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RESUMO

PETERLE, G.T. Andalise da expressdo de proteinas da via de hipoxia em
carcinoma epidermoide de cavidade oral: relacdo com o tabagismo, com as
caracteristicas clinicopatolégicas e progndsticas, 2014, 100f. Dissertacdo de

Mestrado — Universidade Federal do Espirito Santo.

O carcinoma epidermoide de cavidade oral (CEC oral) é uma causa significativa de
mortalidade e morbidade e esta relacionado, principalmente, ao uso do alcool e
tabaco. Alguns marcadores genéticos de resposta ao tratamento e evolucéo clinica
ja foram identificados para esse carcinoma, como a HIF1a, a qual promove a
transcricdo de genes como CA-IX, PAI-1 e VEGF envolvidos na resposta celular a
deplecéo de oxigénio. Com o intuito de observar as influéncias de algumas proteinas
da via de hipoxia nas caracteristicas clinicopatolégicas e no prognoéstico dos
pacientes, bem como observar a atuacdo dos constituintes do tabaco no mecanismo
de hipoxia, foi realizada uma analise semi-quantitativa de 52 pacientes com CEC
oral, por meio de imuno-histoquimica, sendo os célculos e graficos estatisticos feitos
através do software Epi Info® v3.4.3, 2007. A frequéncia de positividade da
expressdo CA-IX confirmou a existéncia de diferencas bioldgicas entre as
expressdes negativa e positiva da proteina (p=0,027). Desta forma, a expressao
citoplasmatica positiva mostrou uma relagdo significante com a ocorréncia de
linfonodos acometidos (p=0,025) e a expressdao membranar negativa de CA-IX foi
predominante nos casos com o infiltrado inflamatdrio intenso (p=0,044). Em relacao
as curvas de sobrevida, as expressdes positivas fraca e forte de CA-IX membranar
mostraram significancia referente a Sobrevida Livre de Doenca Local (LDL)
(p=0,038); ja as expressdes citoplasmaticas negativa e positiva da proteina
apresentaram significancia para a Sobrevida Doenca Especifica (DE) (p=0,022). A
analise multivariada confirmou a expressao citoplasmatica de CA-IX como um fator
de risco para a ocorréncia de 6bito doenca especifica, aumentando esse risco em
aproximadamente 3x (HR=2,84; IC= 1,02-7,87). Em relacdo ao PAI-1, o nivel da
expressdo citoplasmética da proteina mostrou relacdo significante com o grau de
diferenciacdo tumoral (p=0,027) e as expressdes citoplasmaticas e membranares

positivas apresentaram associagdo com o infiltrado inflamatério moderado (p=0,013;



p=0,033, respectivamente). J& para o0 progndstico, as expressbées membranares
negativa e positiva de PAI-1 apresentaram uma associagdo significante com a
recidiva local (p=0,027) e a analise multivariada confirmou a expressdo membranar
positiva da proteina como um fator de risco para a ocorréncia de tal recidiva,
aumentando esse risco em aproximadamente 14x (OR=14,49; IC= 1,40-150,01). O
grau de diferenciacdo tumoral também foi significantemente associado com as
expressodes citoplasmaticas negativa e positiva de VEGF (p=0,035) e foi observada
uma relacdo entre a presenca do infiltrado inflamatério e as expressdes positivas
fraca e forte da proteina (p=0,038). Por fim, ndo foram encontradas significancias
estatisticas entre o habito tabagista e as expressfes de CA-1X, PAI-1 e VEGF, no
entanto, acredita-se que este resultado seja decorrente da composicdo da casuistica
do trabalho. Assim, a busca de biomarcadores para o CEC oral € um desafio que
deve ser assumido por grupos de pesquisas que trabalham com a doenca, com o
intuito de elucidar mecanismos da génese tumoral que ainda nao foram

compreendidos.

Palavras-chave: carcinoma epidermoide de cavidade oral, imuno-histoquimica,
VEGF, PAI-1, CA-IX.



ABSTRACT

PETERLE, G.T. Andalise da expressdo de proteinas da via de hipoxia em
carcinoma epidermoide de cavidade oral: relacdo com o tabagismo, com as
caracteristicas clinicopatolégicas e prognésticas, 2014, 100f. Dissertacdo de

Mestrado — Universidade Federal do Espirito Santo.

Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) is a significant cause of mortality and
morbidity and is mainly related to the use of alcohol and tobacco. Some genetic
markers of treatment response and clinical evolution have been identified for this
carcinoma, such as HIF1a, which promotes transcription of more than 100 genes
involved in cell hypoxia response, among these: CA IX, PAI-1 and VEGF. In order to
observe the influence of these proteins in tumor clinicopathological and prognostic
features, as well as observe the activity of the constituents of tobacco in hypoxic
mechanism, a semi-quantitative analysis of 52 patients with oral cancer was
performed, by means of immunohistochemistry, being the statistical calculations and
graphics performed by Epi Info® v3.4.3, 2007. The frequency of CA-IX positive
expression confirmed the existence of biological differences between the negative
and positive expressions of protein (p=0.027). Furthermore, the cytoplasmic positive
expression showed a significant relationship with the occurrence of regional lymph
node metastases (p=0.025) and CA-IX membrane negative expression was
predominant in cases with intense inflammatory infiltrate (p=0.044). Regarding to the
survival curves, the CA-IX weak and strong expression of membrane showed
significance with respect to the Local Disease-Free Survival (p=0.038), whereas
positive and negative cytoplasmic protein expressions were significant for Disease
Specific Survival (p=0.022). Multivariate analysis confirmed the cytoplasmic CA-IX
expression as a risk factor for the occurrence of disease specific death, with
approximately 3-fold increased risk (HR=2.84, CI=1.02-7.87). The cytoplasmic
expression level of PAI-1 showed significant correlation with the degree of tumor
differentiation (p=0.027) and both the cytoplasmic expressions and positive
membrane were associated with mild infiltration (p=0.013, p=0.033, respectively).
Concerning to prognostic characteristics, PAI-1 positive and negative membrane

expression showed a significant association with local relapse (p=0.027). Moreover,



multivariate analysis confirmed the PAI-1 positive membrane expression of as a risk
factor for the occurrence of this recurrence, with approximately 14-fold increased risk
(OR=14.4, CI=1.40-150.01). The degree of tumor differentiation was also significantly
associated with VEGF negative and positive cytoplasmic expression (p=0.035) and a
relationship between the presence of inflammatory infiltrate and the weak and strong
positive expression of the protein (p=0.038) was observed. Finally, statistical
significance between the smoking habit and the CA-IX, PAI-1 and VEGF expression
of were not found, but, it is believed that this result was due to the composition of the
work casuistry. Thus, the search for biomarkers for OSCC is a challenge which must
be faced by research groups, in order to elucidate mechanisms of tumorigenesis that

are not yet understood.

Keywords: oral squamous cell carcinoma, immunohistochemistry, VEGF, PAI-1, CA-
IX.
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VEGFR - Receptor do Fator de Crescimento Endotelial Vascular
VHL - von Hippel-Lindau

VPF - Fator de Permeabilidade Vascular
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1. INTRODUCAO

1.1.Carcinoma Epidermoide de Cabeca e Pescoco e a Cavidade Oral

O carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco (CECP) é o sexto tipo de cancer
mais frequente, estd associado a elevadas taxas de morbidade e mortalidade e a
dltima estimativa mundial apontou uma incidéncia anual de 600 mil novos casos e
300 mil o6bitos decorrentes da doenca (SAMAN, 2012). O CECP ocorre,
principalmente, no sudeste da Asia, nas regifes centrais e no sudoeste da Europa,
especialmente na Espanha e na Franca, e no Brasil. A América do Norte e o norte
da Europa ocupam uma posicdo intermediaria na distribuicdo geografica desse
carcinoma; ja o Japéao, a China e o oeste Africano apresentam proporc¢des baixas de
distribuicdo da doenca (MONSJOU et al., 2013).

A epidemiologia dos tumores de cabeca e pescoco € extremamente complexa,
devido a natureza multigénica da doenca e aos fatores individuais de suscetibilidade
genética, estilo de vida e ao grande numero de agentes ambientais potenciais aos
quais os individuos estdo expostos. Assim, a diversidade de fatores relacionados

com a génese do CECP apoia a hipétese de doenca multifatorial (HAN et al., 2010).

As caracteristicas clinicas do CECP na populacdo brasileira estdo relacionadas,
principalmente, a um maior consumo de alcool e tabaco: Estudos indicam que o
habito de fumar e de beber estabelece um sinergismo entre esses dois fatores,
aumentando em 30 vezes o risco para o desenvolvimento desse carcinoma. Uma
razdo potencial para isto pode ser o fato do &lcool agir como um solvente para os
carcindgenos presentes no tabaco (FERREIRA; ROCHA, 2010). O tabaco sozinho é
responsavel por cerca de 42% dos 0Obitos e o risco de desenvolvimento de CECP é
de cinco a nove vezes maior em tabagistas do que em nao tabagistas, mantendo
relacdo direta com a quantidade consumida. Ja o etilismo pesado corresponde a
aproximadamente 16% dos Obitos (INCA, 2014).
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Acreditava-se que o0 tabaco processado continha, aproximadamente, 4700
substancias toxicas. Hoje, a estimativa é de mais de 7000 substancias toxicas e uma
qguantidade significativa dessas séo carcinogénicas. No organismo, as substancias
carcinogénicas sao convertidas em metabdlitos reativos capazes de interagir com o
DNA pela agdo das enzimas oxidativas. Em relagéo ao alcool, este pode ocasionar
deficiéncias nutricionais e supressdo imunolégica, além de agir como solvente e

facilitar a penetracéo dos carcindgenos nos tecidos-alvos (SINGH et al., 2011).

Além do consumo do tabaco e do &lcool, radiacdes, deficiéncias nutricionais,
infecgbes virais e fatores ocupacionais também estéo relacionados com a etiologia
do CECP:

Estudos epidemioldgicos relatam que o consumo de frutas e vegetais ricos em
vitaminas A e C e beta caroteno estdo inversamente relacionados ao risco de cancer
oral, enquanto a carne salgada e a pimenta vermelha sdo consideradas fatores de
risco (FERREIRA; ROCHA, 2010).

Entre os virus, o Epstein-Barr (EBV) e o Papilomavirus Humano (HPV) tém sido
relacionados ao desenvolvimento do cancer de cabeca e pescoco. O virus EBV esta
associado com carcinoma de nasofaringe, especificamente dos tipos Il (ndo
queratinizado) e Il (ndo diferenciado), os quais sdo prevalentes em areas
endémicas do norte da Asia e Africa. O virus HPV também exerce um importante
papel na patogénese do CECP e sua prevaléncia varia de acordo com o sitio
tumoral, sendo mais comumente localizado na orofaringe e menos frequente em
carcinoma epidermoide de cavidade oral, lingua, hipofaringe e laringe (GILLISON et
al., 2012; KUNDU, NESTOR, 2012; HO et al., 2013).

O CECP ocorre mais frequentemente entre a quinta e a sétima décadas de vida e no
Brasil, a um risco estimado de 10 novos casos a cada 100 mil homens e 4 a cada
100 mil mulheres (INCA, 2014). Apesar dos avancos das técnicas cirurgicas e de
novas abordagens terapéuticas, a sobrevida média dos pacientes em estadios
avancados da doenca ndo tem aumentado substancialmente nas Ultimas décadas.
Pacientes portadores de CECP geralmente apresentam um padrdo clinico

heterogéneo e um progndstico ruim nos estadios mais avancados. Enquanto o
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tratamento do tumor primario e da metéstase regional permite um aumento da
sobrevida, mais de 50% dos pacientes desenvolvem, em um periodo de cinco anos,
recorréncia da lesdo priméaria ou metastases. Assim, o tamanho do tumor primario, a
presenca de metastase em linfonodos cervicais, margens positivas apds excisdo
cirargica e invasao perineural tém sido indicadores confiaveis de uma pior evolugéo
clinica em pacientes com CECP (FERREIRA; ROCHA, 2010).

A taxa de sobrevida referente ao carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco, em
um periodo de 5 anos, é de 50% e o tratamento & baseado em radioterapia, em
combinacdo com cirurgia e/ou farmacos citostaticos. No entanto, a resisténcia a
esses tratamentos, bem como a recidiva, como ja foi mencionado, sao frequentes
nesse carcinoma (FARNEBO et al., 2013; HSU et al., 2014).

Embora considerados como uma Unica entidade histopatolégica, os carcinomas
epidermoides de cabeca e pescoc¢o sao distintos quanto ao padrdo de crescimento,
comportamento clinico e progndéstico. Tumores de cavidade oral, geralmente, sdo
mais diferenciados do que os carcinomas de orofaringe. Além disso, tumores de
orofaringe tém maior tendéncia a gerar metédstases, em contraste com o0s
carcinomas de cavidade oral e da laringe. Em particular, os tumores de hipofaringe
sdo geralmente mais agressivos do que os tumores localizados em outros sitios
anatdbmicos de cabeca e pescoco (FERREIRA; ROCHA, 2010).

As seguintes localizacdes anatdmicas estdo incluidas na classificacdo de tumores
de cabeca e pescoco: labio, cavidade oral, orofaringe, nasofaringe, hipofaringe,
laringe, seios maxilares, cavidade nasal, seios etmoidais, glandulas salivares e
glandula tireoide (UICC, 2009). Em relacdo as partes que compdem a cavidade oral,
elas sao divididas em:

1 Mucosa oral:
e Mucosa do labio superior e inferior;
e Mucosa da bochecha;
e Areas retromolares;
e Sulcos buco-alveolares: superior e inferior;

2 Gengiva e alvéolos superiores;
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w

Gengiva e alvéolos inferiores;

N

Palato duro;

(63}

Lingua:
e Superficie dorsal e bordas laterais anteriores as papilas valadas;
e Superficie ventral;

Assoalho de boca (UICC, 2009).

(o]

O carcinoma epidermoide de cavidade oral (CEC oral) € o mais frequente tipo de
cancer da area da cabeca e do pescoco e acomete, principalmente, as regides do
epitélio de revestimento dos tecidos. O CEC oral ocorre principalmente na lingua e
no assoalho de boca e estas areas representam 90% das que sao afetadas por esse
carcinoma. Além disso, o CEC oral é conhecido por apresentar baixas taxas de
sobrevida e prognésticos ruins (NOGUTI et al., 2012; DORSEY; AGULNIK, 2013).

