
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPÍRITO SANTO  

CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE  

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOTECNOLOGIA 

 

LUCAS DE LIMA MAIA 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO JMJD1A COMO MARCADOR 

MOLECULAR DE PROGNÓSTICO EM PACIENTES COM 

CARCINOMA EPIDERMÓIDE ORAL E DE OROFARINGE 

 

 

 

 

 

 

 

 

VITÓRIA 

2014 

 



 

 

LUCAS DE LIMA MAIA 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO JMJD1A COMO MARCADOR 

MOLECULAR DE PROGNÓSTICO EM PACIENTES COM 

CARCINOMA EPIDERMÓIDE ORAL E DE OROFARINGE 

 

 

 

Dissertação apresentada ao 
Programa de Pós-Graduação em 
Biotecnologia do Centro de Ciências 
da Saúde da Universidade Federal 
do Espírito  Santo,  como  requisito 
parcial  para  obtenção  do  título  de 
Mestre em Biotecnologia. 
 
Orientador: Adriana Madeira Álvares 
da Silva Conforti. 
 
Co-orientador: Iúri Drumond Louro 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

VITÓRIA 

2014 

  



 

 

TERMO DE APROVAÇÃO 

 

LUCAS DE LIMA MAIA 

 

 

 

AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO JMJD1A COMO MARCADOR 

MOLECULAR DE PROGNÓSTICO EM PACIENTES COM 

CARCINOMA EPIDERMÓIDE ORAL E DE OROFARINGE 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia do 
Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Espírito Santo como 
requisito parcial para obtenção do título de Mestre em Biotecnologia 

 

Apresentada em 21 de Fevereiro de 2014. 

 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

 

___________________________________________ 

Profª. Dra. Adriana Madeira Álvares da Silva Conforti. 
Universidade Federal do Espírito Santo 

(Orientadora) 

 

___________________________________________ 

Prof. Dr. Iúri Drumond Louro 
Universidade Federal do Espírito Santo 

(Co-Orientador) 

 

       

_______________________________________ 

Profª. Dra. Flávia Errera 

                                       Escola Superior de Ciências da Santa Casa de Misericórdia 

(Membro Interno) 

 

________________________________________ 

Prof. Dr. Fábio Daumas Nunes 

Universidade de São Paulo 

                                                          (Membro Externo) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho as pessoas que me 

ajudaram a transpor e a vencer as 

inúmeras dificuldades e barreiras ao longo 

destes dois anos de mestrado. Meus 

sinceros agradecimentos. Obrigado! 



 

 

AGRADECIMENTO 

 

 

Primeiramente gostaria de agradecer a Deus por ser tão bondoso e me abençoar 

com tantas conquistas. 

A Profa. Dra. Adriana Madeira Álvares da Silva Conforti, por acreditar em mim e pelo 

voto de confiança no meu trabalho. 

Ao Prof. Dr. Iúri Drumond Louro, meu co-orientador, por toda ajuda dada nos 

momentos necessários. 

As pessoas do Laboratório de Patologia Bucal da USP por toda ajuda e auxílio dado 

na parte experimental e por terem me recebido de forma tão prestativa e acolhedora. 

Ao Prof. Ms. Marcelo dos Santos pelos conselhos, pela ajuda na parte experimental 

e em especial na análise estatística. 

Ao Prof. Ms. Leonardo Trivilin pela ajuda na análise das lâminas e pelos conselhos 

pertinentes e valiosos.  

A todos os professores da pós-graduação pelo amplo conhecimento ensinado. 

A secretária da pós-graduação por ter me ajudado em todos os problemas de forma 

tão educada e simpática.  

A CAPES pela bolsa, sem ela tudo isso seria muito mais difícil. 

A FAPES pelo auxílio dado a minha viagem para São Paulo. 

A minha família, em especial a minha mãe, que me apoiou e sempre esteve ao meu 

lado me incentivando. 

Aos meus tios João Maia e Norma Maia, e primo João Paulo Maia por terem me 

recebido em sua casa em Alegre sempre que precisei de forma tão carinhosa e 

educada. 



 

 

Aos amigos pelas horas de relaxamento e pelo companheirismo e palavras de ajuda 

nos momentos difíceis. 

Aos meus colegas de trabalho pela convivência agradável, pelos conselhos diante 

algum problema na parte experimental ou não. 

