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RESUMO

Estudos demonstraram que a alta expressdo de metaloproteinase da matriz esta
diretamente associada ao potencial invasivo e metastatico de varios tumores malignos humanos,
tais como os de mama, célo do Utero, pulméo e préstata. O presente trabalho teve como objetivo
investigar o perfil de expresséo da metaloproteinase de matriz 26 em tumores benigno e maligno
de proéstata. Foram obtidos 150 blocos de parafina de pacientes que realizaram bidpsia de
préstata no servico de anatomia patoldgica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Pernambuco, As amostras foram divididas em: grupo atrofia; com 25 blocos, grupo
hiperplasia prostatica benigna; com 50 blocos, Grupo adenocarcinoma prostético; com 50
blocos e grupo neoplasia intraepitelial prostatica; com 25 blocos. A anélise imuno-histoquimica
foi realizada em espécimes colhidas para biopsias e emblocadas em parafina. Foram realizados
cortes em material parafinado de 4um de espessura. Inicialmente as amostras foram
desparafinadas em xilol e reidratadas. Depois foi realizada a recuperacéo antigénica a 125°C
em camera de pressdo Pascal da Dakocytomation. As laminas passaram pela solugéo
blogueadora de peroxidase. Apés, foram incubadas em overnight com anticorpo contra as
proteinas em estudo em geladeira a 8°C e em seguida lavadas com tampé&o fosfato. Novamente
as laminas foram incubadas com solucéo de ampliacéo, depois lavada em tampdo novamente e
incubada em solucdo cromdgena de diaminobenzidina, lavadas em agua, contracoradas em
hematoxilina, desidratadas e montadas. A idade dos participantes variou de 41 a 88 anos, com
média de 66,83 anos. O maior percentual correspondeu aos pacientes com 60 a 69 anos. A etnia
parda foi a mais prevalente e a menor foi a branca, com relacdo a habitos de risco para doencas
prostaticas, foram registrados que 29,3% dos participantes sdo adeptos do etilismo e 32,7% do
tabagismo. Os resultados da imuno-histoquimica mostraram associacdo significativa com o0s
valores do PSA total. As maiores diferencas percentuais ocorreram no grupo PSA<4 ng/ml,
onde foi mais elevada entre os que tiveram a imuno-histoquimica negativa, ja o grupo PSA>10
ng/ml, mostrou valor mais elevado entre 0s que tinham imuno-histoquimica positivo.
Observou-se maior expressdo de metaloproteinases de matriz 26 nos carcinomas prostaticos,
tendo em vista que esta endopeptidase esta associada a um fendtipo tumoral mais agressivo
presentes nas lesdes malignas prostatica. Nas lesdes benignas as expressdes foram diminuidas,
praticamente negativas, com isto, nO0s mostramos que a imuno-histoquimica de
metaloproteinase de matriz 26 € Util para diferenciar tumores benignos dos malignos da
prostata, podendo auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias para o diagnostico,

prognostico e tratamento do cancer de préstata. Estes resultados corroboraram, em parte, no



esclarecimento dos mecanismos carcinogénicos tumorais e revela a associagdo entre o

diagndstico morfolégico e o perfil de expresséo dessa molécula em ensaios
imunohistoquimicos.

Palavras chaves: Metaloproteinase de matriz. Carcinogénese. Cancer de préstata.



ABSTRACT

Studies have shown that the high expression of matrix metalloproteinase is directly
associated with the invasive and metastatic potential of various human malignancies, such as
breast, uterine, lung and prostate. The present work aimed to investigate the expression profile
of matrix metalloproteinase 26 in benign and malignant prostate tumors. 150 paraffin blocks
were obtained from patients who underwent prostate biopsy at the pathology department of the
Hospital das Clinicas of the Federal University of Pernambuco. The samples were divided into:
atrophy group; with 25 blocks, benign prostatic hyperplasia group; with 50 blocks, prostatic
adenocarcinoma group; with 50 blocks and group prostatic intraepithelial neoplasia; with 25
blocks. Immunohistochemical analysis was performed on specimens collected for biopsies and
embedded in paraffin. Cuttings were made of 4um thick waxed material. Initially the samples
were dewaxed in xylol and rehydrated. Then antigen retrieval was performed at 125 ° C in
Pascal pressure chamber of Dakocytomation. The slides passed through the peroxidase
blocking solution. Afterwards, they were incubated overnight with antibody to the test proteins
in a refrigerator at 8 ° C and then washed with phosphate buffer. Again, the slides were
incubated with magnification solution, then washed in buffer again and incubated in
chromogenic diaminobenzidine solution, washed in water, hematoxylin-counterstained,
dehydrated and assembled. The participants' ages ranged from 41 to 88 years, with a mean of
66.83 years. The highest percentage corresponded to patients aged 60 to 69 years. The ethnic
group was the most prevalent and the lowest was white, with respect to risk habits for prostate
diseases, 29.3% of the participants were recruited from alcohol and 32.7% from smoking. The
results of immunohistochemistry showed a significant association with total PSA values. The
highest percentage differences occurred in the PSA group <4 ng / ml, where it was higher
among those with negative immunohistochemistry, whereas the PSA group> 10 ng / ml showed
a higher value among those with positive immunohistochemistry. Further expression of matrix
metalloproteinases 26 has been observed in prostatic carcinomas, since this endopeptidase is
associated with a more aggressive tumor phenotype present in prostatic malignancies. In the
benign lesions the expressions were decreased, practically negative, with this, we showed that
the matrix metalloproteinase immunohistochemistry 26 is useful to differentiate benign tumors
from the malignant ones of the prostate, and can help in the development of new strategies for
the diagnosis, prognosis and treatment of prostate cancer. These results corroborate, in part, the

clarification of the tumor carcinogenic mechanisms and reveal the association between the



morphological diagnosis and the expression profile of this molecule in immunohistochemical

assays.

Key words: Matrix metalloproteinase. Carcinogenesis. prostate cancer.
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1 INTRODUCAO

O céncer é um problema de satde puablica mundial. A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) estimou que, no ano 2030, pode-se esperar 27 milhdes de casos incidentes. A neoplasia
da prostata é o sexto tipo mais comum no mundo e o de maior incidéncia nos homens. As taxas
da manifestacdo da doenca séo cerca de seis vezes maiores nos paises desenvolvidos, quando
comparados aos paises em desenvolvimento.

Desde a década de 1980 com a introducao do teste PSA na rotina médica, houve grande
aumento de casos diagnosticados e uma reducgédo de 20% na taxa de mortalidade por cancer de
prostata. O PSA sérico é medido para deteccdo precoce, estadiamento e monitoramento da
doenca, apesar disso, pode apresentar baixa especificidade quando os valores se encontram
entre 3 e 10 ng /ml, mostrando-se elevados também em condi¢bes benignas como HPB e
prostatite (CHENG et al., 2017; EL CHAER et al., 2018). Dada a necessidade de encontrar
novos biomarcadores que combinados ao PSA pudessem conferir maior precisdo ao
diagnostico, diversos estudos tém sido realizados sobre a expressao das metaloproteinases tanto
no soro quanto no tecido de pacientes com cancer de prostata. Kanoh et al. (2002) e Zhang et
al. (2004) observaram respectivamente, elevados niveis séricos de MMP-2 e MMP-9 em
pacientes com CaP e HPB cuja expressdo aumentava conforme progressao da doenca. Morgia
et al. (2005) encontraram além de MMP-2 e -9, a MMP-13 com niveis significativamente
maiores nos pacientes com CaP do que naqueles com HPB ou saudaveis. Ja a MMP-7 foi
analisada por Szarvas et al. (2011) e seus niveis também foram fortemente elevados, sobretudo
em pacientes com CaP metastatico em comparagdo aos casos focais.

O primeiro relato sobre as metaloproteinases (MMPs) foi publicado na década de 60 por
Jerome Gross e Charles Lapiére, onde encontraram uma enzima ativa em cultura de pele que
degradava colageno tipo | (GROSS, 1962). Para Kerkela et al (2003) e Chaudhary et al. (2013)
as metaloproteinases formam um grupo de enzimas com a habilidade comum de degradar varios
componentes da matriz extracelular (MEC), principalmente colageno, elastina, laminina,
fibronectina e proteoglicanos e estdo envolvidas em varios processos fisiologicos normais,
como, por exemplo, desenvolvimento embrionério, ovulacdo, renovacdo e remodelacdo da
MEC. Entretanto, elas também estdo presentes em situacGes patoldgicas, tais como a
tumorigénese, a metastase e a artrite reumatdide. Conforme Justulin (2010) e Vaisanen et al.
(2011) a alta expressdo de MMP esta diretamente associada ao potencial invasivo e metastatico
de varios tumores malignos humanos, como os de mama, c6lo do Utero, pulmdo e préstata
(VIHINEN and KAHARI, 2002; YADAV et al, 2014).
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A imuno-histoquimica (IHQ) estd amplamente disponivel em laboratérios de
histopatologia, por se tratar de  um método relativamente facil e barato para avaliar
semiquantitativamente a expressdo de proteinas, principalmente, como uma ferramenta de
diagnostico (WILLEMS et al, 2005). Vérios estudos tém associado as MMPs a fenotipos mais
agressivos de diversos tipos de cancer, incluindo o carcinoma de prdstata, portanto faz-se
necessaria a identificacdo de novos biomarcadores que permitam um diagndstico precoce,
preciso e que possa contribuir com o valor prognostico. Neste trabalho propusemos investigar
a expressao da metaloproteinase de matriz 26 em tumores benignos e malignos da préstata

visando contribuir no esclarecimento do processo carcinogénico.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 objetivo geral

Investigar a superexpressao da metaloproteinase de matriz 26 em tumores benignos e

malignos de prostata.