1.2.Hipo6xia e Tabagismo

A maioria das alterac6es genéticas importantes no desenvolvimento do cancer
ocorre nos genes que controlam a proliferagdo celular, mas apesar disto, outros
estdo diferencialmente expressos entre tumores sdlidos e tecidos normais como, por
exemplo, os de hipOxia. A protecdo contra hipoxia em tumores € um passo
importante no desenvolvimento e na progresséo tumoral, com ativacdo do complexo
transcripcional hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1), que sob as condi¢cdes de deplecéo
de oxigénio promove a transcricdio de mais de 100 genes que atuam em

mecanismos especificos para evitar a morte celular (KOH et al., 2010).

O complexo HIF-1 é um fator de transcricdo composto por uma subunidade - alpha e
uma subunidade - beta, sob condi¢gdes de hipdxia, a subunidade HIF1a é
estabilizada e translocada do citoplasma para o nucleo, onde dimeriza com a
subunidade HIF1B, formando o complexo HIF-1 transcricionalmente ativo, que se
associa com coativadores transcricionais e promove a expressdo de genes

envolvidos em processos do metabolismo celular, angiogénese, metastase,
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apoptose, dentre outros protagonistas da adaptacéo a baixa oxigenacdo (STOLZE et
al., 2006)

Sob condicbes de normodxia, a HIF1a é constantemente sintetizada, mas é
rapidamente degradada apoOs sofrer modificacdo pds-traducional pelas prolil
hidroxilases (PHDs). A hidroxilacdo da prolina na HIF1a resulta na ligacdo da
proteina von Hippel-Lindau (VHL) e consequente ubiquitinacdo e degradacao
proteossomal. Como a hidroxilacdo da prolina € dependente dos niveis de oxigénio,
as cadeias a de HIF em condicbes de hipdxia deixam de ser hidroxiladas e se
tornam estdveis e ativas para interagirem com as cadeias [, que apresentam
expressao constitutiva. A atividade da HIF1a é também controlada através da
hidroxilagdo de um residuo de asparagina pelo fator inibidor de HIF (FIH), que
previne a interagdo de HIF1a com seu coativador de transcricdo p300/CBP. Tanto a
PHD3 como a FIH requerem oxigénio e a-cetoglutarato como substratos e ferro e
ascorbato como cofatores das reacfes (Figura 1) (STOLZE et al., 2006; RANKIN;
GIACCIA, 2008).
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Figura 1. Mecanismo de Hipo6xia: (HRE): Elemento responsivo de hipdxia; (2-OG): 2-oxoglutarato;
(ODDD, amarelo): C-Terminal Dominio de Degradacdo Oxigénio-Dependente; (C-TAD, laranja): C-
Terminal Dominio de Ativagdo da Transcricao. Fonte: BRAHIMI-HORN et al., 2007.

O nivel intracelular de HIF1a é regulado pela estabilidade da proteina, pela
inativacdo de supressores tumorais, pela ativacdo de oncogenes, por alteracbes
genéticas, incluindo mutacfées no gene VHL, por fatores de crescimento, hormonios,
espécies reativas de oxigénio (ROS), citocinas produzidas pelas células tumorais e
pelas células do estroma (STOLZE et al., 2006).

A hipoxia € encontrada em diferentes graus na maioria dos tumores sélidos, que
contém regides hipdxicas devido a alteracBes estruturais ou quantitativas nos vasos.
No carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco, hipoxia e densidade vascular
reduzida estdo relacionadas a um pior prognostico e s&do responsaveis pela
resisténcia a quimioterapia e radioterapia (SCHODER et al., 2009). Células
hipoxicas requerem de 2,5-3 vezes a dose de radiacdo para produzirem o mesmo
nivel de apoptose do que as células 6xicas. Aléem disso, células que sobrevivem ao

severo estresse hipdxico adquirem resisténcia a diversas alteracdes fisioldgicas e
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nao fisiologicas, incluindo radioterapia e quimioterapia (SALNIKOW,; ZHITKOVICH,
2008).

A resposta das células a condicdo de hipdxia é caracterizada por alteracdes
especificas na expressdo de um grande niamero de genes, mas também pode ser
induzida por metais, como o cobalto e o niquel. Estes mimetizam uma situacéo de
hipoxia através da regulacdo da proteina HIF1a, por inibicdo da PHD3 e do FIH
(STIEHL et al.,, 2006), que fazem parte da familia dioxigenases de Fe(ll)-e-2-
oxoglutarato-dependentes (SALNIKOW; ZHITKOVICH, 2008; CHEN; COSTA, 2009).
Uma das mudancas mais importantes nas células apds exposi¢do ao cobalto e ao
niquel € o acumulo de HIF1a, culminando na expressao dos mais de 100 genes
envolvidos na via de hipdéxia (SALNIKOW; ZHITKOVICH, 2008).

As dioxigenases de Fe(ll)-e-2-oxoglutarato-dependentes tém sensibilidade
semelhante a inibicdo por cobalto e niquel, por utilizarem um mecanismo
semelhante para ligar o cofator ferro em seu nudcleo catalitico (CHEN et al. 2006).
Estima-se que a constante de afinidade do Co (Il) e Ni (II) pelo nucleo catalitico das
dioxigenases € pelo menos trés vezes maior do que a do Fe (Il) (DAVIDSON et al.
2006). Como nas células ndo ha nenhum mecanismo conhecido para defesa contra
ions desses metais, eles entram nas células e tém acesso irrestrito aos sitios de
ligacdo de ferro das dioxigenases, causando inibicdo funcional dessa familia de
enzimas (CHEN; COSTA, 2009).

A exposicao individual ao cobalto e ao niquel depende, principalmente, da ocupacgéo
profissional, como no caso dos trabalhadores da mineracdo desses metais, mas
também pode ser decorrente do uso do tabaco, que contém mais de 7000
substancias téxicas e uma boa parte destas sdo carcinogénicas (SINGH et al.,
2011). Além disso, a liberacdo do Co (Il) e Ni (Il) no meio ambiente representa um
potencial de exposi¢céo ndo-ocupacional (DENKHAUS et al., 2002) e as rotas para a

absorcao incluem inalacao, ingestédo e penetracao cutanea (SIVULKA et al., 2005).

Das mais de 7000 substancias que compdem o tabaco, a nicotina possui a
capacidade de penetrar em todos os tecidos do organismo e de se ligar ao Receptor

Nicotinico Acetilcolinico (nAChR), presente tanto em tecidos tumorais como em néo
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tumorais. A ligagdo da nicotina ao seu receptor em tecidos tumorais leva a uma
ampla ativacdo de varios oncogenes, resultando no aumento da proliferacéo celular,
angiogénese, invasao dos tecidos adjacentes, metastase e diminuicdo da apoptose
(SINGH et al., 2011). Em paralelo, a administracdo de nicotina in vitro mostrou uma
diminuicdo dos efeitos citotéxicos da radioterapia e da quimioterapia nas células
tumorais (XIN; DENG, 2005). Além disso, estudos também revelaram que a
administracdo de nicotina aumenta os niveis intracelulares de HIF1a de forma
reversivel e por consequéncia ocorre diminuicdo das respostas terapéuticas
(BRAHIMI-HORN; POUYSSEGUR, 2009; WARREN et al., 2012).

As substancias encontradas no tabaco pertencem, principalmente, a trés grupos:
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, aminas aromaticas e nitrosaminas, sendo
que as Ultimas estdo estritamente relacionadas com a nicotina. Esta também ativa
0s macroéfagos, que liberam a enzima aril-hidroxilase-hidrocarboneto e decomp&em
nitrosaminas, aminas aromaticas e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em
metabdlitos chamados epoxidos, que produzem adutos de DNA, com elevado

potencial mutagénico e cancerigeno (ROSEMBERG, 2002).

1.3.Hipo6xia, Angiogénese e Metastase

Em esséncia, o processo de angiogénese pode ser definido como uma resposta do
organismo a falta de oxigénio nos tecidos, podendo ocorrer em diversas situacoes,
fisiolégicas ou patologicas, do desenvolvimento embrionario ao crescimento tumoral
(FERREIRA; ROCHA, 2010).

Em condicbes de hipodxia, as células respondem produzindo fatores de crescimento
(VEGF - fator de crescimento endotelial vascular) e citocinas (IL-8) que sinalizam as
células endoteliais para sairem de seu estado basal, se desprenderem da parede do
vaso e iniciarem um processo de migracdo para a producdo de novos vasos
sanguineos. Este é um processo coordenado, em que apenas algumas células
endoteliais respondem ao estimulo de VEGF; se todas as células respondessem

simultaneamente, haveria um colapso local do vaso sanguineo com possiveis danos
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ao tecido. Dois subtipos de células endoteliais respondem ao estimulo por VEGF e
coordenam o0 processo migratério: as células endoteliais de ponta (tip cells),
responsaveis pela organizacdo do processo angiogénico, e as ceélulas endoteliais
que seguem as células de ponta (stalk cells). O processo de migracao das células
endoteliais termina quando ramificagbes migrando de lados opostos encontram-se,
através das células tip, reestabelecendo o fluxo sanguineo, a homeostase no tecido

e 0 estado quiescente das células endoteliais (HSU et al., 2014).

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é considerada a molécula mais
importante na formagdo de novos vasos sanguineos, dando inicio e modulando
todas as etapas desse processo. Também conhecido como fator de permeabilidade
vascular (VPF) ou VEGF-A, este fator pertence a uma familia multigénica composta
por outros quatro membros: VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, P1GF (fator de
crescimento placentario). Essa proteina é essencial para o crescimento, migracéo e
sobrevivéncia de células endoteliais, assim como para a morfogénese de vasos
sanguineos, seja por vasculogénese ou por angiogénese (CARMELIET; JAIN,
2011).

O VEGF e os membros de sua familia se ligam, de forma diferenciada e seletiva, a
trés receptores tirosina-quinase (VEGFR-1, -2 e -3) e as neuropilinas (NRP-1 e NRP-
2), sendo que a atividade da proteina VEGF é mediada, principalmente, pela ligacdo
ao receptor VEGFR-2, o que promove a autofosforilacdo do dominio tirosina-quinase
do receptor e a consequente ativacdo de diversas cascatas de sinalizagOes
intracelulares, que estdo envolvidas na proliferacdo e diferenciacdo das células
endoteliais (CARMELIET; JAIN, 2011).

A angiogénese € também um fator importante na formacdo de metastases, pois sem
o devido suprimento de oxigénio e nutrientes, as células tumorais ndo podem
colonizar o tecido invadido, morrendo antes de formar um novo tumor.
Curiosamente, a mesma matriz extracelular que prové as ceélulas tumorais proteinas
necessarias para a sustentacdo, sobrevivéncia e crescimento tumoral, contém
diversas proteinas e fragmentos proteicos com propriedades antiangiogénicas, como
angiostatina e endostatina, constituindo-se também numa barreira importante para a

formacdo de novos tumores. As células tumorais que sobrevivem as etapas



28

anteriores e atingem novos sitios metastaticos, sdo outra vez selecionadas, de
acordo com seu potencial angiogénico. E novamente o VEGF é um fator essencial
nesse processo, estimulando ndo apenas o crescimento de novos vasos, mas
também de células tumorais, que frequentemente expressam receptor para esse
fator (KISHIMOTO et al., 2012).

O processo metastatico € complexo. Para colonizar com sucesso outros Orgaos e
tecidos, as células tumorais devem passar por uma série de transformacdes que
tipicamente incluem a separac¢do do tumor primario, a invasédo do tecido adjacente
(incluindo a membrana basal e a matriz extracelular), a entrada e sobrevivéncia no
sistema circulatério, linfatico ou cavidade peritoneal, até a chegada ao sitio de
colonizacdo. Todas estas etapas devem ser superadas ao mesmo tempo em que as
células tumorais se adaptam ao novo ambiente do tecido alvo, induzem a formacéao
de novos vasos sanguineos, proliferam e escapam da morte por apoptose ou pelo
ataque do sistema imunolégico (SCHOOTBRUGGE et al., 2013).

Compreender as etapas do processo metastatico é fundamental para a intervencéo
clinica e o controle do céncer. Pacientes que apresentam tumor localizado tém
melhor progndstico comparado aos pacientes que apresentam tumores em
processos metastaticos. Infelizmente, estima-se que entre 60% e 70% dos pacientes
ja iniciaram o processo metastatico no momento do diagnostico da presenca de
algum tipo de tumor. E, numa outra linha de pensamento, propde-se que o
crescimento do tumor principal ocorre em paralelo com o surgimento e crescimento
das metastases (FERREIRA; ROCHA, 2010). Portanto, € imperativo compreender as
etapas e o0s elementos do processo metastatico, com o intuito de diagnosticar e
prevenir a origem de tal evento, o que traz consequéncias positivas para a sobrevida

dos pacientes.

Uma das etapas primordiais no processo de metastase é a fibrindlise, que é definida
como a degradagdo da fibrina mediada pela plasmina. O sistema fibrinolitico,
representado pelo receptor celular da uroquinase (UPAR), pela uroquinase (UPA) e
pelo inibidor do plasminogénio ativador (PAI-1), apresenta clara relacdo com a
tumorigénese, por atuar na degradacdo da matriz extracelular e por influenciar na

proliferacdo, na migracdo, invasao e adesao das ceélulas tumorais, além de estar
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envolvido nos processos de angiogénese e apoptose. No sangue, este sistema é
responsavel pela degradacdo da fibrina e por manter a integridade vascular
(GIACOIA et al., 2014).

Na figura 2 é apresentado o mecanismo de acao do sistema fibrinolitico: A uPA se
liga ao seu receptor e apos esta ligacao, o zimogénio é convertido em uma protease
ativa (plasmina). A plasmina, por sua vez, pode degradar a matriz extracelular ou
ativar outras proteinas, por exemplo, metaloproteases, fatores de crescimento,
fatores angiogénicos. ApOs a ligacdo do PAI-1 ao complexo uPA/UPAR, este é
inativado e se liga a proteina LRP-1 (Proteina-1 relacionada ao Receptor de
Lipoproteina de Baixa Densidade). Em seguida, ocorre a internalizacdo das
proteinas, seguida pela degradacéo lisossomal da uPA e do PAI-1 e pela reciclagem
da uPAR e da LRP-1, que voltam & membrana citoplasmatica (BINDER; MIHALY,
2008; DASS et al., 2008).

O PAI-1 é uma proteina que pertence a superfamilia das Serpinas e € encontrado no
ndcleo, no citoplasma e membrana externa de células tumorais e endoteliais,
predominantemente. As serpinas sao conhecidas por sofrerem um rearranjo
conformacional apos a clivagem da ligacao peptidica central reativa (P;-P1) e é esta
diferenca conformacional, entre as formas ativas e clivadas, que determina a
reatividade das proteinas (BINDER; MIHALY, 2008).
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Figura 2. Atuacéo do Sistema Fibrinolitico. Fonte: DASS et al., 2008.

