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ORIGINAL ARTICLE

Cholesteatoma gene expression of matrix metalloproteinases and

their inhibitors by RT-PCR

Avaliacdo da expressdo génica de metaloproteinases de matriz e seus inibidores em colesteatomas por

amplificacdo de dcidos nucleicos
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Abstract

Acquired middle ear cholesteatoma is a benign keratinizing hyperproliferative squamous epithelial
lesion that may result in the destruction of the bone structures surrounding the temporal bone.
Recent studies show that variations in cellular production of matrix metalloproteinases (MMPs) and
their specific inhibitors (TIMPs) contribute to the pathophysiology of cholesteatoma. Objective: This
study aims to analyze the use of RNA amplification tests to evaluate the expression of MMP and TIMP
isoforms in cholesteatomas and their correlation with disease severity. Materials and Methods:
This is a prospective study. Nineteen cholesteatoma cases at different stages were selected. RNA
collected from biopsy specimens was submitted to reverse transcription polymerase chain reaction
(RT-PCR) for semiquantitative amplification of MMP2, MMP3, MMP9, MMP13 and TIMP1. Results:
Six cholesteatomas were positive for at least one of the studied genes. Four samples amplified a
single gene (MMP2 or MMP13) and two samples amplified three genes (MMP2, TIMP1 and MMP3 or
MMP13). No sample amplified MMP9. Conclusion: RT-PCR can be used to assess MMP and TIMP
gene expression in cholesteatomas despite technical difficulties. Gene expression profiles could not
be related to disease severity.

Resumo

O colesteatoma adquirido da orelha média é uma lesao epitelial escamosa queratinizante e hi-
-perproliferativa benigna que pode resultar na destruicao das estruturas 6sseas circunvizinhas do osso
temporal. Estudos recentes demonstram que alteracoes na producao celular de metaloproteinases
de matriz (MMPs) e seus inibidores especificos (TIMPs) contribuem para a fisiopatologia do coles-
teatoma. Objetivo: Verificar a aplicabilidade da amplificacio de RNA para avaliacdo da expressio
de isoformas de MMPs e TIMPS em colesteatomas para correlacao com a agressividade da doenca.
Materiais e Métodos: Estudo prospectivo. Dezenove casos de colesteatomas em diferentes estagios
de evolucio foram selecionados. RNA extraido das biépsias foi submetido 2 transcricio reversa - re-
acao da polimerase em cadeia (RT-PCR) para amplificacio semiquantitativa de MMP2, MMP3, MMP9,
MMP13 e TIMP1. Resultados: Seis colesteatomas apresentaram reacao positiva para pelo menos um
dos genes estudados. Quatro amostras amplificaram apenas um gene (MMP2 ou MM13) e duas
amostras amplificaram trés genes (MMP2, TIMP1 e MMP3 ou MMP13). Nenhuma amostra amplificou
MMP9. Conclusio: A avaliacio da expressido génica de MMPs e TIMPs em colesteatomas pode ser
realizada por RT-PCR, apesar de dificuldades técnicas. Nao foi possivel realizar associacao entre o
perfil de expressiao génica e a agressividade da doenga.
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INTRODUCAO

O colesteatoma adquirido da orelha média é uma
lesdo epitelial escamosa queratinizante e hiperproliferativa
benigna semelhante a epiderme’, que se desenvolve dentro
da cavidade timpanica**. Apresenta-se como uma espécie
de cisto epidermoide, com uma matriz extracelular formada
por epitélio escamoso, estratificado e queratinizado, sobre
uma perimatriz secundaria, contendo fibras colagenas,
elasticas, fibroblastos e células inflamatoérias®®. O coleste-
atoma de orelha média é caracterizado por uma intensa
proliferacao celular, resultando no acimulo de debris de
queratina, destruicao das estruturas sseas circunvizinhas
do osso temporal, podendo afetar a integridade dos os-
siculos, dos vasos sanguineos, do nervo facial e invadir
a orelha interna ou cavidade intracraniana’. Em conse-
quéncia, o colesteatoma leva a perda auditiva, podendo
provocar zumbido, vertigem, perda do equilibrio e outras
complicagdes graves, como meningite, trombose do seio
sigmoide, paralisia facial e abscesso cerebral®.

Recentemente, tornou-se evidente que a atividade
proteolitica desempenhada pelo colesteatoma exerce funda-
mental importancia na remodelacao 6ssea na orelha média e
osso temporal®. A destruicao 6ssea e a recorréncia sao muito
relevantes na fisiopatologia do colesteatoma e esses aspec-
tos o tornam uma doenga perigosa e de dificil tratamento'.
Alteracdes na proliferacao, diferenciacio e migracio dos
queratinocitos sao influenciadas pela ativacao de fibroblastos
na perimatriz e pela liberagiao de citocinas e fatores de cres-
cimento pelas células no infiltrado inflamatério®*2.