1.2.2 objetivos especificos

Correlacionar o grau de lesdo das amostras com os fatores bioldgicos.

Avaliar a associacdo entre a imunohistoquimica da MMP-26 e 0 exame serico de PSA.

Avaliar a associacdo entre a imunohistoguimica da MMP-26 e o0 exame fisico do toque
retal.

avaliar a associacao entre a imunohistoguimica da MMP-26 e a graduacao histologica de

gleason.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER PROSTATICO

As transicoes demograficas e epidemioldgicas globais sinalizam um impacto cada vez
maior da carga de cancer nas proximas décadas (FERLAY et al., 2013). O Instituto Nacional
de Cancer (INCA) estima que para cada ano do biénio 2018/2019, sejam diagnosticados 68.220
novos casos de cancer de prostata (CaP) no Brasil, como se observa detalhadamente na figura
1, sendo 3.050 novos casos em Pernambuco. Esses valores correspondem a um risco estimado
de 66,12 casos novos a cada 100 mil homens. Cerca de 1 em 9 homens serd diagnosticado com
cancer de prostata durante a vida. O cancer de prostata ocorre principalmente em homens mais
velhos. Cerca de 6 em cada 10 casos sdo diagnosticados em homens com mais de 65 anos, sendo
raro antes dos 40 anos. A média de idade no momento do diagnostico € de 66 anos. O CaP é a
segunda principal causa de morte por cancer em homens, perdendo apenas para o cancer de

pulmdo. A cada 41 homens, pelo menos 1 morrera de cancer de prostata (INCA, 2017)

Figural: Estimativa 2018 dos dez tipos de cancer mais incidentes em 2018 segundo o Instituto Nacional
do Céancer

| Prostta 68220 317% __ Homens |  Mulheres 59700  20.5%
Traqueia, Bronquio ¢ Pulmao 18.740 8./ % ) 18.980 9.4%
Colo d 17.380 8.1% 16.370 8.1%
Es 0 13.540 6.3% 12.530 6.2%
Cavidade Ora 11.200 5.2% 8.040 4.0%
Esdtago 8.240 3.8% 7.750 3.8%
Bexiga 6.690 3.1% 0rpo do Lrero 6.600 33%
Laringe 6.390 3.0% virio 6.150 30%
Leucemias 5940 2.8% stema Nervoso Central 5510 7%
Sisterna Nervoso Central 5810 2.7T% Leucemias 4.860 24%

Fonte: http://wwwl.inca.gov.br/inca/Arquivos/estimativa-2018.pdf

Assim como outros canceres 0 de préstata se desenvolve através do acumulo de
mutacOes somaticas e alteracGes epigenéticas que resultam em inativacdo de genes supressores
tumorais e ativacdo de oncogenes (DE MARZO et al., 2007). A mutacdo nos genes afetados
ocorre de uma maneira que subverte sua fun¢do normal, contribuindo assim para os varios
processos considerados caracteristicos como a autossuficiéncia em sinais de crescimento,
insensibilidade aos sinais anticrescimento, evasdo de apoptose, aquisicdo de potencial
replicativo ilimitado, angiogénese sustentada, invasdo tecidual e metastase (HANAHAN &
WEINBERG, 2011; UMAR et al., 2012).


http://www1.inca.gov.br/inca/Arquivos/estimativa-2018.pdf
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A maioria dos canceres de prostata tem uma evolu¢do muito lenta (leva cerca de 15 anos
para atingir 1 cm?3), o que leva a um aparecimento tardio dos sintomas ou fica de forma
assintomatica por toda a vida e ndo se torna problema de saiide ao homem. Mas alguns tumores
aumentam rapidamente e se alastram para outros 6rgaos e podem levar o paciente a morte
(Moyer et al.,, 2012). Existem alguns fatores de risco que parecem contribuir para o
desenvolvimento do céncer de prdstata, tais como, elevado consumo de carne vermelha,
gorduras e derivados do leite, além de tabagismo, exposicdes ambientais e raca dos individuos
(SCHULMAN et al, 2000; BARRINGTON et al, 2015).

O historico familiar de pai ou irmdo com cancer de prostata antes dos 60 anos de idade
pode aumentar de 3 a 10 vezes a possibilidade de o individuo desenvolver a doenca em relacdo
a populagdo em geral. Os estilos de vida compartilnados entre os membros da familia e as
caracteristicas herdadas podem elevar a probabilidade de o homem desenvolver a doenga (DE
MEDEIROS et al, 2011). No entanto, o principal fator de risco € a idade, este tumor raramente
é encontrado em homens com idade inferior a 40 anos e aumenta significativamente a incidéncia
por cada decada de vida, por isso, esta patologia € conhecida como doenca da terceira idade,
por ser mais comum em homens com idade superior a 50 anos, e 85% dos casos séo constatados
em idades acima de 65 anos. O nimero de casos vem crescendo lentamente, e se tem pouco
conhecimento de sua etiologia (AMORIM et al., 2011).

2.2 DOENCAS PROSTATICAS E DIAGNOSTICO

A prostata € alvo de varias patologias, como por exemplo, a hiperplasia benigna, a
prostatite e o cancer. A prostatite trata-se do estado inflamatorio e/ou infecioso da glandula
prostatica, ou seja, descreve-se como uma combinacdo de doencas infeciosas (prostatite
bacteriana aguda e crdnica) e ainda como uma inflamacéo assintomatica. A hiperplasia benigna
prostatica (HBP) caracteriza-se por um aumento no niamero de células do epitélio e do estroma
prostatico (ver figura 2), resultando numa alteracdo estrutural acompanhada por remodelacéo
nodular da zona de transicdo e também da regido periuretral da préstata. A hiperplasia afeta
tanto o estroma como o parénquima glandular e causa aumento de tamanho da zona de transicao
(RIYACH et al., 2014; SHAH & ZHOU, 2012). Apesar de serem desconhecidas as causas
exatas da HBP, existem fatores que podem estar na origem da mesma, a idade, aumento dos

niveis de testosterona, dieta e predisposicdo familiar (MIRONE et al 2004).
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Figura 2: lamina histoldgica de segmento de préstata corada em HE, mostrando areas de  hiperplasia prostatica
benigna (HPB)

NODULOS ESTROMATO-GLANDULARES

Fonte: http://anatpat.unicamp.br/lamuro20.html

A testosterona e necessaria para estimular o desenvolvimento e crescimento das células
da prostata uma vez que sua hiperplasia depende do androgénio mais potente, a di-
hidrotestosterona (DHT), um metabolito da testosterona. A DHT liga-se a receptores de
androgénio (AR) presentes no nucleo, de modo a promover a transcricdo de segquéncias
especificas de DNA, influenciando a sintese proteica e 0 aumento do nimero de células da
prostata (HEILEIN, 2004). Assim como os demais tecidos do corpo humano, a glandula
prostatica € composta por células gue se desenvolvem de forma ordenada e controlada, e em
caso de disfuncdo do ciclo celular, ocorre divisdo desordenada que pode originar o tumor. A
neoplasia pode ser benigna ou maligna (CORREA et al., 2003), porém, o cancer de prostata
pode ser precocemente detectado através de triagem (RHODEN; AVERBECK, 2010).

A presenca de neoplasia prostatica de alto grau (NIP, ou HGPIN, em inglés) é
considerada lesdo precursora de neoplasia e ndo um cancer propriamente dito (ver detalhes na
figura 3). A presenca de NIP de baixo grau ndo deve ser relatada no laudo histopatoldgico
devido a confusdo com epitélio normal, pois a sua relacdo com a neoplasia ndo esta definida
(THOMPSON IM, 2007). E indicada a rebiopsia apenas nos casos de NIP alto grau em mais de
2 fragmentos, quando a biopsia ndo foi representativa (menos de 8 fragmentos). Ou quando ha
aumento do PSA no seguimento. Nos demais casos a frequéncia de deteccdo de neoplasia é

baixa (13,3%) na rebidpsia, e essa ndo deve ser indicacdo de rotina (HERAWI, 2006).


http://anatpat.unicamp.br/lamuro20.html
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Figura 3: Iamina histolégica de segmento de proéstata corada em HE, mostrando Neoplasia prostatica de alto grau

(HGPIN) com presenca de células atipicas com nicleo hipercromatico e nucléolo proeminente (seta vermelha)

numa estrutura glandular benigna (seta preta).
L < -

Fonte: EPSTEIN, J.1., 2012.

A proliferacdo atipica de pequenos acinos (ASAP), em linhas gerais, é usado para
descrever a identificacdo de glandulas atipicas cujos critérios morfolégicos sdo insuficientes
para um diagnéstico definitivo de cancer (WARLICK C, 2015). O exame anatomopatoldgico
pode mostrar ASAP, o que pode corresponder a um cancer da prostata em fase inicial ou uma
lesdo simuladora de cancer histologicamente. Entretanto, ainda que haja incerteza quanto a
existéncia da doenga, significa que ha algo de anormal acontecendo (CARAPEBA, 2010).