1.4.Hipo6xia e Regulacéo do pH

As anidrases carbénicas (CAs) sdo metaloenzimas presentes tanto em procariotos
como eucariotos. Em mamiferos, 16 isoenzimas a-CAs foram descritas e estas
possuem atividades cataliticas, localizacbes celulares e distribuicdes teciduais
diferenciadas. Além disso, as a-CAs apresentam fon de zinco (Zn**) em seus sitios
ativos e esse metal é essencial para o bom funcionamento dessas proteinas
(AGGARWAL et al., 2013).

O diéxido de carbono (CO,) é encontrado em todos 0s organismos vivos em

equilibrio com o bicarbonato (HCOg). Este é insolavel nas membranas lipidicas e
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precisa ser transportado, enquanto o CO; transita livremente do meio intracelular
para o extracelular, e vice-versa. Para catalisar as reacdes reversiveis de hidratacédo
do CO; e desidratacéo do bicarbonato, as anidrases carbodnicas séo expressas pelas
células e desempenham um papel primordial na regulacdo do pH intra e extracelular,
sendo que os tecidos normais apresentam valores de pH que giram em torno de 7,4
e nos tecidos tumorais esse valor cai para, aproximadamente, 6 (HASSAN et al.,
2013).

Como ja foi mencionado, o mecanismo de hipdxia regula a expressao de diversos
genes e um destes € a CA-IX, que é encontrada em niveis elevados nos tecidos
tumorais e apresenta, principalmente, localizacdo membranar, com um dominio
catalitico, com um grande dominio extracelular na por¢cdo N-terminal e com uma
pequena cauda intracelular, decorrente da extensdo da porgdo C-terminal. O
dominio catalitico da proteina exibe elevada atividade nas rea¢fes de hidratacéo do
CO,, o extracelular estd relacionado com a adesdo das células tumorais e a
pequena extensdo intracelular ainda nao teve suas fun¢des totalmente elucidadas,
mas estudos apontam para a participacdo em processos de fosforilagdo (HULIKOVA
et al., 2009; AGGARWAL et al., 2013).

Uma das consequéncias do processo de hipdxia € o desequilibrio do pH: As células
tumorais diminuem seu pH por meio da producdo do acido latico ou pela hidratacédo
do CO,, reacéo catalisada pela CA-IX, que culmina na geracao do ion bicarbonato e
na liberacdo de H* para o meio (Figura 3). A diminuicdo do pH esta relacionada com
a tumorigénese, com rearranjos cromossémicos, desagregacdo da matriz
extracelular, migracdo e invasao, com a expressao de fatores de crescimento e com
a ativacao de proteases. Ja o bicarbonato é usado como substrato no crescimento
celular e na sintese de pirimidinas (SUPURAN, 2008).

Por fim, a CA-IX também atua na adesdo, proliferacdo e na diferenciagéo celular, no
transporte de ions e como ja foi mencionado, na regulacdo do pH: estudos mostram
gue a expressao constitutiva da CA-IX esta relacionada com a manutencdo de um
menor pH extracelular (HASSAN et al., 2013).
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Figura 3. Proteinas e processos envolvidos na regulagédo do pH em células tumorais: a conversao do
CO, em bicarbonato € catalisada nas células tumorais pelas Anidrases Carbbnicas IX e/ou Xll, que
sdo isoenzimas transmembranares e possuem um sitio extracelular ativo. Outras proteinas e
processos envolvidos na regulacéo do pH séo: (a) Transportador Monocarboxilato, (b) Canais de Na*
-H*, (c) Canais ATP-dependentes Na'-K”, (d) Canais de H", (€) Bombas de Prétons, (f) Aquaporinas e
(g) Canais Trocadores de Anions. Fonte: SUPURAN, 2008.
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Convencionalmente, tanto a andlise como a classificagdo histopatolégica dos
tumores sao feitas através de técnicas de microscopia Optica e imuno-histoquimica.
Diferentes ensaios sdo necessarios para tal classificacdo e o conhecimento sobre a
perda da expressdo ou superexpressdao de uma determinada proteina pode ser
decisivo para se avaliar a evolucéo clinica de um paciente, ou mesmo a conduta
terapéutica a ser tomada. Entretanto, existem muitos casos nos quais 0S
marcadores tumorais disponiveis sdo insuficientes para distinguir tumores
histopatologicamente semelhantes e que possuem evolucado clinica e resposta ao
tratamento diferentes e poucos marcadores preditivos foram identificados em CEC
oral. Em vista do que foi exposto, a busca de biomarcadores para esse carcinoma é
um desafio que deve ser assumido por grupos de pesquisas que trabalham com a
doenca, com o intuito de melhorar a qualidade de vida dos pacientes e elucidar

mecanismos da génese tumoral que ainda ndo foram compreendidos.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

Analisar as expressbes das proteinas VEGF, PAI-1 e CA-IX em pacientes com
carcinoma epidermoide de cavidade oral, por meio de imuno-histoquimica e
estabelecer as relacfes existentes com o habito tabagista, com as caracteristicas

clinicopatologicas e com o prognéstico.

2.2.0bjetivos Especificos

e Analisar as expressdes das proteinas VEGF, PAI-1 e CA-IX em amostras
parafinizadas de CEC oral;

e Determinar as relacdes existentes entre o hébito tabagista e as
expressdes das proteinas VEGF, PAI-1 e CA-1X em CEC oral;

e Analisar as correlacbes entre as expressdes citoplasmaticas e

membranares das proteinas PAI-1 e CA-IX em CEC oral;

e Analisar as correlacdes entre as expressdes das proteinas VEGF, PAI-1 e
CA-IX com algumas caracteristicas clinicopatolégicas e com o prognostico

de pacientes diagnosticados com CEC oral;

e Estabelecer curvas de Sobrevida Livre de Doenga (LD), Sobrevida Livre
de Doenca Local (LDL) e Sobrevida Doenca Especifica (DE) para as

variaveis categoricas estudadas.
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3. METODOLOGIA

3.1.Etica

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Heliépolis, Sdo Paulo, sob o registro 818, referente ao projeto “Analise da expresséao
génica em individuos com carcinoma epidermoide de cabec¢a e pescogo e células

em cultura: relacdo com o tabagismo” (Apéndice A).

3.2.Selec¢do da Casuistica

Obtiveram-se as amostras do Head and Neck Genome Project (GENCAPQO), um
grupo multi-institucional e multidisciplinar, que desde 2001 coleta rotineiramente
dados clinicos e epidemiolégicos, além de amostras tumorais e de sangue de
pacientes diagnosticados com CECP, provenientes de cinco instituicdes: Instituto
Arnaldo Vieira de Carvalho de Séao Paulo, Hospital Heliopolis de Sédo Paulo, Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, Universidade
do Vale do Paraiba de Sdo José dos Campos e Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo/Ribeirdo Preto.

A partir do banco de dados do GENCAPO, 52 pacientes com carcinoma epidermoide
de cavidade oral, tabagistas e nao tabagistas, foram selecionados para o estudo,
sendo excluidos os submetidos a quimioterapia, 0os que apresentaram metastases a
distancia, os que néo tiveram linfonodos cervicais removidos, 0s positivos para
margens cirdrgicas e 0s que apresentaram carcinoma de labio. Todos os pacientes
selecionados foram operados e o acompanhamento clinico seguiu-se por 48 meses

apos a cirurgia.

Obtiveram-se as caracteristicas clinicas e histopatolégicas por meio do exame

anatomopatologico. Para tanto, os tumores foram avaliados por patologistas das
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instituicdes pertencentes ao GENCAPO e classificados de acordo com os critérios
de Estadiamento de Tumores Malignos (TNM) (UICC, 2009).

A casuistica deste trabalho é composta por 52 pacientes, sendo 16 (30,8%) do sexo
masculino e 36 (69,2%) do sexo feminino. Destes, 21(40,4%) sao tabagistas e
31(59,6%) nao fumam a um ano completo. Além disso, nesta casuistica 19 (36,5%)
sao etilistas e 33 (63,5%) néo; 17 (32,7%) apresentam sessenta anos ou menos e
35 (67,3%) tém mais de sessenta anos. A média da faixa etaria é de 64,23 anos,

com um desvio padréo de + 13,93 (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas epidemioldgicas dos pacientes diagnosticados com CEC oral.

Casos
Caracteristicas epidemioldgicas
No. (%)
Género
Feminino 36 69,2
Masculino 16 30,8
Faixa etéria, anos
média 64,23 / desvio padrao + 13,93
<60 anos 17 32,7
> 60 anos 35 67,3
Habito tabagista
Nao 31 59,6
Sim 21 40,4
Habito etilista
Nao 33 63,5
Sim 19 36,5
Total 52 100,0

As caracteristicas clinicas dos pacientes diagnosticados com CEC oral e que
compdem esta casuistica estdo descritas na Tabela 2. Ha quatro classificacfes para
0 estadiamento dos tumores e neste trabalho, 16 (30,8%) pacientes se enquadram
no estadio I, 13 (25%) no estadio Il, 6 (11,5%) no estadio Ill e 17 (32,7%) no estadio
IV. A classificacdo histopatologica pos-cirargica, designada pTNM, diferencia quatro
classes para o tamanho do tumor (pT1, pT2, pT3, pT4). Neste trabalho, 29 (55,8%)
pacientes foram classificados como pT1+pT2, 6 (11,5%) como pT3 e 17 (32,7%)

como pT4. Além disso, 19 (36,5%) pacientes apresentaram linfonodos acometidos.
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas dos pacientes diagnosticados com CEC oral.

Casos
Caracteristicas clinicas
No. (%)
Sitio
Cavidade oral 52 100,0
Estadiamento*
Estéadio | 16 30,8
Estadio Il 13 25,0
Estadio Il 6 11,5
Estadio IV 17 32,7
Tamanho do tumor (pT)¥
pT1, pT2 29 55,8
pT3 6 11,5
pT4 17 32,7
Linfonodos (pN) ¥
Negativo 33 63,5
Positivo 19 36,5
Metastase a distancia (pM)
Negativo 52 100,0
Total 52 100,0

“TNM 7 edicéo.

Em relacdo as caracteristicas histopatologicas, 25 (48,1%) pacientes apresentaram
tumores bem diferenciados e 26 (50%) moderadamente. Para a invaséo linfatica, 10
(19,2%) apresentaram e 35 (67,3%) ndo. Ja para a invasdo perineural, 20 (38,5%)
casos mostraram positividade e 29 (55,8%) ndo. Por fim, o infiltrado inflamatério foi
escasso em 17 (32,7%) casos, moderado em 21 (40,4%) e intenso em 5 (9,6%)
(Tabela 3).
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Tabela 3. Caracteristicas histopatoldgicas dos pacientes diagnosticados com CEC oral.

Casos
Caracteristicas histopatoldgicas
No. (%)
Grau de diferenciacéo
Bem 25 48,1
Moderadamente 26 50,0
Pouco 0 0,0
N&o avaliado 1 1,9
Invasdo linfatica
Ausente 35 67,3
Presente 10 19,2
N&o avaliado 7 13,5
Invaséo perineural
Ausente 29 55,8
Presente 20 38,5
N&o avaliado 3 5,8
Infiltrado inflamatério
Escasso 17 32,7
Moderado 21 40,4
Intenso 5 9,6
N&o avaliado 9 17,3
Total 52 100,0

Por fim, em relac@o ao prognéstico e ao tratamento, 21 (40,4%) foram submetidos a
radioterapia e 31 (59,6%) ndo. Para a recidiva geral, 23 (44,2%) ndo apresentaram e
27 (51,9%) foram positivos para esta variavel. Ainda em relacdo a recidiva, 15
(28,8%) apresentaram recidiva local e 26 (50%) ndo. Dos pacientes selecionados
nesta casuistica, 21 (40,4%) vieram a 6bito em decorréncia do cancer e 29 (55,8%)
nao (Tabela 4).
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Tabela 4. Caracteristicas do tratamento e do progndstico para os pacientes diagnosticados

com CEC Oral.
Casos
Caracteristicas do tratamento e prognostico
No. (%)
Cirurgia
Sim 52 100,0
Radioterapia
Nao 31 59,6
Sim 21 40,4
Quimioterapia
N&ao 52 100,0
Recidiva geral
Nao 23 44,2
Sim 27 51,9
Nao avaliado 2 3,8
Recidiva local
Nao 26 50,0
Sim 15 28,8
Nao avaliado 11 21,2
Obito
Nao 29 55,8
Sim 21 40,4
N&o avaliado 2 3,8
Total 52 100,0

3.3.Imuno-Histoquimica

Os servigos de patologia das instituicdes participantes do GENCAPO padronizaram
seus meétodos rotineiros de fixacdo em formalina tamponada e embebicdo em
parafina de amostras teciduais, a fim de evitar que diferencas metodoldgicas
influenciassem as analises futuras das amostras biolégicas. Para a padronizacéo
das reacBes de imuno-histoquimica, foram utilizados controles externos positivos
onde as proteinas de interesse sdo constitutivamente expressas e 0s controles
externos negativos foram submetidos a todos 0s passos dos processos, exceto a

exposi¢cao aos anticorpos primarios.
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3.3.1. Confeccao das Laminas

Realizou-se a confeccdo das laminas contendo amostras de CEC oral no
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto. Ja
para a confeccdo das laminas controles positivo e negativo, os cortes histologicos
foram realizados no Laboratério de Patologia Cirdrgica da Faculdade de
Odontologia/USP. Para ambas, a partir dos blocos previamente selecionados, cortes
de 3 um de espessura foram fixados em laminas previamente silanizadas, por meio
da utilizacdo de organosilano 20% e etanol. As laminas contendo os cortes secaram

em estufa a 60 °C, por no minimo 24 horas.

De acordo com as indicacdes presentes nas bulas dos anticorpos, 0s seguintes
tecidos foram utilizados como controles externos positivos das rea¢des de imuno-

histoquimica:

e Placenta humana — controle positivo para a proteina VEGF,;

e Carcinoma hepatocelular humano — controle positivo para a proteina PAI-
1.

e Carcinoma de células renais humano — controle positivo para a proteina
CA-IX;

3.3.2. Reacao de Imuno-Histoquimica para VEGF

A reacdo foi realizada no Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de
Sdo José do Rio Preto. Inicialmente, ocorreu a desparafinizacdo dos cortes
histologicos por imersdo em xilol por 5 minutos, duas vezes. Depois, o tecido foi
hidratado em sequéncia de banhos rapidos com alcool absoluto, alcool 96% e
novamente, alcool 96%. As laminas foram lavadas em agua corrente. Em seguida, a
recuperacdo antigénica foi realizada em panela de pressao através da utilizacdo do
tampdo TRIS EDTA - pH 9,0, previamente aquecido por 3 minutos, apés o

estabelecimento da presséo.
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As laminas foram entéo retiradas da panela de pressao e deixadas para resfriarem
por 20 minutos, até temperatura ambiente. Seguiu-se a lavagem em tampao fosfato
de sodio (PBS), com dois banhos de 3 minutos cada. Depois, foi realizado o
bloqueio da peroxidase enddgena com lavagem das laminas em metanol P.A. (47,4
mL), PBS (47,5 mL) e peréxido de hidrogénio 6% (5 mL), por 20 minutos. Seguiram-
se dois banhos em PBS, de 3 minutos cada.