E a todos aqueles que me ajudaram a realizar este trabalho. 

 

OBRIGADO! 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Não é o mais forte que sobrevive, nem o 

mais inteligente, mas o que melhor se 

adapta às mudanças” (Charles Darwin) 



 

 

RESUMO 

 

 

Câncer escamoso de cabeça e pescoço (CECP) é o sexto tipo de tumor mais 

comum no mundo. Surgem aproximadamente 600.000 novos casos e 300.000 

mortes ocorrem no mundo anualmente. A proteína JMJD1A é uma desmetilase de 

histona tendo um importante papel na regulação epigenética do DNA, ela tem sido 

relacionada com o desenvolvimento e prognóstico de diversos tipos de tumores. O 

objetivo do trabalho foi associar a expressão da proteína JMJD1A com 

características clinicopatologicas, prognósticas e a sobrevida de pacientes com 

câncer de cabeça e pescoço. A análise foi realizada por meio da avaliação de lâmina 

de tissue microarray corada pela técnica de imuno-histoquímica. A análise foi feita 

pela avaliação positiva ou negativa da proteína, com nível fraco ou forte desta 

expressão nos casos em que a proteína estava presente. A análise da expressão da 

proteína JMJD1A foi realizada através da avaliação da expressão da proteína no 

núcleo e no citoplasma.  A expressão da proteína foi diferencialmente significante 

nas localizações núcleo e citoplasma. A expressão nuclear e citoplasmática mostrou 

relação com a presença de linfonodos acometidos. Além disso, a expressão 

citoplasmática mostrou relação com o infiltrado inflamatório e tamanho do tumor. Na 

análise multivariada, os linfonodos mostraram relação com a positividade da 

expressão da proteína no núcleo e no citoplasma, mas também mostraram 

associação com o tamanho do tumor. O nível da expressão da proteína no núcleo 

mostrou significância com a recidiva geral. Na análise multivariada a recidiva geral e 

o óbito tiveram relação com a forte expressão da proteína no núcleo. Além disso, o 

óbito mostrou associação com o estadiamento do tumor. A sobrevida doença 

específica teve relação com a forte expressão nuclear da JMJD1A e com o 

estadiamento tumoral. Dessa forma,  a proteína JMJD1A se mostrou como um 

promissor marcador de prognóstico para pacientes com carcinoma de cabeça e 

pescoço.  

 

 

Palavras Chaves: Câncer de cabeça e pescoço, JMJD1A, imuno-histoquímica.  



 

 

ABSTRACT 

 

 

Squamous cell cancer of the head and neck (HNSCC) is the sixth most common 

cancer in the world. There are approximately 600,000 new cases and 300,000 

deaths occur worldwide each year. The JMJD1A protein is a histone demethylase 

having an important role in the epigenetic regulation of DNA, it has been associated 

with the development and prognosis of various types of tumors. The objective was to 

associate the expression of JMJD1A protein with clinicopathological characteristics, 

prognostic and survival of patients with head and neck cancer. The analysis was 

performed through the evaluation of tissue microarray slide stained by 

immunohistochemical technique. The analysis was performed by positive or negative 

evaluation of the protein with strong or weak level of this expression where the 

protein was present. Analysis of the expression of the protein JMJD1A was 

performed by evaluating the expression of the protein in the nucleus and cytoplasm. 

Protein expression was significantly differentially locations in the nucleus and 

cytoplasm. Nuclear and cytoplasmic expression was related to the presence of 

metastatic lymph nodes. Also, cytoplasmic expression was related to inflammatory 

infiltrates and tumor size. In multivariate analysis, the lymph nodes showed a positive 

relationship with protein expression in the nucleus and cytoplasm, but also showed 

association with tumor size. The level of protein expression in the nucleus showed 

significance with the general recurrence. In multivariate analysis the overall 

recurrence and death were related to the strong expression of the protein in the 

nucleus. Moreover, death was associated with tumor stage. The disease-specific 

survival was related to the strong nuclear expression of JMJD1A and tumor staging. 

Thus, the protein JMJD1A proved as a promising prognostic marker for patients with 

carcinoma of the head and neck. 