A lesao dos tecidos adjacentes ao colesteatoma ¢
também devido a cooperacdo de varias enzimas proteoli-
ticas, tais como ativadores do plasminogénio e metalopro-
teinases de matriz (MMPs)*’. As MMPs sao endopeptidases
dependentes de zinco e cilcio, sintetizadas como proen-
zimas por diferentes tipos de células, como fibroblastos,
queratinécitos, macrofagos e células endoteliais e ativadas
por clivagem proteolitica®!%131, As atividades proteoliticas
das MMPs sao precisamente controladas durante a ativacao
por seus precursores e inibidas por inibidores endégenos,
alfa macroglobulinas e pelos inibidores teciduais de meta-
loproteinases (TIMPs)*7. O balanc¢o entre MMPs e TIMPs ¢é
critico para a determinacao da integridade da matriz extra-
celular (MEC) e, deste modo, variacdes na presenca e na
atividade destas proteinas podem contribuir para diversos
dos eventos teciduais observados nos colesteatomas®®".

A identificacdo de isoenzimas MMPs especificas
(MMP2, MMP3 e MMP9) em colesteatomas foi primeiro
realizada em 1996"7, empregando imunohistoquimica. Des-
de entdo, varios grupos utilizaram a mesma técnica para
analisar alteracdes dessas enzimas nos colesteatomas em
comparacao aos tecidos saos. Foram relatados aumentos
da presenca de MMP971%L1 MMP2°, MMP1*¥, MMPS e
MMP13". A marca¢ao imunolégica de MMP2, 3 e 9 ocor-
reu principalmente nas camadas basais e suprabasais do

epitélio do colesteatoma'®'*'7 ¢, no caso de MMP9, parti-
cularmente nas areas infiltradas por células inflamatérias®.

O objetivo desse estudo € verificar a aplicabilida-
de da técnica de amplificacdo de dcidos nucleicos para
avaliacio da expressdo dos genes de metaloproteinases
de matriz e seus inibidores, empregando-se a rea¢iao de
polimerizacao em cadeia com transcricio reversa (RT-
-PCR) semiquantitativa. Uma vez que a adequacio da
técnica proposta seja estabelecida, pretende-se relacionar
a agressividade dos colesteatomas, baseada em dados de
histéria clinica, da avaliacao audiométrica e dos achados
tomograficos e a expressao destes genes.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi prospectivo, oferecendo subsidios a
obtencao dos objetivos propostos e favorecendo o apro-
fundamento dos conhecimentos sobre a tematica, além de
contribuir para a identificacio de fatores determinantes dos
fendmenos ou eventos®. O estudo foi realizado com 19
pacientes entre 5 e 70 anos de idade, com o diagnoéstico
clinico-radiologico de otite média cronica colesteatomatosa
em diferentes graus de evolucao, atendidos no ambulatério
de otorrinolaringologia e operados no periodo entre 2007
e 2009. Foram excluidos pacientes que apresentassem
mastoidectomia prévia e cujos resultados anatomopatolo-
gicos nao confirmassem o diagndstico de colesteatoma. O
projeto de pesquisa foi aprovado pelo parecer n2 356/2007
do Comité de Etica em Pesquisa da instituiclo.

O comprometimento auditivo foi avaliado por meio
da realizacio de audiometria tonal e vocal, variando des-
de disacusia condutiva leve até disacusia sensorioneural
profunda. Na tomografia, foram considerados alguns sinais
importantes acerca da extensao do colesteatoma, tais como
erosiao do esporao de Chaussé, erosio da cadeia ossicu-
lar, fistula do canal semicircular lateral, erosiao do tegmen
tympanie deiscéncia do canal de Fallopio. A extensio da
erosao foi avaliada pelo nimero de estruturas afetadas.
Erosao em apenas uma estrutura foi considerada como
+; erosao em duas estruturas como ++ e em trés ou mais
estruturas como +++. Nenhum dos pacientes apresentava
complicacdes em estigio avancado, como paralisia facial,
meningite, encefalite e abscesso cerebral.

Todas as cirurgias de remocao do colesteatoma fo-
ram por mastoidectomia com técnica aberta e os achados
cirdrgicos de extensao e erosao da doenga corroboraram
com os achados radiolégicos, relacionados a integridade
do teto da orelha média (tegmen tympani), da parede do
canal semicircular lateral, do esporio de Chaussé e do
canal do nervo facial (canal de Fallopio).