A deteccdo precoce do cancer de préstata se da pelo exame de toque retal (TR) e
determinacdo da concentracdo sérica do antigeno prostatico especifico (PSA) (CANDAS et al,
2000). E importante a associacio da dosagem de PSA ao TR, ja que o TR tem alta especificidade
(94%), porém baixa sensibilidade (50%), assim como baixo valor preditivo positivo (21%-
53%). Elevados niveis sericos de PSA € indicacdo de bidpsia prostatica guiada pela
ultrassonografia transuretral, inico método diagndstico de neoplasia (RODAM et al, 2005).
Devido a sua baixa especificidade, quando uma bidpsia prostatica é realizada em pacientes com
niveis de PSA entre 3,0 e 10,0 ng/ml sdo observadas taxas de resultados negativos de
aproximadamente 70 a 80% (DJAV AN et al., 2000). Devido a baixa sensibilidade do ultrassom,
0s protocolos convencionais de bidpsia tém demonstrado taxas elevadas falso-negativos
(WELSH et al., 2007). Atualmente ganha espacgo a ressondncia magnetica multiparamétrica
da prostata e o uso de outros marcadores, como 0 PCA3 e 0 4Kscore. O PCA3 é um RNA
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tecido-especifico da prostata e que esta superexpresso no cancer. O 4Kscore utiliza uma
combinacdo de pardmetros clinicos com fragdes do PSA e Kalicreina humana tipo 2 e informa
a probabilidade de uma bidpsia apresentar cancer de prostata de alto grau (VICKERS et al,
2010; PAREKH et al, 2015).

2.3 ESTADIAMENTO

O prognéstico depende fundamentalmente do estadio tumoral, chamado de classificacdo
de tumor maligno (TNM) e do grau de diferenciacéo histolégica. A progressao do cancer de
préstata, entretanto, é variada; existem tumores de baixo grau que tém evolugdo lenta enquanto
outros possuem alta capacidade de progresséo (NAGAR M, 2011). Atualmente, ndo ha
nenhum marcador definitivo que permita a diferenciacdo entre estas formas de tumores, no
entanto, um dos mais importantes fatores progndsticos é a graduacdo histoldgica, sendo a
graduacdo de Gleason a mais utilizada. Existem cinco padrdes na escala de graduacdo de
Gleason para o cancer de prostata considerando o padrdo glandular e a sua relacdo com o
estroma prostatico. O diagnostico final é dado pela soma dos valores dos dois focos neoplasicos
mais representativos do tumor, de forma gue as neoplasias serdo classificadas em um escore de
2-10 (GLEASON, 1992; EPSTEIN et al, 2005).

Tumores com escore de Gleason 2-6 sdo considerados bem diferenciados e tém uma
progressao lenta (indolente), enquanto os tumores com escore de 7-10 tém uma progressao mais
acelerada (GLEASON, 1992). As diversas revisdes do sistema de graduacdo de Gleason
mostraram que muito raramente se diagnostica um tumor com escore de 2 a 5, sendo que na
bidpsia a menor graduacéo é o Gleason 6 (3+3) (EPSTEIN et al, 2012). Analisando os dados
da literatura gue demonstram um comportamento indolente da neoplasia Gleason 6 (CARTER
et al, 2012) a Sociedade Internacional de Patologia Urologica (ISUP) prop6s um novo sistema
de graduacéo que classifica os tumores de 1 a 5 como exposto na Figura 4 A e B, sendo grau 1
correspondente a Gleason 3+3, grau 2 ao Gleason 3+4, grau 3 Gleason 4+3, grau 4 Gleason
3+5, 5+3 e 4+4 e por fim o grau 5 corresponde aos Gleason 4+5, 5+4 ou 5+5 (EPSTEIN et al,
2016). Essa nova graduacdo recomendada pela ISUP se mostra mais realista ao progndstico dos

pacientes acometidos pelo CaP e busca melhorar o desempenho de grau histoldgico.
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Figura 4. A) Esquematizacdo da nova graduacéo proposta pela ISUP para o CaP e as curvas de sobrevida livre de

recidiva de acordo com a nova graduacdo (Epstein et
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Figura 4. B) tabela do grafico acima, retirado de um estudo multi-institucional apresentado na reunido da ISUP

novembro/2014, Chicargo)

Contagem final de Gleason T
N Grupos prognosticos

na biopsia

<=6 1

3+4=7 2

4+3=7 3

8 4

9ou 10 5

5 anos livre de progressao

bioguimica
97.5%
93.1%
78.1%
63.6%

48.9%

Um segundo valor prognostico importante é o volume tumoral, que pode ser avaliado

na bidpsia prostatica ou na peca cirdrgica ap0s a prostatectomia radical. Porém tumores de

qualgquer tamanho apresentando Gleason > 7 tendem a evoluir a distancia (LEITE et al, 2005).

O estadiamento também € um dos principais fatores prognosticos. A classificagdo TNM no
cancer de prostata segue a recomendacao do AJCC (AMERICAN JOINT COMMITTEE ON

CANCER - 2010).
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2.4 PROGRESSAO DO CANCER DE PROSTATA

Varios estudos tém demonstrado uma relacdo entre o cancer de préstata e a inflamacéo.
Pensa-se que a exposicdo a fatores ambientais, como agentes infeciosos, substancias
cancerigenas, alimentares e desequilibrios hormonais, pode levar a lesdo da prdstata e ao
desenvolvimento da inflamacdo crbnica, que se caracteriza como atrofia inflamatéria
proliferativa (PIA) da prostata, que serve de “precursor” para a neoplasia intraepitelial

prostéatica e para o cancer (DE MARZO et al, 2007).

O céncer de préstata desenvolve-se a partir de uma leséo precursora, de elevado grau de
NIP, que geralmente se caracteriza por diferenciacdo e proliferacdo celular inapropriada, onde
a sobrevivéncia das celulas epiteliais glandulares pode levar ao carcinoma invasivo. O
carcinoma invasivo pode progredir localmente ou para metéstase, com pior prognostico da
doenca (SHUKLA et al, 2009). O mecanismo de progressao do cancer de prostata ainda € pouco
compreendido, mas acredita-se que envolve um acimulo de alteragdes genéticas, como por
exemplo, a fusdo do gene TMPRSS2 ao fator de transcricdo ERG que tem sido identificado
como uma alteracdo molecular frequentemente observada no cancer de prostata (NAM e cols,

2007) ou a hipermetilacdo do gene GSTP1 que € observada em mais de 90% dos casos.

Para pacientes com tumores de baixo risco e expectativa de vida maior que 10 anos e
menor que 20 anos, a vigilancia ativa (VA) pode ser a primeira op¢do de conduta. Na verdade,
a pratica da vigilancia ativa pode ser considerada como uma possibilidade de postergar o
tratamento curativo para um melhor momento futuro sem acarretar um risco aumentado de
progressao da doenca (DAHABREH, 2012; THOMPSON, 2007). Os critérios para entrada na
VA sdo variados, porém o mais utilizado ¢ o do grupo do professor Klotz de Toronto que
considera estadio clinico T1c ou T2a, Gleason < 6 e PSA < 10ng/ml. Os pacientes em vigilancia
ativa sdo monitorados por PSA, toque retal e novas bidpsias da prostata, porem ainda nédo
existem dados apropriados para se definir os intervalos e quais alteracdes deveriam desencadear
a intervencdo. O aparecimento de tumor de alto grau na bidpsia parece ser 0 parametro mais

utilizado para intervencdo atualmente (KLOTZ, 2010).
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2.5 MMP: ESTRUTURA E REGULACAO

A quantidade de atividades realizadas pelas MMP requisita de um sistema de regulacao
refinado e coordenado por diferentes categorias de controle, ja que niveis desregulados das
metaloproteinases podem representar um risco elevado a constancia da homeostasia (CHANG
et al., 2015; GAFFNEY et al., 2015; NAVRATILOVA; KOLEK; PETREK, 2015).

A atividade das MMP ¢ estreitamente regulada por inibidores endégenos em fluidos (a—
macroglobulina e trombospondina-2) e os tecido especificos — inibidor tecidual de
metaloproteinase (TIMP) e o RECK (MELDOLESI, 2015; NAVRATILOVA; KOLEK;
PETREK, 2015). Os inibidores teciduais compreendem quatro membros, TIMP-1, TIMP-2,
TIMP-3 e TIMP-4, com alta homologia estrutural e que atuam antagonicamente as MMP, ao
formar uma ligacao especifica e quase sempre irreversivel com essas proteases (EGEBLAD;
WERB, 2002; LIZOTTE-WANIEWSKI; BREW; HENNEKENS, 2015). O aumento desses
inibidores, ou, a superexpressdao dos mesmos, tém sido associados a patologias de natureza
inflamatéria como a um fator protetor e/ou procrastinador da progressdo da doenca
(NAVRATILOVA; KOLEK; PETREK, 2015).

A degradacéo especifica de componentes da matriz extracelular (MEC) € feita por cinco
familias de proteases distribuidas intra e extracelularmente, sdo elas: as metaloproteases, as
serinas proteases, as cisteinas proteases, 0s acidos asparticos proteases e as treoninas proteases
(THEOCHARIS et al., 2015). Em especial, a grande familia de proteases formada pelas
metaloproteinases de matriz (MMP) desempenha importante repercussdo fisiologica ao
clivarem especificamente componentes da MEC. Atividades essas que modulam a
biodisponibilidade de fatores de crescimento, a migracéo celular, a angiogénese, entre outros.
Além das ac6es envolvidas em processos patologicos, como os presentes na inflamacéo e no
cancer (GIANNANDREA; PARKS, 2014; NISSINEN; KAHARI, 2014; SWINEHART;
BADYLAK, 2015).

As MMPs pertencem a uma familia de enzimas que necessitam da presenca do zinco
para realizarem suas funcdes. S8o classificadas de acordo com seu dominio e organizacao
estrutural, além do substrato especifico para degradacdo (VISSE R, 2003). O primeiro relato
sobre as metaloproteinases foi publicado por Jerome Gross e Charles Lapiere, onde
encontraram uma enzima ativa em cultura de pele que degradava colageno tipo | (GROSS,
1962). Conforme Woessner JF Jr, 1991, dentre as enzimas degradadoras da MEC, as MMPS se
destacam, pois podem agir em um ou mais componentes, sendo que juntas tém a capacidade de

degradar todos os elementos proteicos conhecidos da MEC.