Realizou-se o bloqueio dos sitios inespecificos através da cobertura da lamina com
uma gota de Background Sniper do Kit Starr Trek Detection (Biocare®, Califérnia,
EUA) por 10 minutos.

O anticorpo primario VEGF [Ncl- L- VEGF Clone KLT9 — mouse monoclonal
(Novocastra®/Leica® - Wetzlar, Germany)] foi padronizado em cortes histolégicos de

placenta humana, onde a expressao da proteina € sabidamente positiva e a melhor
diluicdo para o mesmo foi de 1/100. A diluicdo foi realizada de acordo com as
orientacdes do fabricante, o anticorpo foi gotejado nas laminas e permaneceu nas

mesmas por 1 hora, em camara Umida/temperatura ambiente.

As laminas foram novamente lavadas em PBS por 3 minutos, duas vezes e, a
seguir, foi gotejado o anticorpo secundario do Kit Starr Trek Detection (Biocare®,

Califérnia, EUA), em duas etapas:

1. Trekkie Universal Link: uma gota sobre cada lamina por 30 minutos;

2. Trekavidin — HRP Label: uma gota sobre cada lamina por 30 minutos.

Procedeu-se entdo a revelacdo com cromégeno Betazoid DAB Substrate Buffer +
Betazoid DAB Chromogen do Kit Starr Trek Detection (Biocare®, Califérnia, EUA),
gotejando-se o DAB (diaminobenzidina) preparado de acordo com as

recomendacdes do fabricante, aguardando em média 3 minutos para a revelacao.

Mais dois banhos em PBS de 3 minutos cada foram realizados e as laminas foram
contra-coradas com Hematoxilina por 10 segundos. Foram entdo lavadas em agua
corrente e sucedeu-se uma bateria de hidratacédo e clareamento pré-montagem das

laminas:
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e Alcool 96% - 5 banhos rapidos;

e Alcool 96% - 5 banhos rapidos;

e Alcool 96% - 5 banhos rapidos;

e Alcool absoluto - 5 banhos rapidos;
e Xilol'll - 5 banhos rapidos;

e Xilol I - até a montagem das laminas.

Por fim, as laminas foram montadas com resina para microscopia Entellan (Merck,

Darmstadt, Alemanha).

3.3.3. Reacles de Imuno-Histoquimica para PAI-1 e CA-IX

As reacodes foram realizadas no Laboratério de Patologia Cirargica da Faculdade de
Odontologia/USP. Inicialmente as laminas foram submetidas a Solucdo de
Recuperacdo Antigénica 3x1 PMB1-250 [Tampé&o Citrato, pH 6,0 (Spring Bioscience,
Califérnia, EUA)] previamente aquecida, que faz a desparafinizacdo e a recuperagao

antigénica simultaneamente, em banho-maria, a 98°C, por 47 minutos.

As laminas foram entéo retiradas do banho-maria e deixadas para resfriarem por 10
minutos em temperatura ambiente. Seguiu-se a lavagem em tampéao de lavagem
tris-(hidroximetil)-aminometano (TRIS), pH 7,6, por 5 minutos. Em seguida, foram
incubadas em Solucao de Peroxido de Hidrogénio, reagente do Kit SPD-125 (Spring
Bioscience, Califérnia, EUA), para o bloqueio da peroxidase enddgena, por 15
minutos. Apés, foram lavadas com 3 banhos em tampao de lavagem e o excesso ao
redor dos cortes foi secado com papel filtro e 0 mesmos foram circulados com

caneta hidrofébica Super PAP Pen (Kiyota, Japéo, JP).

Depois, foi aplicado o Bloqueio de Proteinas Ultra V, reagente do Kit SPD-125
(Spring Bioscience, Califérnia, EUA) e as laminas foram incubadas por 10 minutos,
em camara Umida, temperatura ambiente. O excesso do reagente foi escorrido e em

seguida o anticorpo primario diluido foi aplicado em quantidade suficiente para cobrir
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0s cortes e as laminas foram incubadas no escuro, em camara Umida, temperatura

ambiente, por 90 minutos.

Os anticorpos primarios foram padronizados em cortes histologicos de carcinoma
hepatocelular (PAI-1) e carcinoma de células renais humano (CA-IX), tecidos nos
quais as expressfes das proteinas sdo sabidamente positivas e a melhor diluicao
para ambos foi 1/100. As diluicdes foram realizadas de acordo com as orientacdes
do fabricante, utilizando o Diluente de Anticorpo ADS-125 (Spring Bioscience,
California, EUA).

Os anticorpos utilizados para cada proteina foram:

e PAI-1: Anti-PAI1l antibody — mouse monoclonal [1D5] (ab125687)/Abcam®,
Cambridge, EUA.

e CA-IX: Anti-Carbonic Anhydrase IX antibody - rabbit monoclonal
[EPR4151(2)] (ab108351)/Abcam®, Cambridge, EUA;

Apods os 90 minutos, as laminas foram submetidas a 3 lavagens de 5 minutos cada
em TRIS pH 7,6 e novamente foi secado ao redor dos cortes. Depois, foi aplicado o
Complemento, reagente do Kit SPD-125 (Spring Bioscience, Califérnia, EUA), em
guantidade suficiente para cobrir os cortes e as laminas foram incubadas por 10
minutos, em camara Umida, temperatura ambiente. O excesso do reagente foi
escorrido e em seguida foi aplicado o Conjugado HRP, que também é reagente do
Kit SPD-125 (Spring Bioscience, California, EUA) e as laminas foram incubadas por

15 minutos, em camara Umida, temperatura ambiente.

Depois, as laminas foram lavadas em TRIS pH 7,6 por quatro vezes, permanecendo
no tampéo 5 minutos em cada lavagem. Foi secado ao redor dos cortes e foi
aplicado o Substrato Cromégeno DAB Plus diluido 1/50 em Tampéo Diluente de
DAB, reagentes do Kit SPD-125 (Spring Bioscience, California, EUA). As laminas

foram incubadas em camara Umida, temperatura ambiente, por 10 minutos.

Em seguida, as laminas foram lavadas em agua destilada por 5 minutos e a

operacéo foi repetida por 3 vezes. Como contra-corante foi utilizado Hematoxilina de
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Harris e as laminas permaneceram na mesma por 5 minutos e apds este processo,

foram lavadas em agua corrente por também, 5 minutos.

Por fim, sucedeu-se uma bateria de hidratacdo e clareamento pré-montagem das

[aminas:

e Alcool 70% - s6 passagem;
e Alcool 75% - s6 passagem;
e Alcool 80% - s6 passagem;
e Alcool 85% - 3 minutos;

e Alcool 90% - 3 minutos;

e Alcool 95% - 3 minutos;

e Alcool 100% | - 3 minutos;
e Alcool 100% Il - 3 minutos;
e Alcool 100% Il - 3 minutos;
e Alcool + Xilol - s6 passagem;
e Xilol 1- 3 minutos;

e Xilol 2 — até a montagem das laminas.

As laminas foram montadas em meio de montagem nao aquoso: DPX [p-xylene-bis
(N-pyridinium bromide)] (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, EUA).

3.4.Analise Semi-Quantitativa

A leitura das laminas foi realizada em microscopio 6ptico (Zeiss, Alemanha), sob os
aumentos de 100, 200 e 400x, por dois examinadores, em campos consecutivos,
com cuidado de ndo sobreposicdo. As analises foram realizadas de forma semi-
guantitativa, na medida em que a literatura ndo tem padrédo estabelecido para a
quantificacdo das proteinas estudadas. Foram analisados 10 campos por lamina, no
aumento de 400x, e em cada campo foram observados o percentual de células

marcadas e a intensidade predominante de marcacéo. No final, para cada lamina foi
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tirada uma média de cada categoria analisada e esta média foi confirmada através

da visualizagcdo de um Unico campo/lamina, nos aumentos de 100x e de 200x.

Considerando o percentual de células marcadas, os seguintes scores foram

atribuidos aos campos analisados:

O = atribuido aos campos onde ndo haviam células tumorais positivas as
marcagoes;

e 1=1-25% de células tumorais marcadas;

o 2 =25-50% de células tumorais marcadas;

e 3 =>50% de células tumorais marcadas.

Em relacdo a intensidade das marcacgfes, os scores foram divididos da seguinte

forma:

e 0 =marcacéao nula;
e 1 =marcacao fraca dentre as células tumorais;
e 2 =marcacdo moderada dentre as células tumorais;

e 3 =marcacao forte dentre as células tumorais.

Segundo a metodologia de andlise de Soini et al. (2000), modificada por Campos et
al. (2009), ambos os scores foram multiplicados para cada campo analisado e o
resultado da multiplicacdo foi utilizado para categorizar as expressdes

citoplasmaticas e membranares das proteinas estudadas em:

e Marcacado negativa=0e 1;
e Marcacao positiva fraca = 2-4;

e Marcacao positiva forte = >4,

As fotos das marcacdes de cada proteina foram tiradas através do Microscopio
Olympus AX70 (Olympus, Japéo, JP).
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3.5.Andlise Estatistica

Com o intuito de estabelecer associacdes entre as variaveis estudadas, o teste do
Qui-Quadrado e o Exato de Fisher foram utilizados e a confirmacdo dos valores foi
realizada através do Teste de Lilliefors (a significAncia considerada foi de: p<0,05).
Utilizou-se a Regresséao Logistica Multivariada para ajustar os valores de Odds Ratio
(OR) e do Intervalo de Confianca (IC 95%). Para o calculo da sobrevida, foi
considerado como ponto de partida o dia da cirurgia e como ponto final, o dia em
que o desfecho ocorreu (recidiva geral, recidiva local ou 6bito). Em casos nos quais
o desfecho n&o ocorreu, a data do dltimo retorno foi utilizada como ponto final.
Obtiveram-se o0s desenhos das curvas de Sobrevida Livre de Doenca (LD),
Sobrevida Livre de Doenca Local (LDL) e Sobrevida Doenca Especifica (DE) através
da utilizacdo do modelo de Kaplan-Meier e adotando os valores de p de Wilcoxon,
sendo que os valores de Hazard Ratio (HR) e IC 95% foram ajustados por meio do
modelo multivariado Cox Proportional Hazards. Os calculos e graficos estatisticos

foram feitos no software Epi Info®v3.4.3, 2007.
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4. RESULTADOS

4.1.Expressédo de VEGF, PAI-1 e CA-IX em CEC Oral

As expressoes citoplasmaticas das proteinas VEGF, PAI-1 e CA-IX e as expressoes
membranares de PAI-1 e CA-IX foram analisadas em 52 amostras de carcinoma
epidermoide de cavidade oral. Em relacdo a caracterizacdo das expressfes, estas
foram classificadas em: negativas, positivas fraca e forte (Tabela 5; Figuras: 4A, 4B,
5A, 5B, 5C, 5D, 6A, 6B, 6C e 6D).

Tabela 5. Expressao de VEGF, PAI-1 e CA-IX em CEC oral.

Expressao No.
CA-IX Citoplasma

Negativo 37

Positiva fraca 13

Positiva forte 2
CA-IX Membrana

Negativo 26

Positiva fraca 19

Positiva forte 7
PAI-1 Citoplasma

Negativo 8

Positiva fraca 18

Positiva forte 26
PAI-1 Membrana

Negativo 14

Positiva fraca 21

Positiva forte 17
VEGF Citoplasma

Negativo 24

Positiva fraca 9

Positiva forte 19

Total 52




Figuras 4 A-B. Imuno-histoquimica: Marcagies citoplasmaticas de VEGF em CEC oral. (A):
Marcagies citoplasmaticas. Aumento: 200x. (B): (CPFra). Citoplasmatica postiva fraca,
{CPFon): Citoplasmatica positiva forte. Aumento: 400x.




Figuras 5 A-B. Imuno-histoquimica: Marcagdes citoplasmaticas e membranares de PAI-1 em
CEC oral. {A): Aumento: 200x. (B): Aumento: 400x.
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Figuras 5 C-D. Imuno-histoquimica: Marcagdes citoplasmaticas e membranares de PAI-1 em
CEC oral. (C): Marcagdes citoplasmaticas: (CPFra): Citoplasmatica positiva fraca, (CPFor):
Citoplasmatica positiva forte. (D): Marcagdes membranares: (MPFra): Membranar positiva
fraca, (MPFor): Membranar positiva forte. Aumento: 400x.




Figur 6 -B. Imuno-histoquia: Marcag;es citoplasmétibas e me.branare's de CA-IX em
CEC oral. Aumento: 100x.
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Citoplasmatica positiva forte. (D): Marcagies membranares: {MPFra): Membranar positiva

fraca, (MPFor): Membranar positiva forte. Aumento: 400x.

£
Qx
=
1,
<
&
QO
=
w
ai]
el
[14]
=
o
b .
)
£
QO
£
[si]
(2]
(0]
o
=]
(0
£
o
s
o
o
=
(]
w
e 4]
0
n
[
o
s
[
=
fud
2
E
pun
=
o
o
s
=
1
o
=
=
E
<
8]
LE=]
@
—
=
=
Ll

Pl

I——

\\
“_pm




53

4.2.Expresséo de VEGF, PAI-1 e CA-IX e a Relagdo com o Tabagismo

As expressdes citoplasmaticas de VEGF, PAI-1 e CA-IX e as expressodes
membranares das duas Ultimas proteinas ndo mostraram significancia estatistica

para o habito tabagista (Tabelas 6 e 7).

Tabela 6. Expressdes negativa, positiva fraca e positiva forte das proteinas CA-IX, PAI-1 e VEGF em

amostras tumorais de CEC oral e a relagdo com o héabito tabagista.