 

Key Words: Head and neck cancer, JMJD1A, Immunohistochemical.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

1.1 Câncer de Cabeça e Pescoço 

 

 

Câncer de cabeça e pescoço é um termo genérico definido  para descrever tumores 

malignos do trato aerodigestivo superior. Esta região anatômica inclui a cavidade 

oral, seios paranasais, faringe e laringe, além de glândulas e da pele de 

revestimento da cabeça e do pescoço. Cerca de 40% dos tumores de cabeça e 

pescoço ocorrem na cavidade oral, 15% na faringe, 25% na laringe e o restante nos 

demais sítios remanescentes (glândulas salivares, tireoide, cavidade nasais) 

(DOBROSSY, 2005). O tipo histológico mais frequente é o carcinoma epidermóide, 

presente em mais de 90% dos casos (DEDIVITIS et al., 2004). 

Carcinoma epidermóide de cabeça e pescoço (CECP) é o sexto tipo de tumor mais 

comum no mundo com aproximadamente 600.000 novos casos e cerca de 300.000 

mortes ocorrendo anualmente. Pouco mais de 40% dos pacientes com CECP 

sobrevivem por mais de 5 anos após o diagnóstico (LEEMANS et al., 2010; 

STRANSKY et al., 2011). 

Segundo dados do Instituto Nacional de Câncer (INCA), é esperado para o ano de 

2014 576 mil novos casos de câncer, sendo que desses, estima-se que 15.290 de 

câncer oral e 7.640 de laringe (INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER JOSÉ 

ALENCAR GOMES DA SILVA, 2014). 

Os fatores de risco mais significativos identificados para doença são o uso de 

tabaco, consumo de álcool, os quais parecem ter efeito sinergético. Um subgrupo de 

CECP particularmente os que se localizam na orofaringe, possui relação com a 

infecção pelo Papipolma Vírus Humano (HPV) (MAILLOT et al., 2001, OGDEN, 

2005; SEITZ, 2007; HECK, et al., 2009; LEEMANS et al., 2010; STRANSKY et al., 

2011). 
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Pacientes do sexo masculino, indivíduos mais velhos, de baixa renda e escolaridade 

estão mais sujeitos ao aparecimento ou estadio mais avançado da doença, porém 

para ocorrer o desenvolvimento dos tumores uma combinação de fatores precisa 

acontecer, o que inclui fatores ambientais relacionados ao estilo de vida fatores 

genéticos de suscetibilidade, incluindo a eficácia do organismo em metabolizar 

substâncias carcinogênicas, bem como a habilidade das células em reparar danos 

acumulados no DNA ou, alternativamente, promover a apoptose quando muitos 

danos tenham ocorrido (SCHANTZ et al., 2000). 

As características tumorais com maior importância para a prática da clínica 

oncológica são o tamanho do tumor, presença de linfonodos cervicais acometidos e 

metástase à distância, classificando o paciente segundo o manual TNM. A partir do 

TNM os pacientes são classificados em estadios, sendo que o estadio I são os 

tumores classificados como T1N0, estádio II, os tumores classificados como T2N0, 

estádio III os tumores classificados como T3N0 ou T1N1, T2N1, T3N1 e o estádio IV 

é  composto pelo tumores T4 em qualquer condição N ou T1, T2, T3 com N maior ou 

igual a 2 (SOBIN et al., 2011). E o tratamento geralmente é realizado por meio de 

algumas abordagens terapêuticas como cirurgia, radioterapia e quimioterapia. O 

protocolo terapêutico é definido de acordo com o estadio em que o paciente se 

classifica (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2009). 

Recentemente, muitos expressos tem sido relacionados com o surgimento, 

progressão e prognóstico da doença. Entre esses genes estão os oncogenes, 

supressores de tumor e outros relacionados à condição de hipóxia. (SAR et al., 

2009; SANTOS et al., 2012). 
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1.2 Hipóxia e Câncer 

 

 

Hipóxia consiste na condição em que as células que estão localizadas longe dos 

vasos sanguíneos tem o seu suprimento de oxigênio reduzido (GILKES  & 

SEMENZA, 2013). O processo de hipóxia nas células ocorre quando a taxa de 

crescimento e metabolismo supera o suprimento de oxigênio vascular, levando a 

uma baixa concentração de oxigênio celular, e assim interferindo em diversos 

processos importantes para a sobrevivência da célula. A resposta a condição de 

hipóxia também pode acontecer pela ação de alguns agentes, mesmo na presença 

de oxigênio, como é o caso do níquel, cobalto, o ferro-quelante (deferoxamina) e 

dimetiloxalilglicina (DMOG; um análogo de 2-oxoglutarato) (CHEN & COSTA, 2009; 

SEMENZA, 2012). 