25

Essas proteases sdo sintetizadas como pré e pr6-MMP, das quais o peptideo sinal é
removido resultando na forma pr6-MMP, estado ainda inativo. Para a bioatividade dessas
enzimas é necessario a remocao enzimatica do grupo cisteina-sulfidrila ligado ao sitio catalitico
Zn2+ dependente, como ilustra a figura 5, (MACCOLL; KHALIL, 2015). A maioria das
ativacdes das MMP é feita no ambiente extracelular por outras MMP, com excecdo das MT-
MMP que tém sua ativacdo no meio intracelular por serinas proteases ou furinas convertases
(PAHWA; STAWIKOWSKI; FIELDS, 2014).

De acordo com Khamis et al (2013), diferente da maioria das MMPs, a MMP-26 é
expressa na regiao intracelular, o que sugere papéis incomuns nas células e tecidos. Guo et al
(2018) detectaram imunorreatividade da MMP-26 principalmente no citoplasma de células de
glioma e Hu et al (2014) encontraram coloragdo predominantemente no citoplasma e/ou
membrana em células de carcinoma colorretal. Em nossa analise, observamos que a expressao
em células malignas de prostata revelou padréo nuclear e citoplasmatico, confirmando essa

localizagdo diferenciada da MMP-26.

As MMPs podem atuar como moduladoras de processos inflamatorios, uma vez que sua
capacidade proteolitica da MEC pode ajudar na migracao leucocitaria e promover catalise de
fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas. Apesar disso, ainda nao se tem estabelecido os
efeitos pro ou anti-inflamatérios das MMPs (NISSINEM, KAHARA, 2014). O estudo de
Khamis et al (2013) sugeriu que MMP-26 pode desempenhar um papel anti-inflamatorio. Eles
observaram que células transfectadas com cDNA de MMP-26 apresentavam diminuicdo da
expressao de genes inflamatorios, por outro lado, células com silenciadores génicos de MMP-
26 mostravam baixa expressdo do receptor B da interleucina-10 (IL1ORB), sugerindo que a
deficiéncia de MMP-26 pode promover inflamacgédo pela inibi¢do da sinalizacdo mediada por
IL10RB. Por outro lado, Li et al (2004) mostrou que a clivagem de al-antitripsina (AAT)
mediada por MMP-26 correlaciona-se com maior infiltracdo de leucdcitos, sugerindo a

capacidade da MMP-26 de promover inflamacéo.
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Figura 5 A: Imagem representativa da formacdo molecular comum as MMP. Constituida por um dominio pro-
peptideo, um dominio catalitico de ligacdo ao Zn2+, o qual se liga a uma regido de dobradica que faz a
comunicagdo com o dominio conservado de hemopexina.
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Figura 5 B: A MMP-26 também chamada de endometase ou matrisilina 2 ¢ a menor do membro da familia, pois
possui s6 um dominio minimo,
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I
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Fonte: MACCOLL; KHALIL (Adaptado), 2015.

A expressdo génica das metaloproteinases pode ser estimulada pela interleucina-1, pelo
fator de crescimento epidérmico (EGF), pelo fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) (RUNDHAUG, 2005). As
metaloproteinases de matriz degradam a membrana basal, que sdo barreiras normais para a
migracdo das células e invasdo vascular (VISSE, 2003; DUFFY, MAGUIRE, HILL, 2000).
Além disto, interagem com as moléculas de adesdo celular, como a laminina-5 e a e-caderina,
alterando a adeséo entre as células tumorais e facilitando o movimento destas através da matriz
extracelular (CURRAN; MURRAY, 2000). A interacdo entre as células tumorais e o estroma é
uma condicdo vital para o crescimento do tumor, invasao celular e metastizacao, este processo
envolve fatores de crescimento, moléculas de adesdo, estimulos angiogénicos, fatores de
coagulacdo e metaloproteinases de matriz (FOX, GENERALI, HARRIS, 2007; UZZAN et al.,
2004).

2.6 MMP-26 E A CARCINOGENESE

Para Kerkela et al, 2003, as metaloproteinases de matriz formam um grupo de enzimas
com a habilidade comum de degradar varios componentes da matriz extracelular,
principalmente colageno, elastina, laminina, fibronectina e proteoglicanos e estdo envolvidas

em varios processos fisiolégicos normais, como, por exemplo, desenvolvimento embrionario,
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ovulacdo, renovacdo e remodelacdo da matriz extracelular. Entretanto, elas também estdo
presentes em situagdes patoldgicas, tais como a tumorigénese, a metastase e a artrite
reumatdide. Conforme Justulin (2010), tem sido demonstrado que uma alta expressao de
metaloproteinase da matriz esta diretamente associada ao potencial invasivo e metastatico de
varios tumores malignos humanos, como os de mama, célo do Gtero, pulméo e préstata.

A capacidade das MMPs de modular a invasdo tumoral e metéastase advém de sua
atividade proteolitica nos componentes da MEC bem como ativagdo de fatores de crescimento
como 0 TGF-f que resulta em aumento de proliferacao celular e ativagao de receptores ativados
por proteinases (PARs). Entretanto, MMPs também apresentam efeitos protetores e anti-
tumorigénicos em varios estagios do cancer (Khamis et al, 2016). O estudo de Savinov et al
(2006) mostrou que a expressao de MMP-26 no carcinoma ductal de mama in situ resultou em
prognostico favoravel e maior sobrevida de pacientes devido a protedlise do receptor de
estrogénio B (ERP). J& Khamis et al (2016) forneceram evidéncias para um papel protetor da
MMP-26 em prostata. Seu trabalho revelou que muitas células tumorais prostaticas expressando
MMP-26 estavam sofrendo apoptose via Bax. A hiperregulacdo de MMP-26 estaria
desempenhando um papel pro apoptotico relacionado a um menor grau de invasao e progressao
da doenga.

A expressdo desses inibidores nas enfermidades pode ser ilustrada na formacédo das
placas aterosclerdticas com os niveis de expressdo elevados de TIMP-1 e baixos niveis de
TIMP-2 (DI GREGOLI et al., 2015). Assim como o TIMP-2, que se apresenta em baixos niveis
em criancas que vieram a desenvolver displasia broncopulmonar, sugerindo uma associacao
inversamente proporcional entre expressao de inibidor e o risco da doenca (LEE et al., 2015),
ja outros pesquisadores encontraram niveis aumentados de mRNA de TIMP-2, in vitro, foram
associados ao aumento da taxa de proliferacdo celular em tumores de pulmao. Podendo os
TIMP futuramente funcionarem como eficientes biomarcadores do cancer, potenciais alvos
terapéuticos e/ou adjuvantes quimioterapicos (VANDENBROUCKE; LIBERT, 2014; KIM et
al., 2015a; RICCI; BRUZZESE; DI CARLO, 2015).

Portanto, faz-se necessaria a identificacdo de novos biomarcadores que permitam um
diagndstico precoce, preciso e que auxiliem no desenvolvimento de novas estratégias para o
diagndstico, progndstico e tratamento do cancer de préstata. Varios estudos tém associado as
MMPs a fendtipos mais agressivos de diversos tipos de cancer, incluindo o carcinoma de
prostata. Este trabalho investigou a expressdo da metaloproteinase de matriz 26 em tumores
benignos e malignos da prostata, visando contribuir no esclarecimento do processo

carcinogénico.
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3 METODOLOGIA
3.1 OBTENCAO E CLASSIFICACAO DAS AMOSTRAS

Foram obtidos 150 blocos de parafina de pacientes que realizaram biopsia de
préstata, entre 2012 e 2016, no servico de anatomia patolégica do Hospital das Clinicas da
UFPE, bem como 0s respectivos prontuérios resgatados no Servico de Arquivo Médico e
Estatistica (SAME) do hospital. Foram incluidos pacientes com neoplasia intraepitelial
prostatica, adenocarcinoma de préstata e hiperplasia nodular prostética e excluidos pacientes

com diagndstico de prostatites. As amostras foram divididas em 4 grupos: 1°- grupo atrofia

(regibes periféricas de tecido prostatico livre de tumor) com 25 blocos, 2°- grupo hiperplasia
(hiperplasia prostatica benigna) com 50 blocos, 3°- Grupo Tumor (adenocarcinoma prostatico
— Invasivo) com 50 blocos e 4°- grupo NIP (neoplasia intraepitelial prostatica) com 25 blocos.
O presente trabalho foi aprovado pelo comité de ética em Pesquisa/ Centro de Ciéncias da
Saude/ Universidade Federal de Pernambuco, sob o Numero de: 2.419.019, tendo sido
obediente integralmente os principios eticos estabelecidos na resolucdo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude (CNS).

3.2 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA PARA MMP-26

A imuno-histoquimica (IHQ) foi realizada em espécimes colhidas para biopsias e
emblocadas em parafina que foram utilizadas para o diagnostico histopatoldgico contendo
representativas por¢des do tumor. Foram realizados cortes em material parafinado de 4um
(micras) de espessura. Inicialmente as amostras foram desparafinadas em xilol e reidratadas.
Depois foi realizada a recuperacdo antigénica a 125°C em camera de pressdo Pascal da
Dakocytomation. As laminas passaram por resfriamento a temperatura ambiente e a peroxidase
enddgena foi bloqueada por 7,5 minutos na solucao blogueadora de peroxidase. Apds resfriadas
foram incubadas em overnight com anticorpo monoclonal(clone:TG-9), (Santa Cruz
Biotechnology) na diluicdo de 1:500 contra as proteinas em estudo em geladeira a 8°C e em
seguida lavadas com tampdo fosfato (PBS). Novamente as laminas foram incubadas com
solucdo de ampliacdo (envision-DAKO), depois lavada em tampdo novamente e incubada em
solugcdo crombgena de diaminobenzidina (DAB), lavadas em agua, contracoradas em
hematoxilina, desidratadas e montadas. A analise da reatividade foi realizada através do ndcleo

e citoplasma das células epiteliais usando o0s seguintes escores: Negativo (auséncia de
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reatividade ou reatividade pontual fraca). Positivo (reatividade difusa na camada epitelial com
marcacdo de fraca a forte), Os casos Positivos foram classificados semiquantitativamente,
dependendo da proporc¢do de células reativas, de 1 a 3 pontos (1-de 10% a 25% das células
epiteliais reativas, classificada de fraca; 2- de 26 a 50%, classificada de moderada e 3- acima
de 51% de reatividade, classificada de forte). Todas as amostras foram analisadas em duplicata,
em seguida, foram escaneadas pelo sistema de captura de imagem.