As amostras de material altamente sugestivas de
colesteatoma, posteriormente confirmadas como tal,
mediante exame anatomopatologico das pecas retiradas
cirurgicamente, totalizaram 19 casos. Os tecidos foram ime-
diatamente congelados em nitrogénio liquido e mantidos
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em freezer a -70°C para que se preservasse a integridade
do 4cido ribonucleico mensageiro (RNAm). A extracao do
RNA foi realizada por extracio com Trizol® (Invitrogen)
ou afinidade do RNA em coluna Illustra RNAspin® (GE
Helthcare). O RNA foi quantificado por espectrofotometria
UV em 260 nm em aparelho GeneQuant® (Amersham-
-Pharmacia) ou por fluorometria em aparelho Qubit® (In-
vitrogen). O RNA total foi transformado em DNA comple-
mentar (cDNA) por meio de reagio de transcri¢ao reversa,
utilizando oligo dT como iniciador de reacao e a enzima
Superscript RT III* (Invitrogen). O c¢cDNA especifico de
cada isoforma de MMP ou TIMP foi amplificado por PCR,
utilizando-se mistura reagente Master Mix (Promega®) e
pares de iniciadores de reacao (“primers”) descritos na lite-
ratura (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase - GAPDH?' e
MMP2, 3, 9 e 13*) ou escolhidos em funcio das respectivas
sequéncias de mRNA depositadas no GenBank (TIMP-1).
Os detalhes dos iniciadores sio apresentados no Quadro
1. O protocolo de amplificacao foi: uma incubagao inicial
a 94°C durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos de trés
temperaturas: 94°C durante 1 minuto (desnaturagio), 58°C
por 1 minuto (anelamento), 72°C por 1 minuto (extensao)
e finalizado por incubacao a 72°C durante 10 minutos. Os
produtos de PCR foram separados por eletroforese (tampao
TAE, 100 V) em gel de agarose 2% adicionado de brometo
de etidio e visualizados por fluorescéncia. A imagem do
gel foi capturada por camera fotografica digital.

RESULTADOS

A caracterizacao clinica do colesteatoma dos 19 pa-
cientes estudados € apresentada na Tabela 1. A média de
idade dos pacientes foi de 38,7 anos, com minimo de 7 e
maximo de 67 anos. Nesta amostra, houve predominincia
de colesteatomas operados na orelha direita (14/19 ou
73,7%). Analisando-se a erosio das estruturas da orelha
detectada pelas imagens de TC, houve variacao desde
auséncia de erosio (paciente 1); erosao de apenas uma
estrutura (cinco pacientes); duas estruturas (oito pacientes)
até trés estruturas (cinco pacientes). Em relacao a disacusia,
a situacao mais comum foi a perda auditiva mista.

O primeiro procedimento para a andlise da ex-
pressao génica foi a amplificacio do mRNA do gene
GAPDH, assumindo a expressao idéntica desta enzima
da via glicolitica para todos os tecidos analisados. Apesar
de diferencas nas concentracoes de RNA obtido a partir
das diferentes amostras, observou-se que a condi¢io
na qual havia maior homogeneidade no rendimento de
amplificacio de GAPDH foi durante andlise de volumes
equivalentes das amostras (Figura 1). A amplificacao de
GAPDH a partir da amostra do paciente 9 foi realizada
com 30, 35 e 40 ciclos de PCR. Observou-se que aos 35
ciclos, condic¢ao de amplificacio utilizada no estudo, ainda
nao havia saturacao da reacao.

Quadro 1. Caracterizagcao dos pares de “primers” utilizados.

TAMANHO  REFERENCIA
DO OU NUMERO

PRODUTO DE ACESSO
(pb)! GENBANK?

GENE “PRIMERS”

Sense
5" AAC GGG AAG CTC
ACT GGC ATG 3”
Antisense
5’ TCC ACC ACC CTG
TTG CTG TAG 3’

Sense
5’ GCG ACA AGA AGT
ATG GCTTC 3’
Antisense
5 TGC CAA GGT CAA
TGT CAGGA 3’

Sense
5" CTC ACA GAC CTG
ACTCGGTT 3
Antisense
5" CAC GCC TGA AGG
AAG AGATG 3

Sense
5’ CGC AGA CAT CGT
CATCCAGT 3
Antisense
5" GGATTG GCCTTG
GAA GATGA 3’

Sense
5 CTATGG TCC AGG
AGA TGA AG 3’
Antisense
5 AGA GTC TTG CCT
GTATCCTC ¥

Theodoro

GAPDH et al. 2007*'