Tabagismo
Expresséo N&o Sim
No. (%) No. (%) P
CA-IX Citoplasma
Negativo 24 77,4 13 61,9 0,169
Positiva fraca 7 22,6 6 28,6
Positiva forte 0 0,0 2 9,5
CA-IX Membrana
Negativo 18 58,1 8 38,1 0,333
Positiva fraca 10 32,3 9 42,9
Positiva forte 3 9,7 4 19,0
PAI-1 Citoplasma
Negativo 5 16,1 3 14,3 0,684
Positiva fraca 12 38,7 6 28,6
Positiva forte 14 45,2 12 57,1
PAI-1 Membrana
Negativo 10 32,3 4 19,0 0,529
Positiva fraca 11 35,5 10 47,6
Positiva forte 10 32,3 7 33,3
VEGF Citoplasma
Negativo 16 51,6 8 38,1 0,624
Positiva fraca 5 16,1 4 19,0
Positiva forte 10 32,3 9 42,9
Total 31 59,6 21 40,4

p: valor de significancia, p<0,05.
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Tabela 7. Expressdes negativa e positiva, fraca e forte das proteinas CA-IX, PAI-1 e VEGF em
amostras tumorais de CEC oral e a relacdo com o habito tabagista.
Tabagismo
Expresséo N&o Sim
No. (%) No. (%) P
CA-IX Citoplasma
Negativo 24 77,4 13 61,9 0,226
Positivo 7 22,6 8 38,1
Fraca 7 22,6 6 28,6 0,155
Forte 0 0,0 2 9,5
CA-IX Membrana
Negativo 18 58,1 8 38,1 0,158
Positivo 13 41,9 13 61,9
Fraca 10 32,3 9 42,9 0,658
Forte 3 9,7 4 19,0
PAI-1 Citoplasma
Negativo 5 16,1 3 14,3 0,432
Positivo 16 51,6 18 85,7
Fraca 12 38,7 6 28,6 0,395
Forte 14 45,2 12 57,1
PAI-1 Membrana
Negativo 10 32,3 4 19,0 0,292
Positivo 21 67,7 17 81,0
Fraca 11 35,5 10 47,6 0,691
Forte 10 32,3 7 33,3
VEGF Citoplasma
Negativo 16 51,6 8 38,1 0,337
Positivo 15 48,4 13 61,9
Fraca 5 16,1 4 19,0 0,885
Forte 10 32,3 9 429
Total 31 59,6 21 40,4

p: valor de significancia, p<0,05.
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4.3.Expressdes Citoplasmaticas e Membranares de CA-IX e PAI-1

As correlacdes entre as expressoes citoplasmaticas e membranares de CA-1X e PAI-

1 estéo representadas nas tabelas 8 e 9:

Na tabela 8, a correlacdo entre as expressdes negativa, positiva fraca e positiva
forte, presentes tanto no citoplasma como na membrana externa em CEC oral,
apresentou um valor de p=0,054 para a CA-IX. Os dados ainda mostraram a maior
prevaléncia da expressdo citoplasmatica negativa para a proteina (71,2%). Em
relacdo a expressdo membranar, 50% dos casos apresentaram expressao negativa
e 50% expressao positiva. Na tabela 9, a frequéncia de positividade da expressao
CA-IX (p=0,027) confirmou a existéncia de diferencas biologicas entre as

expressdes negativa e positiva da proteina.

Tabela 8. Correlacdes entre as expressdes citoplasmatica e membranar, negativa, positiva fraca e

positiva forte das proteinas CA-I1X e PAI-1 em amostras tumorais de CEC oral.

Localizac&o
Expresséo Citoplasma Membrana
No. (%) No. (%) P

CA-IX

Negativo 37 71,2 26 50,0 0,054

Positiva fraca 13 25,0 19 36,5

Positiva forte 2 3,8 7 13,5
PAI-1

Negativo 8 15,4 14 26,9 0,153

Positiva fraca 18 34,6 21 40,4

Positiva forte 26 50,0 17 32,7

Total 52 100,0 52 100,0

p: valor de significAncia, p<0,05.
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Tabela 9. Correlagbes entre as expressdes citoplasmatica e membranar, negativa e positiva, fraca e

forte das proteinas CA-IX e PAI-1 em amostras tumorais de CEC oral.

Localizacdo
Expresséo Citoplasma Membrana
No. (%) No. (%) P
CA-IX
Negativo 37 71,2 26 50,0 0,027
Positivo 15 28,8 26 50,0
Fraca 13 25,0 19 36,5 0,311
Forte 2 3,8 7 13,5
PAI-1
Negativo 8 15,4 14 26,9 0,150
Positivo 44 84,6 38 73,1
Fraca 18 34,6 21 40,4 0,194
Forte 26 50,0 17 32,7
Total 52 100,0 52 100,0

p: valor de significAncia, p<0,05.

4.4.Caracteristicas Clinicas e Patoldgicas

As frequéncias das expressdes citoplasmaticas de VEGF, PAI-1 e CA-IX e das
expressdbes membranares de PAI-1 e CA-IX foram relacionadas com as
caracteristicas clinicas e patoldgicas apresentadas por CEC oral (Tabelas: 10, 11,
12,13, 14 e 15).

Na tabela 10, a expressdo citoplasmatica positiva de CA-IX mostrou relagéo
significante com a ocorréncia de linfonodos acometidos (60%); ja a auséncia da
expressao é um fator predominante para a nao ocorréncia (73%) e o valor para essa
variavel é de p=0,025. A analise multivariada ndo confirmou essa rela¢do, no
entanto, os valores apontam para um aumento de risco em torno de 3x, referente a
ocorréncia de linfonodos cervicais acometidos e a expressao citoplasmatica positiva
de CA-IX (OR=3,62; IC=0,99-13,20) (Tabela 11).
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Na tabela 10 também h& uma tendéncia a significancia quando analisado o valor de
p referente a invasdo perineural (p=0,069), 0 que sugere uma associagcdo entre a
auséncia da expressao citoplasmatica de CA-IX e a ndo ocorréncia (62,2%) e entre

a expressao positiva da proteina e a ocorréncia de invaséao perineural (60%).



Tabela 10. Andlise das expressdes negativa e positiva, fraca e forte de CA-IX citoplasmatica e as correlagdes com as caracteristicas clinicopatolégicas

em pacientes com CEC oral.

Expressédo CA-IX Citoplasmética

Caracteristicas clinicopatoldgicas Negativo Positivo Fraca Forte
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P
Tamanho do tumor (pT)¥
pT1, pT2 23 62,2 6 40,0 0,273 5 38,5 1 50,0 *
pT3 3 8,1 3 20,0 3 23,1 0 0,0
pT4 11 29,7 6 40,0 5 38,5 1 50,0
Linfonodos (pN)*
Negativo 27 73,0 6 40,0 0,025 6 46,2 0 0,0 *
Positivo 10 27,0 9 60,0 7 53,8 2 100,0
Grau de diferenciagéo
Bem 16 43,2 9 60,0 0,311 9 69,2 0 0,0 *
Moderadamente 20 54,1 6 40,0 4 30,8 2 100,0
Nao avaliado 1 2,7 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Invasao linfatica
Ausente 25 67,6 10 66,7 0,372 9 69,2 1 50,0 *
Presente 6 16,2 4 26,7 4 30,8 0 0,0
Nao avaliado 6 16,2 1 6,7 0 0,0 1 50,0
Invasao perineural
Ausente 23 62,2 6 40,0 0,069 5 38,5 1 50,0 *
Presente 11 29,7 9 60,0 8 61,5 1 50,0
Nao avaliado 3 8,1 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Infiltrado inflamatoério
Escasso 11 29,7 6 40,0 0,291 5 38,5 1 50,0 *
Moderado 14 37,8 7 46,7 6 46,2 1 50,0
Intenso 5 13,5 0 0,0 0 0,0 0 0,0
N&o avaliado 7 18,9 2 13,3 2 15,4 0 0,0
Total 37 71,2 15 28,8 13 86,7 2 13,3

p: valor de significancia, p<0,05; *: valor indefinido - nimero pequeno de individuos com expressao positiva forte; : TNM 7 edic&o;

Nao avaliado: valores ndo incluidos nos céalculos estatisticos.
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Tabela 11. Analise multivariada das expressdes negativa e positiva de CA-IX citoplasmatica, do

tamanho do tumor e do risco para a ocorréncia de linfonodos acometidos.

Linfonodos
Variaveis
OR (IC 95%) p

Expressédo CAIX Citoplasmaética

Negativo 1

Positivo 3,62 (0,99-13,20) 0,051
Tamanho do tumor (pT) ¥

pT1, pT2 1

pT3 1,90 (0,28-12,73) 0,511

pT4 2,04 (0,55-7,54) 0,287

: valor de significAncia, p<0,05;
“TNM 7" edicao;
OR: Odds Ratio;
IC: Intervalo de Confianga.

Na tabela 12 sdo mostradas as correlacdes entre as caracteristicas clinicas e

patoldgicas e as expressdes membranares de CA-IX:

Em relacdo ao grau de diferenciacdo, as expressdes membranares negativa e
positiva de CA-IX, apesar de nao significantes (p=0,206), apresentaram valores
inversamente proporcionais. Os valores sugerem que a expressdo membranar
negativa de CA-IX tem maior relacdo com tumores moderadamente diferenciados
(57,7%), enquanto que a expressdo membranar positiva de CA-IX apresenta maior
relacdo com tumores bem diferenciados (57,7%).

Na tabela 12 também é observada uma associacdo significante entre a expressao
membranar de CA-IX e o infiltrado inflamatério (p=0,044): foi verificada a
predominéncia de casos com expressdo membranar negativa de CA-IX (19,2%) e a
ocorréncia do infiltrado inflamatério intenso. Em compensacdo, nos casos com
infiltrados inflamatérios escassos e moderados, houve uma maior frequéncia da

expressdo membranar positiva da proteina.



Tabela 12. Andlise das expressdes negativa e positiva, fraca e forte de CA-IX membranar e as correlacfes com as caracteristicas clinicopatolégicas
em pacientes com CEC oral.

Expressao CA-IX Membranar

Caracteristicas clinicopatolégicas Negativo Positivo Fraca Forte
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P
Tamanho do tumor (pT)¥
pT1, pT2 17 65,4 12 46,2 0,375 8 42,1 4 57,1 0,778
pT3 2 7,7 4 15,4 3 15,8 1 14,3
pT4 7 26,9 10 38,5 8 42,1 2 28,6
Linfonodos (pN) ¥
Negativo 17 65,4 16 61,5 0,773 12 63,2 4 57,1 0,562
Positivo 9 34,6 10 38,5 7 36,8 3 42,9
Grau de diferenciacdo
Bem 10 38,5 15 57,7 0,206 11 57,9 4 57,1 0,655
Moderadamente 15 57,7 11 42,3 8 42,1 3 42,9
Nao avaliado 1 3,8 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Invasao linfatica
Ausente 17 65,4 18 69,2 0,391 14 73,7 4 57,1 0,904
Presente 6 23,1 4 15,4 3 15,8 1 14,3
N&o avaliado 3 11,5 4 15,4 2 10,5 2 28,6
Invaséo perineural
Ausente 15 57,7 14 53,8 0,643 9 47,4 5 714 0,332
Presente 9 34,6 11 42,3 9 47,4 2 28,6
Nao avaliado 2 7,7 1 3,8 1 5,3 0 0,0
Infiltrado inflamatério
Escasso 8 30,8 9 34,6 0,044 7 36,8 2 28,6 0,962
Moderado 8 30,8 13 50,0 10 52,6 3 42,9
Intenso 5 19,2 0 0,0 0 0,0 0 0,0
N&o avaliado 5 19,2 4 15,4 2 10,5 2 28,6
Total 26 50,0 26 50,0 19 73,1 7 26,9

p: valor de significancia, p<0,05;: TNM 7 edicédo; Ndo avaliado: valores ndo incluidos nos célculos estatisticos.
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Na tabela 13 sdo mostradas as correlacdes entre as caracteristicas clinicas e
patolégicas e as expressdes citoplasméticas de PAI-1: o nivel da expressao
citoplasmatica de PAI-1 mostrou relacao significante com o grau de diferenciacéo
tumoral em CEC oral (p=0,027). A expressao citoplasmatica forte da proteina foi
mais frequente nos tumores classificados como moderadamente diferenciados
(61,5%), enquanto que a expressao fraca foi predominante em tumores bem
diferenciados (72,2%).

Além disso, a tabela 13 também mostra uma associacdo entre a expressao
citoplasmatica de PAI-1 e o infiltrado inflamatério (p=0,013): a auséncia da
expressdo da proteina apresentou maior relacdo com a presenca do infiltrado
inflamatorio escasso (50%); jA a expressao positiva de PAI-1 esteve relacionada

com o infiltrado inflamatério moderado (45,5%).

Além disso, foi observada uma tendéncia a significancia referente as expressoes
citoplasmaticas fraca e forte de PAI-1 e a ocorréncia de linfonodos acometidos
(p=0,095) e invasao perineural (p=0,063): os resultados mostraram uma maior
convergéncia da expressao citoplasmética fraca para a ndo ocorréncia de linfonodos
acometidos (77,8%), bem como uma relacdo entre essa expressao e a nao

ocorréncia de invasao perineural (66,7%).



Tabela 13. Analise das expressdes negativa e positiva, fraca e forte de PAI-1 citoplasmatica e as correlacdes com as caracteristicas clinicopatoldgicas
em pacientes com CEC oral.

Expressao PAI-1 Citoplasmatica

Caracteristicas clinicopatoldgicas Negativo Positivo Fraca Forte
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P
Tamanho do tumor (pT)¥
pT1, pT2 6 75,0 23 52,3 0,403 13 72,2 10 38,5 0,061
pT3 1 12,5 5 11,4 2 11,1 3 115
pT4 1 12,5 16 36,4 3 16,7 13 50,0
Linfonodos (pN)*
Negativo 5 62,5 28 63,6 0,622 14 77,8 14 53,8 0,095
Positivo 3 37,5 16 36,4 4 22,2 12 46,2
Grau de diferenciagéo
Bem 2 25,0 23 52,3 0,225 13 72,2 10 38,5 0,027
Moderadamente 5 62,5 21 47,7 5 27,8 16 61,5
N&o avaliado 1 12,5 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Invasao linfatica
Ausente 6 75,0 29 65,9 0,505 12 66,7 17 65,4 0,264
Presente 1 12,5 9 20,5 2 11,1 7 26,9
Nao avaliado 1 12,5 6 13,6 4 22,2 2 7,7
Invasao perineural
Ausente 5 62,5 24 54,5 0,391 12 66,7 12 46,2 0,063
Presente 2 25,0 18 40,9 4 22,2 14 53,8
Nao avaliado 1 12,5 2 4,5 2 11,1 0 0,0
Infiltrado inflamatoério
Escasso 4 50,0 13 29,5 0,013 4 22,2 9 34,6 0,843
Moderado 1 12,5 20 455 6 33,3 14 53,8
Intenso 3 37,5 2 4,5 1 5,6 1 3,8
N&o avaliado 0 0,0 9 20,5 7 38,9 2 7,7
Total 8 15,4 44 84,6 18 40,9 26 59,1

p: valor de significancia, p<0,05; *: TNM 7 edicdo; Ndo avaliado: valores néo incluidos nos célculos estatisticos.
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Na tabela 14 sdo apresentadas as correlagBes entre as caracteristicas clinicas e
patologicas e as expressfes membranares de PAI-1:

Observa-se uma tendéncia a significancia entre as expressées membranares fraca e
forte de PAI-1 e o tamanho do tumor (p=0,061): o resultado indicou que quanto
maior o nivel de expressdo membranar de PAI-1, maior o tumor. Da mesma forma,
qgquanto menor o nivel de expressdo membranar da proteina, menores sao as

dimensodes tumorais.