3.3 ANALISE DOS FATORES BIOLOGICOS
Foi analisado o nivel da atividade ocupacional dos pacientes, além da faixa etaria etnia,
etilismo, tabagismo e os niveis de PSA livre, PSA total e sua relacéo.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar diferenca significativa entre 0s grupos em relacdo as variaveis categoricas
foi utilizado o teste Qui-quadrado de Pearson, ou alternativamente o teste Exato de Fisher e no
caso da impossibilidade de obtencéo do teste Exato de Fisher foi utilizado teste da Razéo de
Verossimilhanca. Para a comparacéo entre 0s grupos em relacdo as variaveis numéricas foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis e o teste de Mann-Whitney na comparagédo entre o IHQ
positivo ou negativo; no caso de diferenca significativa pelo teste de Kruskal-Wallis foram
utilizadas comparac6es multiplas do referido teste. A margem de erro utilizada foi de 5,0%. Os
dados foram digitados no EXCEL e o programa utilizado para obtencéo dos calculos foi o IMB-
SPSS verséo 23.
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RESUMO

O cancer de prostata € o segundo cancer mais incidente nos homens em todo o mundo.
As metaloproteinases de matriz (MMP) tém sido apontadas como biomarcadores para diversas
doencas, inclusive cancer. A elevacdo da expressdo dessas enzimas tem sido relacionada a uma
maior agressividade tumoral, uma vez que favorecem processos de invasdo, angiogénese e
metéstase. A MMP-26 € expressa constitutivamente no endométrio e tambem em células
cancerigenas de origem epitelial. Sua regulacéo positiva foi observada em diferentes linhagens
celulares malignas, porém ainda sdo poucas as pesquisas em carcinoma prostatico. Para avaliar
a expressao de MMP-26, nos realizamos imuno-histoquimica (IHQ) em 150 amostras de lesGes
prostaticas benignas e malignas de pacientes atendidos no hospital das clinicas de Pernambuco.
Os niveis séricos de PSA foram mais elevados nos casos de carcinoma do que na hiperplasia
ou atrofia prostéatica. 70 das 150 amostras apresentaram imunopositividade na IHQ, sendo mais
prevalente nos casos de carcinoma (44 de 70 casos) com intensidade moderada e ou forte. A
expressao e a intensidade da reacdo de MMP-26 mostraram associa¢do significativa com os
valores do PSA total. Muitos estudos vém demonstrando o potencial de MMP-26 como
marcador tumoral, nossos resultados revelaram que sua imunoexpressao foi Gtil para diferenciar
casos benignos e malignos da prdstata, podendo auxiliar no desenvolvimento de novas

estratégias para o diagndstico, progndstico e tratamento do cancer de prostata.

Palavras chave: Metaloproteinase. Imuno-histoquimica. Cancer de prdstata.
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ABSTRACT

Prostate cancer is the second most common cancer in men around the world. Matrix
metalloproteinases (MMPSs) have been identified as biomarkers for various diseases, including
cancer. The elevation of the expression of these enzymes has been related to a greater tumor
aggressiveness, since they favor processes of invasion, angiogenesis and metastasis. MMP-26
is constitutively expressed in the endometrium and also in cancer cells of epithelial origin. Its
positive regulation was observed in different malignant cell lines, however, there are still few
studies on prostatic carcinoma. To evaluate the expression of MMP-26, we performed
immunohistochemistry (IHC) on 150 samples of benign and malignant prostatic lesions of
patients treated at the hospital of the clinics of Pernambuco. Serum PSA levels were higher in
cases of carcinoma than in hyperplasia or prostatic atrophy. 70 of the 150 samples showed
immunopositivity in IHC, being more prevalent in cases of carcinoma (44 of 70 cases) with
moderate and / or strong intensity. The expression and intensity of the MMP-26 reaction
showed a significant association with total PSA values. Many studies have demonstrated the
potential of MMP-26 as a tumor marker. Our results have shown that its immunoexpression has
been useful in differentiating benign and malignant cases from the prostate and may help in the

development of new strategies for the diagnosis, prognosis and treatment of prostate cancer.

Keywords: Metaloproteinase. Immunohistochemistry. Prostate cancer.
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INTRODUCAO

O carcinoma prostatico (CaP) é um dos mais incidentes no mundo, ocupando a segunda
posicdo entre as neoplasias malignas que acometem os homens, atras apenas do cancer de
pulmdo (Ferlay et al., 2012; Noone et al., 2017). As ferramentas de triagem do CaP incluem a
dosagem sérica de antigeno especifico da prostata (PSA), exame retal e bidpsia. Apesar do
nome, o PSA apresenta baixa especificidade, elevando-se também em condi¢des benignas como
prostatite e hiperplasia (HBP), o que resulta em tratamentos excessivos e altas taxas de bidpsia
negativas (ElI Chaer et al., 2018). Diante disso, tem sido frequente a pesquisa por novos
marcadores para um diagnéstico precoce e diferencial e/ou que possa contribuir com o valor

prognéstico do CaP.

As MMPs sdo endopeptidases que promovem degradacdo e remodelamento da matriz
extracelular e desempenham importante papel em varios processos fisiologicos e patologicos
(Mohd et al., 2013). Sua expressdo exacerbada esta associada a invaséo, angiogénese, metastase
e mau progndstico em diversos tipos de cancer, como tireoide (Meng et al., 2014), mama (Cid
et al., 2018) e prostata (Pouyanfar et al., 2016). A MMP-26 € 0 menor membro da familia MMP.
Foi descoberta recentemente com expressao constitutiva no endométrio e placenta, bem como,
em células cancerigenas de origem epitelial (Park et al, 2000). Seus principais substratos
incluem fibronectina, fibrinogénio, vitronectina, laminina e colageno tipo IV. Possui também
capacidade de ativar a pro-MMP-9, conhecida por promover invasao e angiogénese em diversos
tumores humanos (Khamis et al., 2013; Wang et al 2014).

Alta expressdo de MMP-26 ja foi demonstrada em linhagens celulares de cancer de
mama, pulmdo, figado, endométrio, ovario e esdfago (Lee et al., 2011; Zhao et al., 2015; Yu et
al., 2015; Nishi et al., 2013; Ripley et al., 2006; Yamamoto et al., 2004), contudo, pesquisas
sobre sua atuacdo no cancer de préstata ainda sdo escassas. Recentemente, o valor prognostico
de MMP-26 foi avaliado no cancer colorretal, onde a expressdo acentuada foi associada com
invasdo, metastases e menor sobrevida global dos pacientes (Hu et al., 2014) e no cancer de
prostata, sua elevacdo tanto em niveis séricos quanto teciduais, revelou seu potencial como
biomarcador (Cheng et al., 2017). Diante disso, nosso objetivo foi analisar a imunoexpressao
de MMP-26 em diferentes lesbes prostaticas a fim de avaliar seu valor prognéstico para o

carcinoma de prostata.
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METODOLOGIA

Foram obtidas 150 amostras histoldgicas de pacientes apresentando lesdes prostaticas
atendidos no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC/UFPE) no
periodo de 2012 a 2016. De acordo com o tipo de lesdo e diagndstico, as amostras foram
divididas em 4 grupos: atrofia prostatica (N=25), neoplasia intraepitelial prostatica (N=25),
hiperplasia benigna prostatica (N=50) e adenocarcinoma prostatico (N=50). Os blocos
histologicos bem como seus respectivos laudos foram resgatados no setor de patologia do
mesmo hospital. Dados biolégicos como dosagem de PSA, idade e etnia dos pacientes foram
obtidas dos prontuérios. Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética da UFPE com nlimero
CAAE 79701517100005208.

Analise Imuno-histoquimica: Os blocos contendo parte representativa do tumor foram
submetidos a microtomia e cortes de 4um seguiram para reacdo. As laminas foram
desparafinizadas em xilol, banhadas em solucéo decrescente de alcool etilico (100%, 100% e
70%) e agua deionizada por 5 minutos cada. Apds a recuperacao antigénica com tampao citrato
(10 mM, pH 6,0) e o bloqueio da peroxidase endogena e proteinas inespecificas com as solucdes
contidas no kit Envision Flex (Dako Denmark A/S), as amostras foram incubadas com o
anticorpo anti-MMP-26 (FNab 05242, Fine Test, 1:500) em camara Umida, overnight, a 4°C.
Em seguida, o material foi imerso em tampéo fosfato salino (PBS, 100 mM, pH 7,2) e incubado
com o polimero HRP (Horseradish peroxidase). Apds lavagens com PBS, os tecidos foram
incubados com o revelador Diaminobenzidina (DAB) e contracorados com hematoxilina,
imersos em agua corrente e solucdo alcodlica crescente (70%, 100% e 100%) por 5 minutos
cada, imersos em xilol e as ld&minas foram montadas com laminulas interfaceadas com resina
sintética. O controle negativo foi realizado utilizando o mesmo protocolo na auséncia do
anticorpo primario. Para controle positivo foram utilizadas amostras conhecidas de

adenocarcinoma endometrial.