378 pb

Konttinen

MMP-2 et al. 19992

390 pb

Konttinen

MMP-3 et al. 19992

294 pb

Konttinen

MMP-9 et al. 199922

406 pb

Konttinen

MMP-13 et al. 19992

390 pb

Sense
5 GGT GGG TGG ATG
AGT AAT GC 3’
Antisense
5 TGC AGT TTT CCA
GCAATG AG 3

' Pares de bases;
2 Referéncia bibliogréfica da sequéncia do primer ou nimero de acesso
da sequéncia GenBank utilizada para escolha do primer.;

TIMP-1 496 pb NM_003254

Todas as amostras foram submetidas a reacio de
RT-PCR para as metaloproteinases 2 e 9 e observou-se que
apenas as amostras 2, 3 e 10 apresentaram amplificacao
para a MMP2, enquanto nenhuma das amostras apresentou
resultado para a MMP9 (resultado representado na Figura
2A). Em sequéncia, as amostras 2,3,4,10,11,12,13,14,15 ¢
16 foram amplificadas para MMP3, MMP13 e TIMP1, sen-
do observada clara amplificacio de TIMP1 e MMP13 nas
amostras 2, 15, 17 e 19 e de MMP3 e TIMP1 na amostra 3
(resultado representado na Figura 2B). Algumas reacoes
nao foram realizadas por limitacao da quantidade de RNA,
devido a dificuldades técnicas do processamento das
amostras, que eram reduzidas e apresentavam-se altamente
queratinizadas. Os resultados de amplificacio de MMPs e
TIMPs obtidos sao sumarizados na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas do colesteatoma e expressao génica de metaloproteinases e TIMPs.

Paciente Idade (anos) Disacusia Erosao MMP-2 MMP-3 MMP-13 TIMP-1
1 12 Condutiva leve - - nr nr nr
2 27 Mista grave +++ +++ - + ++
3 46 Condutiva leve + +++ + - +
4 30 Mista grave + - - - -
5 7 Condutiva moderada +++ - nr nr nr
6 52 Mista grave ++ - nr nr nr
7 54 Mista profunda ++ - nr nr nr
8 58 Mista moderada +++ - nr nr nr
9 17 Sensorioneural mode- ++ . nr nr nr

rada
10 42 Condutiva moderada + + - - -
11 45 Mista grave ++ - - - -
12 37 Condutiva moderada ++ - - - -
13 67 Mista grave +++ - - - -
14 42 Condutiva moderada + - - - -
15 14 Condutiva moderada + - - ++ -
16 42 Condutiva moderada +++ - - - -
17 27 Condutiva leve ++ - nr ++ nr
18 63 Mista grave ++ - nr nr nr
19 43 Condutiva moderada ++ - nr + nr

nr: nao realizada.

P10 P1t P2

P13 P12

Figura 1. Amplificagdo de GAPDH utilizando volumes fixos das prepa-
racdes de RNA. Andlise por eletroforese em gel de agarose 2% corado
por brometo de etidio. Padrdo de peso molecular = 100 bp ladder.
P1-P14: pacientes 1 a 14.

WMMPZ
P2 P3

MPS
P3

MNP3
P3

100 bp
ladder

P2 P2 P4 P2

Figura 2. Amplificacao de isoformas de MMPs e TIMPs para amostras
selecionadas. Andlise por eletroforese em gel de agarose 2% corado
por brometo de etidio. Padrdo de peso molecular = 100 bp ladder.
(A) MMP-2 e MMP-9 para as amostras P2 e P3. (B) MMP-3, MMP-13 e
TIMP-1 para as amostras P2, P3 e P4.

DISCUSSAO

A otite média cronica colesteatomatosa ainda ¢ um
importante problema de saide publica, principalmente nos
paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Embora

seja uma doenga benigna e inflamatoria, apresenta com-
portamento tumoral agressivo, muitas vezes destruidor,
deteriorando partes moles, revestimentos 6sseos € 0ssi-
culos, prejudicando a audi¢ao e com risco de invasao a
estruturas nobres adjacentes, como nervos, vasos, coclea,
labirinto e cérebro.