A resposta á hipóxia é caracterizada pela a alteração do padrão de expressão de 

genes para se adaptar e sobreviver às condições desfavoráveis produzidas pelo 

ambiente hipóxico, por meio da ativação da via glicolítica anaerobiótica e estímulo 

da angiogênese (SEMENZA, 2013). Esta resposta não somemente é importante  

para o desenvolvimento normal da célula mas também tem uma forte influência na 

progressão de células tumorais (KRIEG et al., 2010). 

Exposição a hipóxia induz a estabilização do fator induzivel de hipóxia 1 (HIF1). Em  

condições  de baixo teor de oxigênio,  a  subunidade  HIF1-alpha (HIF-1α)  é  

estabilizada  e  traslocada  do citoplasma para o núcleo, onde dimeriza com a 

subunidade HIF1-beta (HIF-1β), formando o complexo HIF1 trascricionalmente ativo. 

Já em condições de normóxia,  a HIF-1α é rapidamente degradada pela 

ubiquitinação mediada pelo proteossomo  (SAR et al., 2009). 

A hipóxia ativa os Fatores Induzíveis de Hipóxia (HIFs)  que são reguladores 

essenciais de resposta a essa condição, eles  regulam a transcrição de genes 

envolvidos no metabolismo,  angiogênese,  diferenciação, invasão e metástase.  

(KRIEG et al., 2010; PARK et al., 2013). A hipóxia ocorre em muitas condições 

patológicas como doença isquêmica do coração, acidente vascular cerebral, 

retinopatia diabética, glaucoma, câncer e outras anormalidades (VAVILALA et al., 

2012). 
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A resposta a hipóxia é essencial para o crescimento de tumores sólidos, tendo uma 

grande influência no desenvolvimento, na progressão e no tratamento da doença. A 

hipóxia intratumoral afeta muitos dos principais processos relacionados à biologia do 

câncer, tais como a invasão celular, metástase e a estimulação à morte celular. 

Hipóxia intratumoral e/ou a expressão de proteínas relacionadas a esta condição 

são preditivas de pior prognóstico em casos de câncer de mama, cabeça e pescoço, 

câncer de pulmão, cervical e colorretal. Dessa forma, a resposta a hipóxia contribui 

para um ambiente tumoral hostil e para um fenótipo neoplásico mais agressivo 

(UEMURA, et al., 2010). 

Embora a hipóxia leve a morte de algumas células tumorais, ela estabelece uma 

forte pressão seletiva que resulta na sobrevivência das células mais agressivas e 

com maior potencial de promover metástase. Essas células conseguem escapar do 

ambiente hipoxico nocivo pela ação de estímulos que levam a glicólise anaeróbica, 

angiogênese, ativação de fatores pró-angiogênicos, remodelação da matriz 

extracelular e indução de outras vias metastáticas que consequentemente 

favorecem a recidiva tumoral e metástase. Além disso, como dito anteriormente a 

hipóxia induz a expressão de alguns genes que estão associados a um pior 

prognóstico em casos de câncer em humanos (YAMADA et al., 2012).  

A presença do crescimento tumoral em condições de hipóxia também tem um 

importante impacto na eficácia dos tratamentos contra o câncer. Tumores hipoxicos 

são resistentes a radioterapia e quimioterapia desde que estes tratamentos 

dependam da geração de radicais livres de oxigênio para induzir danos letais no 

DNA (SAR et al., 2009). 