Obtencao e Analise de Imagens: As células marcadas foram observadas em microscopio Zeiss
AxioCam e sistema de captura de imagens Zen Blue edition 2011. Utilizou-se o parametro de
quantificacdo manual, considerando as células epiteliais do parénquima. A reacdo foi descrita
como negativa, quando foram marcadas e observada menos de quatro células epiteliais por
campo e positivas quando se observou mais de quatro células por campo. A intensidade da
reacdo foi avaliada semiquantitativamente de acordo com a reacdo no ndcleo e/ou citoplasma

das células: fraca, tabulado com uma cruz nos resultados (04 a 09 nucleos e/ou citoplasmas
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reativos), moderada, tubulado com duas cruz (10 a 15 e intensidade superior a leve) e intensa,

com trés cruz (acima de 15 e intensidade superior a moderada).

Andlise Estatistica: para avaliar variaveis categoricas foi realizado o teste Qui-Quadrado ou

alternativamente o teste Exato de Fisher e no caso da impossibilidade deste, o teste da Razéo
de Verossimilhanga. Para varidveis numéricas foram utilizados o teste de Kruskal-Wallis e o
teste de Mann-Whitney na comparacgdo entre IHQ positivo ou negativo. A margem de erro
utilizada foi de 5,0%. Os dados foram digitados no EXCEL e o programa utilizado para

obtencéo dos calculos foi o IMB- SPSS versdo 23.
RESULTADOS

Analise do Perfil dos pacientes: A idade dos participantes variou de 41 a 88 anos, com média
de 66,83 anos. O maior percentual correspondeu aos pacientes com 60 a 69 anos (45,3%),
seguida dos pacientes com 70 anos ou mais (36,7%) e os 18,0% restante tinham 41 a 59 anos.
A etnia parda foi a mais prevalente (44%) e a menor foi a branca (10%), para 26,7% a
informacao estava ausente e 19,3% eram de etnia negra. Com relacdo a habitos de risco para
doencas prostéaticas, foram registrados que 29,3% dos participantes sdo adeptos do etilismo e

32,7% do tabagismo, conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1: Resultado dos fatores de risco: faixa etéria, etnia, etilismo e tabagismo

Grupo
Variaveis (n= 150) Atrofia (n=25) NIP (n=25) HPB (n=50) ACP (n=50) Valor p
n % N % n % n %

Faixa etéria (anos) p® =0,447
41 a 59 (n=27) 3 12,0 5 20,0 12 24,0 7 14,0

60 a 69 (n=68) 12 48,0 11 44,0 17 34,0 28 56,0

70 ou mais (n=55) 10 40,0 9 36,0 21 42,0 15 30,0

TOTAL 25 100,0 25 100,0 50 100,0 50 100,0

Etnia/cor p® =0,010*
Branca (n=15) 1 4,8 3 17,6 3 7,0 8 27,6

Parda (n= 66) 9 42,9 9 52,9 30 69,8 18 62,1

Negra (n = 29) 11 52,4 5 29,4 10 23,3 03 10,3

TOTAL 21 100,0 17 100,0 43 100,0 29 100,0

Etilismo p®=0,286
Sim (n=44) 7 63,6 3 25,0 17 48,6 17 51,5

Nao (n=47) 4 36,4 9 75,0 18 51,4 16 48,5

TOTAL 11 100,0 12 100,0 35 100,0 33 100,0

Tabagismo p®=0,649
Sim (n=49) 9 60,0 6 42,9 19 50,0 15 41,7

N&o (n=54) 6 40,0 8 57,1 19 50,0 21 58,3

TOTAL 15 100,0 14 100,0 38 100,0 36 100,0

(*) Diferenca significativa ao nivel de 5,0%. (1) Através do teste Qui-quadrado de Pearson. (2) Através do teste

Exato de Fisher. Nesta tabela ndo foram considerados os casos sem informacdo em cada variavel.
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Anélise dos niveis de PSA dos pacientes: Os valores do PSA dos pacientes foram divididos
de acordo com os niveis séricos, pois segundo a Sociedade Americana de Cancer o nivel de
PSA maior que 4 ng/ml é considerado anormal e as celulas prostaticas cancerosas produzem 10
vezes mais PSA que as normais, dai foram dividido em grupos até 4 ng/ml, considerado normal
(24,7%), 4 a 10 ng /ml (48%), maior que 10 ng/ml (18%) e 14 pacientes ndo tinham essa
informacdo. Os maiores percentuais corresponderam aos diagndsticos: ACP (26,7%), seguido
de HPB (19,3%) e atrofia (17,3%) (tabela 2). As estatisticas das variaveis PSA livre, PSA total
e percentual do PSA livre em relacdo ao total em cada exame no grupo total foi resumida da
tabela 3. Foi observada diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05), uma vez que o
percentual do PSA com valor na faixa mais de 4 a 10 foi mais elevado no grupo com atrofia
(69,6%) e menos elevado no grupo HPB (40,0%), enquanto que o percentual com PSA até 4
foi mais elevado no grupo HPB (47,5%), menos elevado no grupo ACP (12,5%) e variou de
24,0% a 26,1% nos outros dois grupos. A meédia e a mediana do PSA total foram
correspondentemente mais elevadas no grupo da ACP do que nos outros grupos e a menos
elevada ocorreu no grupo Atrofia. Através dos testes de comparagdes multiplas se comprova

diferenca significativa entre o grupo ACP e 0s demais grupos.

Tabela 2: Resultados dos exames PSA por grupos e exames de toque retal e histopatolégico da amostragem total

Quantidade por grupo

Variaveis Total Atrofia NIP HPB ACP Valor p
Exames (n=150) (n= 25) (n=25) (n=50) (n=50)
PSA n % n % n % n % n % p®=0,002*
Até 4 ng/ml 37 24,7 06 26,1 06 24,0 19 47,5 06 12,5
Mais de 4 a 10 ng/ml 72 48,0 16 69,6 14 56,0 16 40,0 26 54,2
Mais de 10 ng/ml 27 18,0 01 4,3 05 20,0 05 12,5 16 33,3
N&o informado 14 9,3,0
Toque Retal
Presenca de nédulo 36 24
Auséncia de nédulo 71 47,3
N&o Informado 43 28,7
Histopatologia
Atrofia 26 17,3
NIP 10 6,7
HPB 29 19,3
ACP 40 26,7
ASAP 02 1,3
Outros 08 53
N&o informado 35 23,3

(*) Diferenca significativa ao nivel de 5,0%. (1) Através do teste Qui-quadrado de Pearson.
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Tabela 3: Estatisticas de PSA livre, PSA total e relacdo percentual do PSA livre em relacdo ao PSA total em cada
grupo e na amostragem total

Média + DP
Variaveis Mediana (P25; P75)
Total (n=150) Atrofia (n=25) NIP (n=25) HPB (n=50) ACP (n=50) Valor p
PSA total (n= 136)
10,68 £ 15,37 595+3,12®W  822+866"® 8,81+16,79®™ 15,80 + 18,90® @ —
5,98 5,70 5,62 4,41 7,93 op001_*
(3.85; 9,13) (3,90; 7,05) (3,70; 9,62) (2,13; 7,26) (5,46; 18,34) '
PSA livre (n=102)
1,19+ 1,13 1,05+ 0,37 1,21 +1,36 1,11+ 1,09 1,30+ 1,25
0,86 0,88 0,81 0,82 0,86 p®=0,628
(0,50;1,42) (0,85; 1,43) (0,40; 1,56) (0,30; 1,37) (0,51; 1,74)
PSA livre/total
(n=102)
19,29 =
17,56 10,29 21,20 +6,31 ™ 14,64® 19,93+9,71® 12,85+ 7,53® @
16,33 22,03 14,93 20,17 11,02 op001_*

(10,30; 23,57)  (16,30; 25,29)  (8,27;28,64)  (15,25;23,54)  (8,43; 17,00)

(*) Diferenga significativa ao nivel de 5,0%. (1) Através do teste de Kruskal Wallis com comparagdes do referido
teste. Se as letras entre paréntesis sdo todas distintas, comprova-se diferenca significativa entre os grupos
correspondentes.

Analise da expressdo de MMP-26 por Imuno-histoquimica: A IHQ apresentou positividade
em 70 das 150 amostras (46,7% dos casos), sendo mais prevalente no grupo carcinoma (63%),
correspondendo a 46 casos (figura 1). Em relacéo a intensidade foi observada imunocoloracao
fraca em 35 casos (50%), sendo 22 de NIP, 02 de HPB e 10 de ACP; moderada em 29 casos
(41%), sendo 01 em HPB e 28 em ACP; e intensa em 06 casos (8,5%), todos no grupo ACP. O
padrédo de coloracdo foi nuclear e citoplasmatico. Na avaliacdo de intensidade se destaca que
no grupo atrofia todos foram negativos, no grupo NIP a maioria (88,0%) tinham intensidade
fraca e os 12,0% foram negativos, no grupo HPB a maioria (96,0%) foi negativa e os 8,0%
restante tiveram intensidade fraca e no grupo ACP a maioria (62,0%) tinha intensidade
moderada e os percentuais dos casos negativos, com intensidade fraca e intensidade forte foram
respectivamente: 8,0%, 20,0% e 10,0% (tabela 4).
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Figura 6: Fotomicrografias da préstata (10uM). Analise histolégica (HE) e imuno-histoquimica (MMP-26)
nos grupos atrofia, hiperplasia benigna, neoplasia intraepitelial e adenocarcinoma prostatico.