Observa-se também na tabela 14, um valor de p préximo a significancia referente ao
grau de diferenciacdo tumoral e as expressdes positivas fraca e forte (p=0,071):
houve maior relacdo entre a expressdo membranar fraca de PAI-1 (61,9%) e
tumores bem diferenciados e entre a expressdo membranar forte da proteina

(64,7%) e o grau de diferenciacdo moderado.

Por fim, nesta tabela o valor de p foi significante para a presenca do infiltrado
inflamatério (p=0,033). Assim, a auséncia da expressdao da proteina esteve
relacionada com a presenca do infiltrado inflamatério escasso (42,9%); ja a
expressdo membranar positiva de PAI-1 foi predominante nos casos com infiltrado

inflamatorio moderado (50%).



Tabela 14. Andlise das expressdes negativa e positiva, fraca e forte de PAI-1 membranar e as correlagdes com as caracteristicas clinicopatolégicas em

pacientes com CEC oral.

Expresséo PAI-1 Membranar

Caracteristicas clinicopatoldgicas Negativo Positivo Fraca Forte
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P
Tamanho do tumor (pT)¥
pT1, pT2 10 71,4 19 50,0 0,228 14 66,7 5 29,4 0,061
pT3 2 14,3 4 10,5 2 9,5 2 11,8
pT4 2 14,3 15 39,5 5 23,8 10 58,8
Linfonodos (pN)*
Negativo 10 71,4 23 60,5 0,349 13 61,9 10 58,8 0,846
Positivo 4 28,6 15 39,5 8 38,1 7 41,2
Grau de diferenciagéo
Bem 6 42,9 19 50,0 0,588 13 61,9 6 35,3 0,071
Moderadamente 8 57,1 18 47,4 7 33,3 11 64,7
Nao avaliado 0 0,0 1 2,6 1 4,8 0 0,0
Invasao linfatica
Ausente 8 57,1 27 71,1 0,610 17 81,0 10 58,8 0,191
Presente 2 14,3 8 211 3 14,3 5 29,4
Nao avaliado 4 28,6 3 7,9 1 4.8 2 11,8
Invasao perineural
Ausente 8 57,1 21 55,3 0,248 14 66,7 7 41,2 0,116
Presente 3 21,4 17 447 7 33,3 10 58,8
Nao avaliado 3 21,4 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Infiltrado inflamatoério
Escasso 6 42,9 11 28,9 0,033 4 19,0 7 41,2 0,524
Moderado 2 14,3 19 50,0 11 52,4 8 47,1
Intenso 3 21,4 2 5,3 1 4,8 1 59
N&o avaliado 3 21,4 6 15,8 5 23,8 1 59
Total 14 26,9 38 73,1 21 55,3 17 44,7

p: valor de significancia, p<0,05;: TNM 7 edicéo; N&o avaliado: valores n&o incluidos nos célculos estatisticos.
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Na tabela 15 sdo apresentadas as correlagBes entre as caracteristicas clinicas e
patolégicas e as expressdes citoplasmaticas de VEGF: foi observada uma
associacado significante entre o grau de diferenciacdo tumoral e as expressdes
negativa e positiva de VEGF (p=0,035). Para os casos nos quais foram encontradas
as expressfes citoplasméticas positivas da proteina, foi observada uma maior
prevaléncia do grau de diferenciacdo moderado (64,3%); j& nos casos que
apresentaram a expressao negativa de VEGF, houve uma predominancia de

tumores bem diferenciados (62,5%).

Além disso, nesta tabela também é exibida uma relagcdo entre a presenca do
infiltrado inflamatdrio e as expressdes positivas fraca e forte de VEGF (p=0,038): os
valores apontam para uma maior relacdo entre a expressao citoplasmatica forte da
proteina e o infiltrado inflamatério escasso (52,6%); ja a expressdo citoplasmatica
fraca de VEGF mostra maior relagdo com a presencga do infiltrado inflamatério
moderado (66,7%).



Tabela 15. Andlise das expressdes negativa e positiva, fraca e forte de VEGF citoplasmatica e as correlagdes com as caracteristicas clinicopatolégicas

em pacientes com CEC oral.

Expressédo VEGF Citoplasmética

Caracteristicas clinicopatolégicas Negativo Positivo Fraca Forte
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P
Tamanho do tumor (pT)¥
pT1, pT2 13 54,2 16 57,1 0,124 3 33,3 13 68,4 0,115
pT3 5 20,8 1 3,6 1 11,1 0 0,0
pT4 6 25,0 11 39,3 5 55,6 6 31,6
Linfonodos (pN) ¥
Negativo 13 54,2 20 71,4 0,197 7 77,8 13 68,4 0,484
Positivo 11 45,8 8 28,6 2 22,2 6 31,6
Grau de diferenciacdo
Bem 15 62,5 10 35,7 0,035 3 33,3 7 36,8 0,600
Moderadamente 8 33,3 18 64,3 6 66,7 12 63,2
Nao avaliado 1 4,2 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Invasdo linfatica
Ausente 15 62,5 20 71,4 0,464 6 66,7 14 73,7 0,428
Presente 3 12,5 7 25,0 3 33,3 4 21,1
Nao avaliado 6 25,0 1 3,6 0 0,0 1 5,3
Invaséao perineural
Ausente 14 58,3 15 53,6 0,356 4 44,4 11 57,9 0,396
Presente 7 29,2 13 46,4 5 55,6 8 42,1
Nao avaliado 3 12,5 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Infiltrado inflamatério
Escasso 6 25,0 11 39,3 0,742 1 11,1 10 52,6 0,038
Moderado 10 41,7 11 39,3 6 66,7 5 26,3
Intenso 2 8,3 3 10,7 0 0,0 3 15,8
N&o avaliado 6 25,0 3 10,7 2 22,2 1 53
Total 24 46,2 28 53,8 9 32,1 19 67,9

p: valor de significancia, p<0,05;": TNM 7 edicdo; N&o avaliado: valores nao incluidos nos calculos estatisticos.
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4.5.Progndéstico

As frequéncias das expressdes citoplasmaticas de VEGF, PAI-1 e CA-IX e das
expressbes membranares de PAI-1 e CA-IX foram relacionadas com o progndstico
apresentado por pacientes com CEC oral (Tabelas: 16, 17, 18, 19, 20 e 21).

Na tabela 16 é encontrado um valor de p proximo a significancia referente as
expressdes negativa e positiva de CA-IX citoplasmética e ao oObito (p=0,091): os
resultados mostraram que 62,2% dos individuos com expressdo citoplasmatica
negativa de CA-IX ndo apresentaram Obito pela doenca. Ja para a expressao

positiva da proteina, 60% dos casos que a apresentaram vieram a oObito.
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Tabela 16. Analise das express@es negativa e positiva, fraca e forte de CA-IX citoplasmatica em pacientes com CEC oral e as correlagcbes com o

progndstico.

Expressédo CA-IX Citoplasmética

Progndstico Negativo Positivo Fraca Forte
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%)
Recidiva geral
Nao 17 45,9 6 40,0 0,577 5 38,5 1 50,0
Sim 18 48,6 9 60,0 8 61,5 1 50,0
Nao avaliado 2 5,4 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Recidiva local
Nao 19 51,4 7 46,7 0,640 5 38,5 1 50,0
Sim 11 29,7 4 26,7 8 61,5 1 50,0
Nao avaliado 7 18,9 4 26,7 0 0,0 0 0,0
Obito
Nao 23 62,2 6 40,0 0,091 5 38,5 1 50,0
Sim 12 32,4 9 60,0 8 61,5 1 50,0
N&o avaliado 2 54 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Total 37 71,2 15 28,8 13 86,7 2 13,3

p: valor de significancia, p<0,05;

*: valor indefinido - nimero pequeno de individuos com expressao positiva forte;

Nao avaliado: valores ndo incluidos nos célculos estatisticos.
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Na tabela 17 sdo apresentadas as correlagfes entre 0 progndstico e as expressdes
membranares de CA-IX: foi observado um valor de p proximo a significancia
referente as expressdes negativa e positiva de CA-IX membranar e a recidiva local
(p=0,054). Apesar de nado significante, o resultado sugere que a expressao
membranar positiva de CA-IX apresenta uma relagdo com a nao ocorréncia de

recidiva local (57,7%).

Na tabela 18 sdo apresentadas as correlacfes entre 0 prognostico e as expressdes
citoplasmaticas de PAI-1. Porém, ndo sdo observados valores de p significantes

para a expressao citoplasmatica da proteina.
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Tabela 17. Andlise das expressdes negativa e positiva, fraca e forte de CA-1X membranar em pacientes com CEC oral e as correlagcdes com o progndstico.

Expressao CA-IX Membranar

Progndstico Negativo Positivo Fraca Forte
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P
Recidiva geral
N&o 11 42,3 12 46,2 0,776 9 47,4 3 42,9 0,550
Sim 14 53,8 13 50,0 9 47,4 4 57,1
Nao avaliado 1 3,8 1 3,8 1 5,3 0 0,0
Recidiva local
Nao 11 42,3 15 57,7 0,054 12 63,2 3 42,9 0,070
Sim 11 42,3 4 15,4 1 53 3 42,9
Nao avaliado 4 15,4 7 26,9 6 31,6 1 14,3
Obito
Nao 16 61,5 13 50,0 0,390 10 52,6 3 42,9 0,449
Sim 9 34,6 12 46,2 8 42,1 4 57,1
N&o avaliado 1 3,8 1 3,8 1 53 0 0,0
Total 26 50,0 26 50,0 19 73,1 7 26,9

p: valor de significancia, p<0,05;
Nao avaliado: valores nao incluidos nos célculos estatisticos.
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Tabela 18. Andlise das expressdes negativa e positiva, fraca e forte de PAI-1 citoplasmatica em pacientes com CEC oral e as correlagdes com o prognéstico.

Expressao PAI-1 Citoplasmatica

Progndstico Negativo Positivo Fraca Forte
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P
Recidiva geral
N&o 4 50,0 19 43,2 0,552 6 33,3 13 50,0 0,429
Sim 4 50,0 23 52,3 10 55,6 13 50,0
Nao avaliado 0 0,0 2 4,5 2 11,1 0 0,0
Recidiva local
Nao 5 62,5 21 47,7 0,490 6 33,3 15 57,7 0,549
Sim 2 25,0 13 29,5 5 27,8 8 30,8
N&o avaliado 1 12,5 10 22,7 7 38,9 3 11,5
Obito
Nao 6 75,0 23 52,3 0,254 8 44,4 15 57,7 0,626
Sim 2 25,0 19 43,2 8 44,4 11 42,3
N&o avaliado 0 0,0 2 4,5 2 111 0 0,0
Total 8 15,4 44 84,6 18 40,9 26 59,1

p: valor de significancia, p<0,05;
Nao avaliado: valores nao incluidos nos célculos estatisticos.
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Na tabela 19 sdo apresentadas as correlagBes entre 0 progndstico e as expressdes
membranares de PAI-1: foi observada uma relacéo significante entre a recidiva local
e as expressdes negativa e positiva da proteina (p=0,027), o que aponta para uma
forte relacdo entre a expressdo membranar negativa de PAI-1 (71,4%) e a nao
ocorréncia de recidiva local. A andlise multivariada confirmou essa relacdo e
mostrou que a expressdo membranar positiva de PAI-1, em CEC oral, aumenta o
risco para a ocorréncia de recidiva local em aproximadamente 14x (OR=14,49;
IC=1,40-150,01) (Tabela 20).

Como a analise bivariada mostrou uma tendéncia a significancia referente as
expressdes negativa e positiva de CA-IX membranar e a ocorréncia de recidiva local
(Tabela 17), na tabela 20 também foi realizada uma analise multivariada referente a
esse evento. A regressao logistica multivariada nao confirmou a relacdo de
significancia (p=0,055). Contudo, o0s resultados sugerem que a expressao
membranar positiva de CA-IX age como um fator de protecéo para a ocorréncia de
recidiva local e protege em até 4x (OR=0,22; IC=0,05-1,04).

Na tabela 21 sédo apresentadas as correlagbes entre o0 progndstico e as expressdes
citoplasmaticas de VEGF. Porém, ndo foram observados valores de p significantes

para a expressao citoplasmatica da proteina.
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Tabela 19. Andlise das expressdes negativa e positiva, fraca e forte de PAI-1 membranar em pacientes com CEC oral e as correlagdes com o prognéstico.

Expressado PAI-1 Membranar

Progndstico Negativo Positivo Fraca Forte
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P
Recidiva geral
N&o 9 64,3 14 36,8 0,105 10 47,6 9 52,9 0,789
Sim 5 35,7 22 57,9 9 42,9 8 47,1
Néao avaliado 0 0,0 2 53 2 9,5 0 0,0
Recidiva local
N&o 10 71,4 16 42,1 0,027 8 38,1 8 47,1 0,695
Sim 1 7,1 14 36,8 8 38,1 6 35,3
N&o avaliado 3 21,4 8 21,1 5 23,8 3 17,6
Obito
Nao 10 71,4 19 50,0 0,190 10 47,6 9 52,9 0,985
Sim 4 28,6 17 44,7 9 42,9 8 47,1
N&o avaliado 0 0,0 2 53 2 9,5 0 0,0
Total 14 26,9 38 73,1 21 55,3 17 44,7

p: valor de significancia, p<0,05;
Nao avaliado: valores nao incluidos nos célculos estatisticos.
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Tabela 20. Andlise multivariada das expressdes negativa e positiva de CA-IX membranar, PAI-1
membranar, do tratamento radioterapico e do risco para ocorréncia de recidiva local.