Já está bem descrito  na literatura  alguns genes que são alvos da HIF-1 como é o 

caso do VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), gene necessário para 

angiogênese, genes tranportadores de glicose (GLUT1 e GLUT2), CAIX (anidrase 

carbonica), gene responsável pela regulação pH celular (MELSTROM et al., 2011; 

PINHEIRO et al., 2011; ISA et al., 2014).  Nos últimos anos, outros genes tem sido 

identificados como sendo alvos da HIF-1 como, por exemplo,  o gene JMJD1A 

(Jumonji Domain 1A) (Figura1) (WELLMANN et al., 2008; SAR et al., 2009; GUO et 

al., 2012). 
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Figura 1: Provável modelo de regulação da JMJD1A pela hipóxia. Sob hipóxia, a HIF-1α é hidroxilada 
pela oxygen –dependent  prolil hydroxylase (PHD), a qual direciona para a ubiquitinação pela proteína 
VHL e subsequente degradação proteossomal. Sob hipóxia a proteína HIF-1α é estabilizada  e 
aumenta a expressão dos genes de resposta a hipóxia incluindo a JMJD1A, os quais estimulam a 
carcinogênese. 

 

 

 

1.3 JMJD1A 

 

 

Quando as células estão sob hipóxia,  mudanças epigenéticas ocorrem como 

mecanismo para fornecer sobrevida a célula para que transponha as dificulades 

geradas pelo ambiente nocivo. Epigenética são as mudanças da expressão gênica 

herdadas sem que ocorra alteração da sequência do DNA. Entre os diferentes tipos 

de mudanças epigenéticas as mais caracterizadas são a metilação do DNA e 

acetilação, desacetilação e metilação de histonas, ambas relacionadas a progressão 

tumoral (GAO et al, 2009). 

O  octâmero de histonas é formado por duas cópias de histonas H2A, H2B, H3 e H4. 

A cauda N-terminal da proteína se extende a partir do nucleossomo e forma sítios 

onde ocorre os processos de fosforilação, metilação, acetilação e ubiquitinação. Tais 
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modificações afetam a estrutura da cromatina e consequentemente a transcrição 

gênica. A acetilação das lisinas da histonas geralmente ativam a transcrição gênica, 

enquanto que a metilação das lisinas pode ter efeito diferente dependendo do status 

e a posição onde ocorre o processo. A metilação da lisina 4, lisina 36, lisina 79 na 

histona H3 usualmente resulta na ativação da transcrição, enquanto a metilação da 

lisina 9 e lisina 27 na histona H3 e lisina 20 na histona H4 geralmente é relacionada 

ao silenciamento gênico (GAO et al., 2009). 

A via da HIF regula muitas proteínas que facilitam a adaptação metabólica para 

suportar a hipóxia, como é o caso das proteínas pertencentes ao domíno Jumonji-C 

(JmjC). Dessas proteínas desmetilases de histonas, quatro (JMJD1A, JMJD2B, 

JMJD2C e JARID1B) são ativadas por meio da ligação dos elementos responsivos 

de hipóxia em suas regiões promotoras (VAVILALA et al., 2012).  

O gene JMJD1A, também conhecido por JMJ C-domain-containing histone 

demethylase 2A (JHDM2A ou KDM3A),  realiza a desmetilação de histonas em 

resíduos de lisina e arginina em reação oxigênio dependente que necessita de íons 

Fe (II) e α-cetoglutarato como cofatores. Tem se discutido a possibilidade da 

JMJD1A conseguir catalizar a desmetilação em ambientes hipóxicos mesmo sendo o 

oxigênio um substrato essencial para a reação de desmetilação oxidativa 

(WELLMANN et al., 2008). 

Este gene é capaz de desmetilar as histonas H3 di ou mono-metilada na lisina 9 

(H3K9me2 e H3K9me1). A metilação de histonas contribui para uma mudança na 

estrutura da cromatina que pode influenciar a expressão gênica, a replicação e o 

reparo do DNA. Em células tronco embrionárias, a JMJD1A está envolvida em 

manter a pluripotência impedindo que os promotores dos genes de diferenciação 

celular tenha a sua H3K9 dimetilada (LOH et al., 2007). 

A JMJD1A possui um importante papel no crescimento tumoral em microambiente 

hipóxico (Figura 2). A proteína é importante por facilitar a ativação de genes 

relacionados com a resposta a hipóxia,  por  meio da redução da metilação das 

H3K9 das regiões reguladoras dos genes alvos (KRIEG et al., 2010)  

Um nível baixo da JMJD1A resulta em uma baixa atividade desmetiladora e 

ineficente ativação gênica. A indução da JMJD1A pela hipóxia pode aumentar a 
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atividade das desmetilases de histonas nos promotores de genes alvos, como por 

exemplo, ADM e GDF15, para compensar a redução do oxigênio durante a hipóxia. 