Legenda: Auséncia de reatividade nos grupos atrofia (A e B) e hiperplasia (C e D), reatividade fraca na maioria
dos casos de neoplasia intraepitelial (E F) e imunorreatividade moderada e intensa no grupo adenocarcinoma (G e
H), respectivamente.
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Tabela 4 — Avaliacdo da intensidade da IHQ para MMP26

Intensidade da imuno-histoquimica (IHQ)

Positiva
Grupo Negativo Fraca Moderada Forte Grupo Total Valor de p
n % n % N % n % n %

Atrofia 25 1000 - - - - - - 25 1000 P®<0,001*
NIP 3 120 22 880 - - - - 25 1000

HPB 48 960 2 40 - - - - 50 100,

ACP 4 8,0 10 200 31 620 5 10,0 50 1000

TOTAL 80 53,3 34 22,7 31 20,7 5 33 150  100,0

(*) Diferenga significativa a 5%. (1) Através do teste Exato de Fisher.

Analise da relacédo entre IHQ e PSA: A expressdo de MMP-26 por IHQ mostrou associagdo
significativa com os valores do PSA total, pois os pacientes que tinham PSA <4 ng/ml tiveram
IHQ negativa em 38,6% dos casos, ja os pacientes com PSA >10 ng/ml, a IHQ foi positiva em
28,8% dos casos. Também foi encontrada associacdo entre a intensidade da reacdo com 0s
valores do PSA. Houve variacdo de 15 a 17% entre as intensidades fraca e moderada e ndo na
reacao intensa no grupo PSA <4,0. Enquanto que no grupo PSA >10, a varia¢do foi maior na
reacao intensa (40,0%), variando entre 27% e 28% nas outras duas categorias da intensidade
(tabela 5).

Tabela 5: Avaliacdo dos exames PSA e toque retal segundo a IHQ

. Imuno-histoquimica Valor p . Valor p
Variavel Intensidade (IHQ)
Total Negativo Positivo Fraca Moderada Intensa
n %
n % n % n % n % n %
p®= p@=
PSA total 0,002* 0,031*
Ate 4
37 27,2 27 38,6 10 15,2 5 15,6 5 17,2
Mais de 4 a
10 72 52,9 35 50,0 37 56,1 18 56,3 16 55,2 3 60,0
Mais de 10 27 199 8 11,4 19 288 9 281 8 276 2 400
100, 100, 100, 100,
TOTAL 136 0 70 0 66 100,0 32 100,0 29 0 5 0
p®= p@=
Toque retal 0,945 0,905
Com nédulo
36 33,6 18 34,0 18 33,3 7 30,4 9 33,3 2 50,0
Sem nédulo 71 664 35 660 36 66,7 16 69,6 18 66,7 2 50,0
TOTAL 100, 100, 100, 100,

107 0 53 0 54 100,0 23 100,0 27 0 4 0
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(*) Diferenca significativa ao nivel de 5,0%. (1) Através do teste Qui-quadrado de Pearson. (2) Através do teste
Exato de Fisher.

DISCUSSAO

Desde a década de 1980 com a introducéo do teste PSA na rotina médica, houve grande
aumento de casos diagnosticados e uma reducgédo de 20% na taxa de mortalidade por cancer de
préstata. O PSA sérico é medido para deteccdo precoce, estadiamento e monitoramento da
doenca, apesar disso, pode apresentar baixa especificidade quando os valores se encontram
entre 3 e 10 ng /ml, mostrando-se elevados também em condi¢cdes benignas como HPB e
prostatite (Cheng et al., 2017; EI Chaer et al., 2018). A busca por novos biomarcadores que
combinados ao PSA possam conferir maior precisdo ao diagnostico tem levado a diversos
estudos sobre a expressdo das metaloproteinases tanto no soro quanto no tecido de pacientes

com cancer de prostata.

Kanoh et al (2002) e Zhang et al (2004) observaram respectivamente, elevados niveis
séricos de MMP-2 e MMP-9 em pacientes com CaP e HPB cuja expressao aumentava conforme
progressao da doenca. Morgia et al (2005) encontraram além de MMP-2 e -9, a MMP-13 com
niveis significativamente maiores nos pacientes com CaP. J& a MMP-7 foi analisada por
Szarvas et al (2011) e seus niveis também foram fortemente elevados, sobretudo em pacientes
com CaP metastatico. Em 2005, Riddick et al. avaliaram a expressdo das MMP-10, -15, -24, -
25 e -26, sendo que dessas, MMP-26 foi a que obteve maior grau de expressdao em tecidos

malignos de prostata, se correlacionando fortemente com o escore de Gleason.

Recentemente, Cheng et al (2017) observaram uma acentuada elevacdo sérica, bem
como, forte imunorreatividade de MMP-26 no grupo com CaP em comparacéao aos grupos HBP
e controle. Além disso, Zhao et al (2003) notaram que MMP-26 foi capaz de ativar MMP-9 em
células cancerigenas de prostata. Ensaio com inibidores especificos para MMP-26 gerou
reducdo de MMP-9 e significativa diminuicdo do potencial invasivo dessas células, suportando
a hipotese de que a ativacdo de MMP-9 pela MMP-26 pode promover aumento da invasividade

celular e consequente piora na evolucdo da doenca.

Nossos resultados também demonstraram maior expressdo de MMP-26 nos casos de
carcinoma (63%), além de associacdo positiva entre a expressdo IHQ de MMP-26 com 0s
valores de PSA, sugerindo que esta enzima poderia ser usada como adjuvante a dosagem deste

marcador para o diagnostico diferencial entre CaP e HPB bem como para estimar o progndstico
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dos casos de cancer, uma vez que também mostrou fraca reatividade em amostras de NIP. A
ruptura da continuidade entre a camada celular e a membrana basal é essencial para a progresséo
da neoplasia intraepitelial para o carcinoma da préstata. Lee et al (2006) demonstraram que
houve maior expressdo de MMP-26 em casos de NIP do que CaP e que seus niveis declinaram
na progressao para cancer invasivo, sugerindo que MMP-26 pode desempenhar um papel
integral durante a transformacéo tecidual entre essas lesdes, servindo como marcador precoce

do cancer de proéstata.

O prognostico do CaP também leva em conta a faixa etaria do paciente, sendo 0 avango
da idade o fator de risco mais bem estabelecido. Estatisticas em todo o0 mundo indicam que
tanto a incidéncia quanto a mortalidade aumentam apos os 50 anos, sendo trés quartos dos casos
por volta dos 65 anos (Cheng et al., 2017; El Chaer et al., 2018). Em concordancia, observamos
que 56% dos pacientes portadores de CaP em nosso estudo tinham entre 60 e 69 anos. A cor da
pele também pode contribuir para o desenvolvimento da doenca, sendo 0s negros mais
susceptiveis a esta neoplasia (Noone et al., 2017). Nesta pesquisa, 44% dos participantes eram
pardos, 19% negros e destes, 10% apresentou CaP. O tabagismo € conhecido por promover
aumento da mortalidade entre os portadores de CaP (Wilson et al., 2016), entretanto, ndo

encontramos essa associa(;éo.

Diferente da maioria das MMPs, a MMP-26 é expressa na regido intracelular (Khamis
et al., 2013). A imunorreatividade citoplasmatica de MMP-26 foi evidenciada por Guo et al
(2018) em células de glioma e por Hu et al (2014) em carcinoma colorretal. Nos observamos
padrdo tanto citoplasmatico quanto nuclear nas células malignas de préstata. Ao que parece,
essa localizacdo diferenciada possibilita novos papéis para essa enzima. Embora a expresséo de
MMP-26 seja elevada em diversos tipos de cancer como o de figado, pulmédo e mama (Yu et
al., 2015; Zhao et al., 2015; Lee et al., 2011), alguns estudos também tém revelado funcées

protetoras.

Khamis et al (2013) sugeriram um papel anti-inflamatério para MMP-26. Células
transfectadas com cDNA de MMP-26 mostraram baixa regulacdo de genes inflamatérios,
enquanto que, células com gene silenciado tiveram reducdo do receptor da IL-10 (IL10R),
sugerindo que a deficiéncia de MMP-26 pode promover inflamacdo por inibir a via IL10R.
Posteriormente, Khamis et al (2016) forneceram evidéncias para um papel protetor em prostata.
Foi observado que células tumorais prostaticas expressando MMP-26 estavam sofrendo

apoptose via Bax e que a suprarregulacdo de MMP-26 teria funcdo pré-apoptotica, reduzindo o
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grau de invasdo e progressdo da doenca. Também foi observado por Savinov et al (2006) que
a elevacdo de MMP-26 resultou em prognostico favoravel e maior sobrevida de pacientes com

carcinoma de mama in situ.

Diante da versatilidade de atuacdo da MMP-26 pode-se perceber que ainda hd muito a
ser investigado, contudo, diversos trabalhos tém deixado claro o seu potencial como marcador
tumoral, sobretudo para carcinoma prostatico. N6s mostramos que a IHQ de MMP-26 foi til
para diferenciar casos benignos e malignos da préstata, podendo auxiliar no desenvolvimento

de novas estratégias para o diagnéstico, prognostico e tratamento do cancer de prostata.
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5 CONCLUSAO

As imunomarcacdes da metaloproteinase de matriz 26 foram maiores nas lesdes preé-
malignas do tipo NIP e malignas (adenocarcinoma prostatico), do que nas lesdes benignas do
tipo hiperplasia nodular e atrofia prostatica. O mesmo ocorreu com a faixa etéria, houve um
aumento do grau das lesGes com o avanco da idade, nos pacientes da faixa etaria entre 41 a 59
anos, tiveram mais lesdes benigna do tipo hiperplasia nodular, enquanto que na faixa etaria
entre 60 a 69 anos tiveram mais lesdes malignas.