Recidiva local

Variaveis
OR (IC 95%) p

Expressdo CA-IX Membranar

Negativa 1

Positiva 0,22 (0,05-1,04) 0,055
Expressao PAI-1 Membranar

Negativa 1

Positiva 14,49 (1,40-150,01) 0,025
Radioterapia

N&o 1

Sim 0,32 (0,07-1,51) 0,152

p: valor de significancia, p<0,05;
OR: Odds Ratio;
IC: Intervalo de Confianga.
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Tabela 21. Analise das expressfes negativa e positiva, fraca e forte de VEGF citoplasmatica em pacientes com CEC oral e as correlagcbes com o

progndstico.

Expressédo VEGF Citoplasmética

Progndstico Negativo Positivo Fraca Forte
No. (%) No. (%) P No. (%) No. (%) P
Recidiva geral
Nao 12 50,0 11 39,3 0,585 4 44.4 7 36,8 0,457
Sim 12 50,0 15 53,6 4 44,4 11 57,9
Néao avaliado 0 0,0 2 7,1 1 11,1 1 53
Recidiva local
N&o 12 50,0 14 50,0 0,657 5 55,6 9 47,4 0,571
Sim 8 33,3 7 25,0 2 22,2 5 26,3
Nao avaliado 4 16,7 7 25,0 2 22,2 5 26,3
Obito
Nao 14 58,3 15 53,6 0,963 5 55,6 10 52,6 0,542
Sim 10 41,7 11 39,3 3 33,3 8 42,1
N&o avaliado 0 0,0 2 7,1 1 111 1 53
Total 24 46,2 28 53,8 9 32,1 19 67,9

p: valor de significancia, p<0,05;
Nao avaliado: valores ndo incluidos nos célculos estatisticos.
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4.6.Sobrevidas

As curvas de sobrevida de Kaplan-Meier para as variaveis categoricas estudadas

gue apresentaram diferencas significativas estdo representadas nas figuras 7 a 10:

Na figura 7 foi observada uma tendéncia a significancia referente as expressodes
negativa e positiva de CA-IX citoplasmatica e a Sobrevida Livre de Doenca (LD)
(p=0,082). Apesar de nao significante, em um periodo de 24 meses ap0s a cirurgia,
aproximadamente 56% dos pacientes com expressao citoplasmatica positiva de CA-
IX apresentaram algum tipo de recidiva. Em contrapartida, no mesmo periodo,
aproximadamente 40% dos pacientes com expressdo citoplasmatica negativa de

CA-IX recidivaram.
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Figura 7. Sobrevida Livre de Doenca (LD) para as expressdes negativa e

positiva de CA-IX citoplasmatica em CEC oral. p=0,082.

As expressodes positivas fraca e forte de CA-IX membranar mostraram significancia

com a Sobrevida Livre de Doencga Local (LDL) (p=0,038). Em um periodo de 24
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meses apds a cirurgia, aproximadamente 55% dos pacientes com expressao
positiva forte de CA-IX membranar apresentaram recidiva local. Em compensacao,
no mesmo periodo, apenas 7% dos pacientes com expressao positiva fraca de CA-
IX recidivaram (Figura 8). A analise multivariada ndo confirmou essa relagéo
(HR=7,58; 1C=0,76-75,33) (Tabela 22).
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Figura 8. Sobrevida Livre de Doencga Local (LDL) para as expressdes

positiva fraca e positiva forte de CA-IX membranar em CEC oral. p=0,038.

Na figura 9 foi observada uma tendéncia a significancia referente as expressoées
negativa e positiva de PAI-1 membranar e a Sobrevida Livre de Doenca Local
(p=0,072). Embora nao significante, em um periodo de 24 meses apds a cirurgia,
aproximadamente 43% dos pacientes com expressao membranar positiva de PAI-1
apresentaram recidiva local. Ja para a expressao membranar negativa de PAI-1, no

mesmo periodo, aproximadamente 9% recidivaram.
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Figura 9. Sobrevida Livre de Doencga Local (LDL) para as expressdes

negativa e positiva de PAI-1 membranar em CEC oral. p=0,072.

As expressdes citoplasméticas negativa e positiva de CA-IX apresentaram
significancia com a Sobrevida Doenca Especifica (DE) (p=0,022). Em um periodo de
36 meses apls a cirurgia, aproximadamente 64% dos pacientes com expressao
positiva de CA-IX citoplasmatica vieram a 6bito pelo cancer. Em relacdo a expressao
negativa da proteina, no mesmo periodo, 37% dos pacientes apresentaram O6bito
decorrente da doenca (Figura 10). A analise multivariada confirmou a expressao
citoplasmatica de CA-IX como um fator de risco para a ocorréncia de Obito doenca
especifica, aumentando esse risco em aproximadamente 3x (HR=2,84; 1C=1,02-
7,87) (Tabela 22).
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Figura 10. Sobrevida Doenca Especifica (DE) para as expressdes negativa e positiva
de CA-IX citoplasmatica em CEC oral. p=0,022.

A andlise multivariada também confirmou o tamanho do tumor como uma variavel
significante para a Sobrevida Doenca Especifica (DE) (p=0,040). Os resultados
mostraram que o0 tamanho pT3 representa um fator de risco para a ocorréncia de
Obito pelo cancer e aumenta esse risco em aproximadamente 3x (HR=3,39; IC=1,06-
10,89) (Tabela 22).
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Tabela 22. Analise multivariada das expressdes citoplasmaticas e membranares de CA-IX, do

tamanho do tumor, do tratamento radioterapico e das sobrevidas livre de doenca local e doenca

especifica.
Cox Proportinal Survival
Variaveis Livre de doenca local Doenca especifica
HR (IC 95%) p HR (IC 95%) p
Expresséo CA-IX Membranar
Fraco 1 - -
Forte 7,58 (0,76-75,33) 0,084 - -
Expressdo CA-IX Citoplasmaética
Negativa - - 1
Positiva - - 2,84 (1,02-7,87) 0,045
Tamanho do tumor*
pT1, pT2 - - 1
pT3 - - 3,39 (1,06-10,89) 0,040
pT4 - - 1,71 (0,62-4,70) 0,297
Radioterapia
N&o 1 1
Sim 0,36 (0,04-3,57) 0,380 0,54 (0,19-1,52) 0,246

p: valor de significancia, p<0,05;
"TNM 7 edigéo;

HR: Hazard ratio;

IC: Intervalo de Confianca.
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5. DISCUSSAO

O carcinoma epidermoide de cavidade oral € uma causa significativa de morbidade e
mortalidade e um dos principais fatores relacionados com a génese da doenca é o
tabagismo. Este é responsavel pelo aumento de alteracdes moleculares nas células
do epitélio bucal e estas apresentam maior probabilidade de sofrerem
transformacdes malignas. Além disso, o cigarro contém substancias cancerigenas
que estdo associadas com o declinio da expressdo de supressores tumorais, de
genes envolvidos com o reparo do DNA e com o aumento das concentragdes
intracelulares de HIF1a (SCHEIDT et al., 2013).

A resposta das células a condicdo de hipdxia € caracterizada por alteracdes
especificas na expressdo de um grande namero de genes, mas também pode ser
induzida por metais, como o0 cobalto e o niquel, e pela nicotina (SALNIKOW,
ZHITKOVICH, 2008; CHEN; COSTA, 2009; WARREN et al., 2012). Assim, uma das
mudancas mais importantes nas células ap6s exposicdo aos componentes do
tabaco € o acumulo de HIF1a, culminando na expressdo dos mais de 100 genes
envolvidos na via de hipoxia, dentre esses: VEGF, PAI-1 e CA-IX (SALNIKOW,;
ZHITKOVICH, 2008).

No CEC oral, hipéxia e densidade vascular reduzida estao relacionadas a um pior
prognostico e sdo responsaveis pela resisténcia a quimioterapia e radioterapia, uma
vez que esses tratamentos contam com a geracao de espécies reativas de oxigénio
(ROS) para induzirem danos letais as células tumorais (TOMIDA; TSURUO, 1999).
Estudos anteriores de nosso grupo mostraram que a elevada expressao de HIF1a
apresenta relacdo com a maior sobrevida dos pacientes submetidos a radioterapia
(p=0,015) e com a menor recidiva local (p=0,002) (SANTOS et al., 2012), eventos
decorrentes da maior expressao de VEGF, em virtude da ativagdo do complexo HIF-
1 (ARTMAN et al., 2009; BAYER et al., 2012). No entanto, apesar de favorecer a
angiogénese e aumentar a oxigenacao tumoral, o que gera melhores respostas
terapéuticas, a expressdao de VEGF também estd relacionada com eventos

metastaticos e com o crescimento tumoral (SCHEIDT et al., 2013).



82

Com o intuito de compreender o papel do tabaco na expressdo dos genes de
hipoxia, neste estudo foi observada a relacdo entre o habito tabagista e as
expressdes tumorais de VEGF, PAI-1 e CA-IX, cujas transcri¢cdes sao influenciadas
pelos niveis citoplasmaticos de HIF1a. Apesar das correlacdes entre o tabagismo e
as expressbes das proteinas ndo terem apresentado resultados estatisticamente
significantes, acredita-se que este evento foi decorrente da casuistica do trabalho,
gue é composta por 16 (30,8%) pacientes do sexo masculino e por 36 (69,2%) do
sexo feminino e destes 52 individuos, 21(40,4%) séo tabagistas e 31(59,6%) né&o
fumam a um ano completo. Sabe-se que o consumo de tabaco entre homens é
maior do que entre mulheres (INCA, 2014). Além disso, 0 maior numero de néo

fumantes também pode ter influenciado a néo significancia dos resultados.

Em relacdo as caracteristicas clinicas e patoldgicas, foi observada uma associacao
entre o grau de diferenciacdo tumoral e as expressdes negativa e positiva de VEGF:
tumores moderadamente diferenciados foram associados com a expressao positiva
da proteina e tumores bem diferenciados com a auséncia da expressdo. Este
resultado corrobora com Bowden et al. (2002) e Sun et al. (2013), que observaram
uma relacdo positiva entre a expressdo de VEGF e o baixo grau de diferenciacao
celular em CECP e em carcinoma de células transicionais da bexiga,
respectivamente. Sabe-se que células tumorais bem diferenciadas compdem
tumores menos agressivos, pois apresentam caracteristicas semelhantes as células
constituintes do tecido normal (FERREIRA; ROCHA, 2010). Desta forma, a
expressao positiva de VEGF é um marcador biol6gico para a agressividade tumoral
em CEC oral.

Além das células residentes, no tecido conjuntivo também sdo encontradas células
transientes, que saem dos vasos sanguineos e vao ao encontro dos locais de
inflamacdo. Os sinais quimicos emitidos por essas células, principalmente pelos
macrofagos, atraem mais leucécitos e o acumulo destes no local da resposta
inflamatoria recebe o nome de infiltrado inflamatério (ABBAS; LICHTMAN, 2007).

Neste contexto, varias pesquisas foram realizadas buscando detalhes a cerca da
participacdo do infiltrado inflamatorio, presente tanto no sangue periférico, como nas

adjacéncias da neoplasia: em 1983, Bier chamou a atencao para o fato de que a
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quantidade de linfocitos presente no sangue de pacientes com CECP era menor,
quando comparado com pessoas saudaveis, 0 que levanta o questionamento a
cerca da ocorréncia de uma supressao imune pré-existente exercendo influéncias
sobre o processo de tumorigénese. Esta situacdo também foi reportada por Balaram
e Vasudevan no mesmo ano, 0s quais relataram que o sangue de pacientes com

carcinoma de cavidade oral apresenta desequilibrios na contagem de linfocitos.

Desta forma, ao serem analisadas as expressfes citoplasmaticas de VEGF e a
presenca do infiltrado inflamatério em CEC oral, se evidencia uma relacdo positiva
entre a expressao citoplasmatica forte de VEGF e o infiltrado inflamatério escasso; e
entre a expressao citoplasmatica fraca da proteina e a presenca do infiltrado
inflamatdério moderado. O infiltrado inflamatorio escasso esta relacionado com
tumores mais agressivos. No entanto, as células inflamatérias presentes tanto em
sitios tumorais como no sangue periférico de pacientes com CECP, nem sempre
atuam na defesa anti-neoplasica e as evidéncias demonstram que a resposta
inflamatoria pode estar fortemente relacionada com a iniciagcdo, promocao e
progressdo dos carcinomas, a depender de caracteristicas especificas, como por
exemplo, do tipo do infiltrado celular e de determinadas citocinas produzidas
(BRYNE, 1998; COSTA et al., 2005). Por fim, Allon et al. (2013) também observaram
uma positividade do VEGF referente ao infiltrado inflamatério em sialometaplasia

necrosante.

A protedlise e mais especificamente, o sistema fibrinolitico uPA/UPAR/PAI-1,
desempenha um papel fundamental na tumorigénese, na formacdo de metastases,
na progressdo e invasdao tumoral. Paradoxalmente, estudos apontam para a
correlacao entre os elevados niveis de PAI-1 e piores progndsticos em CECP, em
carcinoma invasivo da mama, carcinoma colorretal, em céancer do endométrio e de
ovario, em carcinoma de células renais, em cancer gastrico, do trato urinario, do
sistema nervoso, cancer de pulmao, melanoma, leucemia, dentre outros (ROMER et
al., 2001; TECIMER et al.,, 2002; AREF et al., 2003; HJORTLAND et al., 2003;
WERLE et al., 2004; OHBA et al., 2005; LUEBKE et al., 2006; INOUE et al., 2007;
JANKUN et al., 2007; IACOVIELLO et al., 2013). E reconhecido, que certos
inibidores de proteases enddgenas, tais como o PAI-1, promovem a metastase

tumoral ao invés de inibi-la e que este fendbmeno ndo € um evento de causa Unica,
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estando envolvido em diversos processos da génese tumoral, como angiogénese e
metastase. Assim, no que diz respeito ao PAI-1, em relagdo aos efeitos da proteina
sobre as células tumorais, a maioria dos dados apontam para um mecanismo que
envolve a ligacdo do complexo uPA/PAI-1 ao LRP-1 (Proteina-1 relacionada ao
Receptor de Lipoproteina de Baixa Densidade). Deste modo, um sitio de ligagdo do
PAI-1 ao LRP-1 seria revelado depois da formac¢édo do complexo uPA/UPAR e apés a
ligacdo do PAI-1 a este sitio, a modulacdo da sinalizacao iniciada por uPA ocorreria,
com ativacdo das cascatas de sinalizacdo, principalmente das vias MAP quinases
(Proteinas quinases ativadas por mitogenos) e JAK/STAT [(Proteina Janus Kinase) /
(Transdutores de sinais e ativadores de transcrigao)], que induziriam mudancas na
migracdo e na adesao celular. Apés a ligacdo do PAI-1 ao LRP-1 ndo ocorreria a
internalizacdo do complexo uPA/UPAR/PAI-1 e ndo haveria degradacéo lisossomal
das proteinas. Assim, o PAI-1 secretado pelas células tumorais estimularia a
angiogénese de forma paracrina, o que garantiria um aporte de oxigénio e nutrientes
suficientes para o crescimento tumoral e de uma maneira autdcrina modularia a
sinalizacao celular, o que apontaria para um aumento da migracdo e da adesao,

refletido pelo aumento da formacgéo de metastases (BINDER; MIHALY, 2008).