A regulação da JMJD1A ajuda a manter o fenótipo indiferenciado das células 

tumorais (Figura 2) (KRIEG et al., 2010). 

 

 

Figura 2: Modelo de ação da JMJD1A durante a hipóxia. Hipóxia celular estabiliza a HIF-1α, a qual 
induz muitos genes, incluindo a JMJD1A. O aumento da expressão JMJD1A reduz o nível de 
metilação nos promotores de alguns genes específicos, como o ADM e GDF15, aumentando a 
expressão e possivelmente o controle do crescimento tumoral. Fonte: (KRIEG et al., 2010). 

A JMJD1A atua como um regulador pro-angiogênico que promove o inicio do 

crescimento tumoral (VAVILALA et al., 2012). Acredita-se que a regulação 

epigenética sob situações de hipóxia e falta de nutrientes podem ser  fatores 

essenciais para a agressividade tumoral e mudança no metabolismo das células 

neoplásicas. (OSAWA, et al., 2013; PARK et al., 2013). 

A metilação da H3K9 tem sido associada com repressão transcricional e formação 

de heterocromatina. Perda global de metilação da H3K9 foi observada em muitos 

tipos de câncer. Além disso, muitos tumores tem sido relacionados à perda da 

atividade de metiltransferase da H3K9. As proteínas da  família JMJC, iclusive a 

JMJD1A são promissores alvos terapêuticos para o tratamento do câncer (LIM et al., 

2010).  

A JMJD1A tem sido relacionada com o desenvolvimento e prognóstico de diversos 

tipos de tumores, tais como o câncer colorretal (UEMURA et al., 2010),  

nasofaríngeo (DU et al., 2011), hepatocelular (PARK et al., 2013). Com relação ao 
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de câncer de cabeça e pescoço, trabalhos que relacionam a JMJD1A com o 

desenvolvimento e prognóstico da doença são raros na literatura. Dessa forma, o 

presente estudo visa relacionar  a expressão da proteína JMJD1A com 

características clinicopatológicas, prognósticas e a sobrevida de pacientes com 

carcinoma oral e orofaringe. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 

Avaliar a relação da expressão da proteína JMJD1A com características 

clinicopatológicas, prognósticas e com a sobrevida de pacientes com carcinoma 

epidermóide oral e orofaringe. 

 

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 

 Avaliar a expressão por meio de imuno-histoquímica da JMJD1A em tecido 

tumoral em lâmina de tissue microarray; 

 Comparar a expressão da JMJD1A entre o núcleo e citoplasma; 

 Relacionar a expressão da JMJD1A com características clinicopatológicas; 

 Correlacionar a expressão da JMJD1A com características prognósticas; 

 Avaliar a influência da expressão JMJD1A na sobrevida livre de doença 

específica e doença local. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 

 

3.1 Aspectos Éticos 

 

 

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do Hospital 

Heliópolis em 13 de Setembro de 2011, sob o número 818 e é subprojeto do Projeto 

Genoma Clínico do Câncer de Cabeça e Pescoço (Processo FAPESP no. 04/12054-

9), também aprovado pelo CEP do Hospital  Heliópolis sob o número 386 aprovado 

em 15 de abril de 2005 (Anexo 1). 

O material utilizado para a realização do estudo consistiu de tecido parafinizado que 

foi coletado e armazenado regularmente após o  ato cirúrgico pelo Serviço de 

Anatomia Patológica do Hospital Heliópolis. 

Os participantes do estudo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido 

do Projeto Genoma Clínico do Câncer de Cabeça e Pescoço e muitos foram a óbito 

dada a agressividade da doença. 

 

 

 

3.2 Casuística 

 

 

Para a realização da pesquisa, foram estudados 80 pacientes com carcinoma 

epidermóide de boca e orofaringe, tratados cirurgicamente no Serviço de Cirurgia de 

Cabeça e Pescoço do Hospital Heliópolis, dentre o período de janeiro de 2002 a 

dezembro de 2005. Todos os casos têm confirmação  histológica através de nova 

análise histopatológica e do diagnóstico, com seguimento mínimo de 24 meses a 
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partir do tratamento inicial, realizado de acordo com a rotina estabelecida pelo 

Serviço.  