Na etnia parda prevaleceu as lesdes de HPB e de ACP. A etnia negra foi a segunda mais
prevalecente, isto se deve a miscigenagdo da populacdo brasileira. Embora o tabagismo seja
conhecido por promover aumento da mortalidade entre os portadores de cancer de prostata, néo
encontramos essa associacdo entre nossa amostragem, provavelmente pelo baixo percentual de
fumantes na pesquisa.

A MMP-26 mostrou associacao significativa com os valores do PSA total, pois no grupo
de PSA<4 a maioria dos pacientes tiveram resultado negativo para MMP-26, ja no grupo de
PSA>10, a maioria dos pacientes tiveram resultado positivo para MMP-26. No toque retal, ndo
houve diferenca significativa com a IHQ da MMP-26.

Na graduacdo histoldgica de Gleason, ndo observamos associacdo com a imuno-
histoguimica de MMP-26. Concluimos que a expressao dessas proteinas estd associada a um
fendtipo tumoral maligno, pois quanto maior era a lesdo maligna, maior era a intensidade da

marcacao na imuno-histoquimica.
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ANEXOS

ANEXO A — TABELA COM CARACTERISTICAS DA AMOSTRA
PESQUISADA

descrigBes das caracteristicas da amostra de homens atendidos no setor de urologia do hospital de clinicas -ufpe.

Variavel n %
TOTAL 150 100,0
Grupo

Atrofia 25 16,7
NIP 25 16,7
HPB 50 33,3
ACP 50 33,3
Faixa etaria

41a59 27 18,0
60 a 69 68 45,3
70 ou mais 55 36,7
Etnia/cor

Branco 15 10,0
Pardo 66 44,0
Negro 29 19,3
Nao informado 40 26,7
Profisséo/ocupacéo

Atividade leve 41 27,3
Atividade moderada 9 6,0
Atividade intensa 29 19,3
Nao informado 71 47,3
Habito do etilismo

Sim 44 29,3
Nao 47 31,3
Nao informado 59 39,3
Habito do tabagismo

Sim 49 32,7
Nao 54 36,0
Nao informado 47 31,3

Legenda: n= quantidade de cada amostra; NIP= neoplasia prostatica intraepitelial; HPB= hiperplasia prostatica
benigna; ACP= adenocarcinoma de prostata.
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ANEXO B - PARECER CONSUBSTANCIADO CEP/CCS/UFPE
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Expressdo imuno-histoquimica das metaloproteinases de matriz (11, 13 e
14) e inibidor tecidual de metaloproteinase (TIMP-3) no desenvolvimento da hiperplasia
nodular e no carcinoma prostatico. Pesquisador: ROMILDO LUCIANO DA SILVA

Area Tematica: Genética Humana:

(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita
de analise ética por parte da CONEP;);

Versdo: 1

CAAE: 79701517.1.0000.5208

Instituicdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICIAS
Patrocinador Principal: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

DADOS DO PARECER

NuUmero do Parecer: 2.419.019

Apresentacdo do Projeto:

Trata-se de projeto de pesquisa apresentado ao Programa de Pos-Graduacdo em Patologia do
CCS do aluno Romildo Luciano da Silva, sob a orientacdo do Prof. Jacinto Costa Silva Neto.
O céancer de prostata é o sexto tipo mais comum no mundo e o de maior incidéncia nos homens.
No Brasil, o INCA estima que mais de 61.200 novos

casos da doenca serdo diagnosticados em 2016. O mecanismo de progressdo do cancer de
prostata ainda é pouco compreendido, mas acredita-se

que envolve um acumulo de alteracdes genéticas. Justulin em 2010 demonstrou que uma alta
expressdo de metaloproteinase da matriz esta

diretamente associada ao potencial invasivo e metastatico de varios tumores malignos humanos,
como os de mama, colo do Utero, pulméo e

prostata. O presente trabalho tem como objetivo investigar o perfil de expressdo das
metaloproteinases de matriz 11, 13 e 14, e do inibidor TIMP3

em tumores benigno e maligno de prostata. Tentar identificar se estas metaloproteinases estéo
presentes nos tumores benignos e malignos pode

contribuir com a elaboracdo de um biomarcador para imuno-histoquimica que seja utilizado
como pardmetro na intervengdo cirurgica dos casos em que 0s pacientes estdo em vigilancia

ativa, que é um acompanhamento de perto dos pacientes, e com isso identificar antes do
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aparecimento do tumor de alto grau, evitando possivel metéstase, assim seré possivel corroborar
com o conhecimento da carcinogénese tumoral (microambiente tumoral), buscando uma
associacao entre o diagndstico morfolégico e o perfil de expressdo dessas proteinas em ensaios

imuno-histoquimicas.

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo Primario:

Investigar o perfil de expressdo das metaloproteinases de matriz 11, 13 e 14, e do inibidor
TIMP3 em tumores benigno e maligno de prdstata.

Objetivo Secundario:

3.2.1 Avaliar a expresséo das metaloproteinases de matriz 11, 13, e 14, e o inibidor TIMP-3 em
tumores benignos e malignos de prostata;3.2.2

Correlacionar o grau de lesdo das amostras com dados socioeconomicos;3.2.3 Buscar
associagdo entre o diagnostico morfologico e imuno-histoquimico.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos:

0s riscos na hora da manipulagdo dos prontudrios para coleta dos dados serdo minimizados,
usando a sala de pesquisa que fica dentro do SAME (servi¢o de arquivo medico e estatistica, ja
os materiais coletados (blocos de parafinas e as respectivas laminas) ficardo armazenados em
caixas de arquivos no setor de anatomia patoldgica do hospital das clinicas da universidade
federal de Pernambuco, podera haver uma saida das amostras para o Laboratorio de Pesquisas
Citoldgicas e Moleculares-LPCM do departamento de histologia da mesma universidade, mas
0s mesmos serdo devidamente embalados e transportados com seguranga. quanto aos riscos
biologicos, do experimento em si, serdo minimizados com o uso de EPIs e EPCs.

Beneficios:

corroborar com a elaboracdo de um marcador para imuno-histoquimica que seja utilizado como
parametro na intervencao cirurgica dos casos em que 0s pacientes estdo em vigilancia ativa, e
com isso identificar antes do aparecimento do tumor de alto grau, evitando possivel metastase.
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de pesquisa correlacionar o grau da lesdo morfolégica com a expressdo imuno-
histoquimica das metaloproteinases abordadas.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Apresenta a documentacéo exigida.

Recomendac0es:
Nenhuma.

Concluses ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Aprovado.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avaliado na reunido do CEP e estda APROVADO para iniciar a coleta de dados.
Informamos que a APROVACAO DEFINITIVA do projeto so sera dada ap6s o envio da
Notificacdo com o Relatério Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do
modelo de Relatorio Final para envia-lo via ‘“Notificagdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as
instrucdes do link “Para enviar Relatorio Final”, disponivel no site do CEP/UFPE. Apos
apreciacdo desse relatorio, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado definitivo pelo sistema
Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada
neste protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao voluntario
participante (item V.3., da Resolucdo CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificacBes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execucdo, € obrigatorio que o pesquisador responsavel
pelo Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica, relatorios parciais das atividades
desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacdo (item X.1.3.b., da
Resolucdo CNS/MS N° 466/12). O CEP/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos
ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo (item V.5., da Resolugdo CNS/MS N°
466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar todas as medidas imediatas e adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e ainda, enviar
notificacdo a ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com seu
posicionamento.



Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Arquivo Postagem |Autor Situaca
Documento 0
Informagdes |PB_INFORMACOES BASICAS DO _|08/11/2017 Aceito
Bésicas  do/P ROJETO_962546.pdf 00:11:49
Projeto
Projeto projetoromildo.docx 08/11/2017 |ROMILDO  |Aceito
Detalhado / 00:08:19 |LUCIANO DA
Brochura SILVA
Investigador
Outros autorizacaodeusodedaos.pdf 03/11/2017 |ROMILDO Aceito
21:40:01 LUCIANO DA
SILVA
Outros declaracaodevinculo.jpg 03/11/2017 |ROMILDO Aceito
21:13:09 |LUCIANO DA
SILVA
Cronograma | Cronograma.docx 03/11/2017 |ROMILDO Aceito
21:10:50 |LUCIANO DA
SILVA
Outros autorizacaodeusodedadosassinada.jpg  [03/11/2017 [ROMILDO Aceito
21:08:57 |LUCIANO DA
SILVA
Outros cartadeanuenciasameassinada.jpg 03/11/2017 |ROMILDO Aceito
21:03:33 |LUCIANO DA
SILVA
Orcamento |termosDeConcessao.pdf 03/11/2017 |ROMILDO Aceito
21:02:07 |LUCIANO DA
SILVA
Outros romildolucianosilva.pdf 03/11/2017 |ROMILDO Aceito
20:59:14 |LUCIANO DA
SILVA
Outros MarianaMontenegrodeMeloL ira.pdf 03/11/2017 |ROMILDO Aceito
20:58:05 |LUCIANO DA
SILVA
Outros jacintodacostasilvaneto.pdf 03/11/2017 |ROMILDO Aceito
20:55:18 |LUCIANO DA
SILVA
Outros cartadeanuenciapatologiaassinada.jpg [03/11/2017 [ROMILDO Aceito
20:51:27 |LUCIANO DA
SILVA
Folha de| folhaderostroassinada.pdf 03/11/2017 |ROMILDO Aceito
Rosto 20:45:35 |LUCIANO DA
SILVA
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Declaragdédo |TERMODECONFIDENCIALIDADEE |27/10/2017 |ROMILDO Aceito
de SIGI 23:27:59 LUCIANO DA
Pesquisadore | LO.docx SILVA

S
Situacgao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Néo

RECIFE, 06 de dezembro de 2017

Assinado por:
LUCIANO TAVARES MONTENEGRO

(Coordenador)



