e 4.180 em mulheres.
Esses elevados valores t8m impulsionado estudos
que visam a um melhor entendimento do processo
da carcinogénese assim como a descoberta de
mecanismos que predizem o comportamento biolé-
gico desses tumores para que sejam desenvolvidos
tratamentos mais efetivos.

Analisando-se casos de CCEQOs, Nascimento
(2010)5verificou que os de alto grau de malignidade
foram mais frequentes (n=41; 58%) que os de baixo
grau (n=30; 42%). Nosso estudo concordou com
esse resultado, observando-se maior prevaléncia
dos casos de alto grau (50%) em relacdo aos de
baixo grau, grau moderado e carcinoma in situ
(35.7%, 7.1% e 7.1%, respectivamente).

A determinacdo da capacidade de invaséo e
metdstase do CCEO é de extrema importancia na
conduta clinica, no tratamento e no progndstico.
Para que ocorra essa invasdo, sGo necessdrias
alteracées nas interacdes entre células neopldésicas
e a MEC, ocorrendo um aumento na secrecéo de
enzimas degradadoras da MEC, em especial as
MMPs2.

Tem-se verificado que, em canceres humanos, a
desregulacdo da expresséo das MMPs ocorre tanto
nas células malignas do tumor quanto nas células
do estroma'®. No presente estudo, houve expres-
sdo da MMP-9 em ambos, sendo maior no parén-
quima (75%) que no estroma (54.2%), enquanto
Nascimento (2010)° encontrou maior express@o no
estroma (76%) que no parénquima (52%).

O-Charoenratetal. (2001, 2002)'“'5 relataram
a express@o das MMPs e de seus inibidores (TIMPs)
em CCEs de cabeca e pescoco, verificando que
as MMPs-2, -7, -9 e -11 exerceram um importante

papel na progresséo e no desenvolvimento de me-
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tdstase nos tumores estudados. Hong et al. (2000),
comparando a expressdo das MMPs-2 e -9 em
CCEOs, relataram um maior papel da MMP-9 no
desenvolvimento de metdstase, afirmando ser sua
expressdo um bom marcador como fator prognés-
tico.

Recentes pesquisas'®!'? também tém demons-
trado elevada expressdo da MMP-9 nos CCEs de
cabeca e pescoco e enfatizado seu importante papel
na progressdo tumoral, especialmente devido a
degradacao do coldgeno IV, principal componente
da membrana basal. Corroborando a literatura
citada, o presente estudo obteve expressdo sig-
nificativa da MMP-9 nos CCEQOs (85.7%). Além
disso, ao correlacionar a marcacdo da MMP-9
com o grau de malignidade dos casos investigados,
verificou-se significancia estatistica de p=0.002,
o que indica uma maior acdo proteolitica dessa
MMP nos tumores com alto grau de malignidade
e consequente aumento no potencial de invas@o e
metdstase, & semelhanca do achado de De Vicente
et al. (2005)?°. Porém, Hong et al. (2000)' néo ve-
rificaram correlacdo entre a gradacéo histolégica
do CCEO e a expressdo da MMP-9.

Com base nesses resultados, concluimos que a
expressdo da MMP-9 pode ser sugerida como fator

preditivo de comportamento biolégico agressivo

no CCEQO.
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