A presenca das MMPs e seus inibidores pode estar
relacionada com maior atividade litica do colesteatoma.
Com a amplificacao de acidos nucleicos, pode-se analisar
a expressao das diferentes metaloproteinases de matriz e
seus inibidores e tentar correlacionar esta atividade mole-
cular com a agressividade da doenca. Uma vez confirmada
esta, seria possivel propor estratégias para controlar o seu
desenvolvimento bioquimico. De fato, alguns estudos en-
contram correlacao positiva entre a agressividade do coles-
teatoma e o aumento de MMP2°> e de MMP9'°% conforme
seria esperado, considerando-se a acao biologica destas
enzimas. A inibicio de MMPs estd sendo testada como
forma de tratamento para varias alteracoes otorrinolarin-
goldgicas®; no entanto, em um estudo pioneiro propondo
tratamento do colesteatoma de animais de experimentacao
com ilomostat, um inibidor farmacolégico de MMPs, nao
houve retardo ou impedimento da progressiao da doenga®.

Neste estudo, foi possivel observar alta expressao
de MMP2 nas amostras 2 e 3 e em menor intensidade
na amostra 10. A enzima MMP9 surpreendentemente
apresentou resultado negativo para todas as amostras,
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apesar de vdrios grupos de pesquisa encontrarem sua
expressio aumentada’'*3%, E importante destacar que o
par de primers de MMP9 amplifica RNA humano?®. Além
de MMP2, encontrou-se expressio de MMP3 (amostra 3),
MMP13 (amostras 2, 15, 17 e 19) e TIMP1 (amostras 2 e
3). A presenca de MMP3, MMP13 e TIMP1 em células de
colesteatomas ja havia sido relatada anteriormente®'3,

Apesar do avango das técnicas de andlise de acidos
nucleicos, apenas dois artigos na literatura especifica ana-
lisam a expressao génica de MMPs e seus inibidores em
colesteatomas utilizando RT-PCR. A caréncia de artigos ava-
liando a presenca de RNA mensageiros de MMPs e TIMPs
em colesteatomas pode ser consequéncia das dificuldades
técnicas para o processamento do RNA das biopsias de
colesteatomas, também encontradas neste estudo.

A deteccao de uma isoenzima MMP por histoquimica
ou RT-PCR nao garante que a enzima se encontre ativa, pois
as metaloproteinases sao sintetizadas em uma forma inativa,
que deve sofrer protedlise parcial, para poderem exercer sua
capacidade catalitica, ou seja, sio zimogénios'. A atividade
enzimatica de MMPs em amostras biologicas € verificada em
laboratério por meio de separacdo em eletroforese, seguida
de hidrdlise de gelatina, técnica conhecida como zimografia.
Trata-se de uma técnica de padronizacio complexa e nio
¢ incomum gerar resultados conflitantes entre diferentes
grupos de pesquisa. Isso foi verificado para MMP2, sendo
que dois grupos niao encontraram aumento da sua atividade
enzimdtica de colesteatomas em zimograma'®®, enquanto
que trabalhos mais recentes realizados por outros trés gru-
pos detectaram a atividade gelatinolitica da isoenzima'®1.
O mesmo tipo de controvérsia ocorre na andlise zimogra-
fica de MMP9: aumento da atividade foi relatado em dois
estudos®! e atividade basal em outro®. Além dessas duas
isoformas, as atividades de MMP1 e 3 em colesteatomas
também foram avaliadas em zimograma, sendo observado
0 aumento apenas para a primeira®’.

A anilise da literatura a respeito das alteracdes de
MMPs em colesteatomas revela que ainda hd muito a ser
explorado na caracterizacio destas enzimas como marca-
dores da doenga. O uso de RT-PCR para tal finalidade foi
quase totalmente ignorado até agora. Esta tecnologia de
amplificacio de acidos nucleicos poderia ser mais explorada
para uma andlise inicial ripida de virias isoformas da familia
das MMPs que ainda nao foram investigadas, cuja expressao
pode se encontrar alterada em colesteatomas. Além disso,
muito pouco foi estudado a respeito dos inibidores TIMPs,
fundamentais no controle da atividade das MMPs.

Foram verificadas importantes dificuldades técnicas
para a andlise da expressao dos genes das metaloprotei-
nases de matriz e seus inibidores especificos por meio da
técnica de RT-PCR. Outros estudos com uma amostragem
maior de pacientes, ou com maior nimero de variaveis,
seriam interessantes para permitir correlacio clinica com
a expressao destes genes nos colesteatomas.

CONCLUSAO

A expressao das metaloproteinases de matriz e de
seus inibidores € fato nos colesteatomas. Por meio da
amplificacdo de dcidos nucleicos, em algumas amostras
foram detectados mRNA de MMP2, MMP3, MMP3 e TIMP1,
mas nio MMP9. Porém, nao foi possivel identificar dife-
rengas na expressao das MMPs e dos TIMPs que possam
ser associadas a agressividade da doenca.
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