Neste estudo, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre as expressoes
citoplasmaticas e membranares de PAI-1. Porém, niveis elevados dessas
expressdes foram significantemente associados com tumores moderadamente
diferenciados, enquanto que as expressfes citoplasméaticas e membranares fracas
foram predominantes em tumores bem diferenciados. Este resultado é apoiado pelas
frequéncias de linfonodos acometidos e da invasdo perineural, que mostram uma
maior tendéncia da expressao citoplasmatica forte de PAI-1 para a ocorréncia de tais
eventos e estes resultados vdo ao encontro da literatura (FOX et al.,, 2001;
TECIMER et al., 2002; HUNDSDORFER et al., 2005; INOUE et al., 2007; JING et al.,
2012).

As auséncias das expressdes citoplasmaticas e membranares de PAI-1
apresentaram maior relacdo com a presenca do infiltrado inflamatério escasso; ja as
expressdes positivas estiveram principalmente relacionadas com o infiltrado
inflamatério moderado. Estes resultados sugerem que as alteracdes na matriz

extracelular (degradacdo e remodelagcéo) contribuem com a formacéo do infiltrado
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inflamatério e que tais alteragbes sdo causadas, principalmente, pela maior
expressdo de PAI-1 nas células tumorais. Isto foi evidenciado por Eddy e Giachelli,
em 1995, e como ja foi mencionado, as células inflamatorias presentes tanto em
sitios tumorais, como no sangue periférico de pacientes com CECP, nem sempre
atuam na defesa anti-neoplésica e podem estar fortemente relacionadas com a
iniciacdo, promocao e progressao dos carcinomas (BRYNE, 1998; COSTA et al.,
2005).

Observou-se também uma associagdo positiva entre as expressfées membranares
fraca e forte de PAI-1 e o tamanho tumoral. O resultado indicou que quanto maior o
nivel de expressdo membranar de PAI-1, maior o tumor. Da mesma forma, quanto
menor o nivel de expressdo membranar da proteina, menores sdo as dimensfes
tumorais. Inoue et al. (2007) e Jing et al. (2012) também observaram um

crescimento tumoral com elevados niveis de PAI-1.

Além disso, foi significante a relacdo entre a expressdo membranar negativa da
proteina e a ndo ocorréncia de recidiva local. A analise multivariada confirmou essa
associacdo e mostrou que a expressdo membranar positiva de PAI-1 aumenta o
risco para a ocorréncia de recidiva local em aproximadamente 14x. Da mesma
forma, as curvas de sobrevida mostraram que a expressdo membranar positiva de
PAI-1 apresenta forte relacdo com a Sobrevida Livre de Doenca Local (LDL) e
aproximadamente 43% dos pacientes com expressdo positiva da proteina
apresentaram recidiva local. Tecimer et al. (2002), Ohba et al. (2005), Hundsdorfer
et al. (2005) e Inoue et al. (2007) observaram que a expressao positiva de PAI-1 é
um preditor de pior sobrevida em cancer do endométrio, em carcinoma de células
renais e em carcinoma epidermoide de cavidade oral. Além do mais, pacientes que
apresentam menores niveis de uPA/PAI-1 nos tumores primarios exibem melhoras
taxas de sobrevida quando comparados aos que apresentam niveis mais elevados
(HARBECK et al., 2004).

A CA-IX é encontrada com maior frequéncia na membrana externa, porém, estudos
também indicam as localiza¢Bes citoplasmatica e nuclear para a proteina (DUNGWA
et al., 2012). Neste trabalho, os dados confirmam a existéncia de diferencas

bioldgicas entre as expressoes citoplasmatica e membranar de CA-IX. Contudo, ndo
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foram analisadas as influéncias da unido das expressdes em células tumorais que

as apresentam.

Assim, a expressao citoplasmatica positiva de CA-IX mostrou relacdo significante
com a ocorréncia de linfonodos acometidos. Embora a andalise multivariada nao
tenha confirmado essa relacdo, em uma casuistica maior, na qual os valores
seguissem as propor¢cdes apresentadas, essa expressdo apontaria para um
aumento de risco, em torno de 3x, referente a ocorréncia de linfonodos cervicais
acometidos. Eynden et al. (2005), Birner et al. (2011) e Kajo et al. (2013) também
relacionaram a expressao citoplasmatica positiva de CA-IX com a ocorréncia de tal

evento.

Além disso, a expressdo citoplasmética positiva de CA-IX apresentou associacado
com a ocorréncia de invaséo perineural. Para o grau de diferenciacdo, a expressao
membranar negativa de CA-IX tem maior relacdo com tumores moderadamente
diferenciados, enquanto que a expressdo membranar positiva da proteina apresenta
associacdo com tumores bem diferenciados. Nao foram encontrados trabalhos
relacionando a expressdo de CA-IX e a invasdao perineural. Para o grau de
diferenciacdo tumoral, Kajo e colaboradores (2013) mostraram que em carcinoma

invasivo da mama, a expressao CA-IX positiva apresenta relacdo com essa variavel.

Neste trabalho, a expressdo membranar negativa de CA-IX foi predominante nos
casos com infiltrado inflamatério intenso. Em compensagdo, nos casos com
infiltrados inflamatérios escassos e moderados, houve uma maior frequéncia da
expressdo membranar positiva da proteina. Estes resultados indicam que a
expressdo de CA-IX inibe a formacédo do infiltrado inflamatério, por alterar o pH
tecidual, em virtude da homeostase tumoral. Assim, a diminui¢cdo do pH, ocasionada
pela hidratacdo do CO,, diminui o recrutamento das células de defesa, o que

contribui com a evolugéo da tumorigénese (SUPURAN, 2008).

Da mesma forma como a expressdo membranar positiva de CA-IX apresentou maior
relacdo com tumores bem diferenciados, tal expressdo também mostrou uma
associagcdo com a ndo ocorréncia de recidiva local e estes resultados estédo

envolvidos com melhores prognoésticos. Embora a regressao logistica multivariada
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nao tenha confirmado a relacdo de significancia, os valores sugerem que a
expressdo positiva de CA-IX membranar age como um fator de protecdo para a
ocorréncia de recidiva local e protege em até 4x. Em relacdo a Sobrevida Livre de
Doenca Local (LDL), aproximadamente 55% dos pacientes com expressao positiva
forte de CA-IX membranar apresentaram recidiva local. Em compensacdo, no
mesmo periodo, apenas 7% dos pacientes com expressao positiva fraca de CA-IX
recidivaram. Estes resultados corroboram com Perez-Sayans et al. (2012), que
observaram uma sobrevida inferior para os pacientes com expressao forte de CA-1X
e progndésticos melhores para 0s pacientes com expressao fraca ou negativa da
proteina.

Além disso, foi observada uma tendéncia a significancia referente a expresséo
citoplasmatica positiva de CA-1X e a Sobrevida Livre de Doenca (LD). Apesar de nao
significante, aproximadamente 56% dos pacientes com expressao positiva
apresentaram algum tipo de recidiva. Choi et al. (2008) e Birner et al. (2011) também
relacionaram a expressao citoplasmatica positiva de CA-IX com piores progndsticos

referentes a recidiva geral.

Os resultados também mostraram que 60% dos individuos com expressao
citoplasmatica positiva de CA-1X vieram a 0bito pela doenca. Em relacdo as curvas
de sobrevida, essa expressdo de CA-IX apresentou significAncia referente a
Sobrevida Doenca Especifica (DE). Assim, aproximadamente 64% dos pacientes
com expressdo positiva de CA-IX citoplasmética vieram a Obito decorrente da
doenca. A andlise multivariada confirmou a expressao citoplasméatica de CA-IX como
um fator de risco para a ocorréncia de 6bito doenca especifica, aumentando esse
risco em aproximadamente 3x. Kappler et al. (2008) e Eckert et al. (2010) também
observaram uma relacéo de positividade entre a expressao citoplasméatica de CA-1X

e 0 Obito em carcinoma epidermoide de cavidade oral.

Por fim, a analise multivariada também confirmou o tamanho do tumor como uma
variavel significante com a Sobrevida Doenca Especifica (DE) e os resultados
mostraram que o tamanho pT3 representa um fator de risco para a ocorréncia de
Obito pelo cancer e aumenta esse risco em aproximadamente 3x. Sabe-se que ha

tumores com espectro bem diferenciado, localizados, com crescimento lento, pouco
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agressivos e esses sao de grau 1. Ja os de grau 2 sS40 um pouco mais agressivos,
com uma taxa maior de invasao no tecido normal e costumam reincidir. Nos casos
de grau 3 € necessario o tratamento complementar, além da cirurgia, pois ha uma
malignidade maior. Finalmente, o tumor de grau 4 se espalha rapidamente,
invadindo outros tecidos. Entre os tumores de baixo grau (1 e 2), o indice de recidiva
é entre 30% e 50%, mesmo com o tratamento adequado. J4 em casos de alto grau
(3 e 4), a probabilidade de recidiva é maior, chegando a quase 100%, e a taxa de
Obito decorrente da doenca é elevada (FERREIRA; ROCHA, 2010).
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6. CONCLUSOES

Neste estudo, as andlises de VEGF, CA-IX e PAI-1 foram efetuadas por meio de
imuno-histoquimica, com o intuito de observar as influéncias dessas proteinas nas
caracteristicas clinicopatoldgicas e no prognéstico de pacientes com CEC oral, bem
como observar a atuacéo dos constituintes do tabaco na génese tumoral. Diante dos

resultados, conclui-se que:

¢ Nao foram encontradas significancias estatisticas entre o habito tabagista e
as expressoes de VEGF, PAI-1 e CA-IX, no entanto, acredita-se que este

resultado foi decorrente da composi¢do da casuistica do trabalho;

e A frequéncia de positividade da expressédo CA-IX confirmou a existéncia de
diferencas bioldgicas entre as expressdes negativa e positiva da proteina
(p=0,027);

e Em relacdo as caracteristicas clinicopatolégicas, o grau de diferenciacao
tumoral apresentou uma associacdo significante com as expressdes
citoplasmaticas negativa e positiva de VEGF (p=0,035) e também foi
observada uma relacao significante entre a presenca do infiltrado inflamatério
e as expressodes positivas fraca e forte da proteina (p=0,038);

e O nivel da expressao citoplasmatica de PAI-1 mostrou relacdo significante
com o grau de diferenciacdo tumoral (p=0,027) e as expressoes
citoplasmatica e membranar da proteina apresentaram positividade referente

ao infiltrado inflamatério (p=0,013; p=0,033, respectivamente);

e A expressao citoplasmatica positiva de CA-IX mostrou uma associacdo com a
ocorréncia de linfonodos acometidos (p=0,025) e a analise multivariada néo
confirmou essa associacdo (OR=3,62; IC= 0,99-13,20). Aléem disso, a
expressdo membranar da proteina foi significantemente relacionada com a

presenca do infiltrado inflamatério (p=0,044);
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Em relac&o ao progndstico, a recidiva local apresentou uma associagcdo com
as expressdes membranares negativa e positiva de PAI-1 (p=0,027). A
analise multivariada confirmou essa relacdo e mostrou que a expressao
membranar positiva da proteina aumenta o risco para a ocorréncia de recidiva
local em aproximadamente 14x (OR=14,49; 1C=1,40-150,01);

Em relac@o as curvas de sobrevida, as expressodes positivas fraca e forte de
CA-IX membranar apresentaram significancia referente a Sobrevida Livre de
Doenca Local (LDL) (p=0,038). No entanto, a analise multivariada nao
confirmou essa relagédo (HR=7,58; 1C=0,76-75,33);

As expressfBes citoplasmaticas negativa e positiva de CA-IX foram
significantemente associadas a Sobrevida Doenca Especifica (DE) (p=0,022)
e a analise multivariada confirmou a expressao citoplasmatica de CA-IX como
um fator de risco para a ocorréncia de Obito doenca especifica, aumentando

esse risco em aproximadamente 3x (HR=2,84; 1C=1,02-7,87).
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8. APENDICES

UGA | - UNIDADE DE GESTAO ASSISTENCIAL - HOSPITAL HELIOPOLIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

S8o Paulo, 13 de Setembro de 2011,
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Redoranto: “Anéfise da expresséo génica em Indiwiduas com carcinoma epidermaide de cabeca @ pescogo @
cblulas am cultwra: relagio com o tabagismo”.
Regsiro CEP. §18

Vimos por meo dests, dedarar que o Comis da Elics am Pesquisa do Hosphial Helidpols avaliou & aprovou em
reunsio plendria ocorrida em 13092011 o estudo supracitads, endo como autores Dr. Marcos Brasifng de Carvalho ¢
Cra, Adriana Madeira Alvares ca Silve e como relator o Dra. Viviere AP, Moreira Lessa

0BS: O Comité de Ence em Pesquiss do Hospial Habdpals segue e Resolugso 19595 CNSMS e as demas nomes &
Iagistacies perinenis & Pesquisa Cimce am nosso pals, bem como & Conferdnaa (nfemacianyl de Hamanizagio dy
Boas Pratcas Chncas (JCH-GCP),

NOTA: O Comité de Etica am Pesquisa do Hospital Helépolls soficits a apresentacio obrigatéria dos relatérios
Semestrals (1303/2012); Anuals (13092012) o Finais, bem como nolificagio de eventos sdversos, eventuals
Emendas ou modificagdes no protocolo para apreciaglo do CEP,

Estamos 4 dispesiclo para quasquer esdanecimanias.
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. £5nbaag we ®203 30 gawos
Dr. Oditon Victor Porto Denardin oo NS aeey
unpmuae QL 201914 IR0 X
Coordenador do CEP Heliopolis

Rua Clinege Xaver, 276 — 10° Andar - Sacoma - Saa Pauio -CEP 04231-030.
Fore: 22151001 / 2274-7600 ramal 408 | Fax 20625764
E-mal: osp_neliopoisilyahon com.br

Apéndice A. Aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Helidpolis referente ao trabalho
“Analise da expressdo génica em individuos com carcinoma epidermoide de cabega e pescogo e

células em cultura: relagdo com o tabagismo”.