Para a uniformidade da casuística, foram excluídos os casos com  tratamento prévio 

à cirurgia, tratamento pós operatório com quimioterapia ou com metástase à 

distância. Foram  retirados os casos sem informações relevantes para o estudo ou 

representatividade das amostras para a  análise histopatológica e imuno-

histoquímica. Também  foram excluídos os casos não submetidos ao esvaziamento 

de linfonodos cervicais ou que apresentaram margens tumorais comprometidas. 

 

 

 

3.2.1 Caracterização da Casuistica 

 

 

Dos 80 pacientes analisados 68 eram homens e 12 eram mulheres com idade média 

de 54 anos e desvio padrão de ±10,4 (24-79). Dos casos 71% eram tabagistas e 

55%  etilistas (Tabela 1).  

 

Tabela 1: Caracterização epidemiológica da casuística em relação ao gênero, idade e hábitos 
tabagista e etilista. 

Características epidemiológicas 
Casos 

No. (%) 

Gênero 
  

Feminino 12 15,0 

Masculino 68 85,0 

Faixa etária, anos 
  

média 54,4 / desvio padrão ±10,4 (24-79) 
  

≤ 55 anos 42 52,5 

> 55 anos 38 47,5 

Hábito tabagista 
  

Não 23 28,8 

Sim 57 71,2 

Hábito etilista 
  

Não 36 45,0 

Sim 44 55,0 

Total 80 100,0 
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Em relação à localização do tumor, 60 (75%) casos foram de tumores da cavidade 

oral e 20 (25%) foram de orofaringe. O estadiamento IV do tumor foi encontrado em 

mais de 50% dos individuos. O tamanho do tumor, pT, apresentou uma distribuição 

na qual mais de 50% foram tumores pT3 e pT4. Em relação a presença de 

linfonodos aproximadamente 60% dos pacientes possuia linfonodos positivos 

(Tabela 2).  

Tabela 2: Caracterização clínica da amostra  em relação ao sítio, estadiamento, tamanho do tumor e 
linfonodos. 

Características clínicas 
Casos 

No. (%) 

Sítio 
  

Cavidade oral 60 75,0 

Orofaringe 20 25,0 

Estadiamento 
  

Estádio I 3 3,8 

Estádio II 16 20,0 

Estádio III 20 25,0 

Estádio IV 41 51,2 

Tamanho do tumor (pT) 
  

pT1, pT2 33 41,2 

pT3 19 23,8 

pT4 28 35,0 

Linfonodos (pN) 
  

Negativo 33 41,2 

Positivo 47 58,8 

Total 80 100,0 

Os tumores foram bem ou moderadamente diferenciados em 90% dos casos.  Dos 

casos analisados 66% apresentaram invasão linfática A metade dos casos 

apresentou invasão perineural. O infiltrado inflamatório predominante foi o escasso 

ou moderado. A demosplasia foi leve ou moderada em aproximandamente 80% 

casos e em 67% dos indivíduos a necrose, esteve presente (Tabela 3). 
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Tabela 3: Caracterização histopatológica dos casos segundo o grau de diferenciação, infiltração 
linfática, invasão perineural, infiltrado inflamatório, desmoplasia e necrose. 

Características histopatológicas 
Casos 

No. (%) 

Grau de diferenciação 
  

Bem 33 41,2 

Moderadamente 39 48,8 

Pouco 8 10,0 

Infiltração linfática 
  

Ausente 27 33,8 

Presente 53 66,2 

Invasão perineural 
  

Ausente 40 50,0 

Presente 40 50,0 

Infiltrado inflamatório 
  

Escasso 33 41,3 

Moderado 34 42,4 

Intenso 13 16,3 

Desmoplasia 
  

Leve 37 46,3 

Moderado 26 32,4 

Intenso 17 21,3 

Necrose 
  

Ausente 13 16,2 

Presente 67 83,8 

Total 80 100,0 

De todos os casos incluídos no estudo,  55 % foram tratados com radioterapia pós-

operatória. A maioria dos pacientes apresentou  recidiva geral, porém,  40%  

manifestou  recidiva local. A taxa de óbito chegou a 52,5% durante o periodo de 

acompanhamento clínico. 

Tabela 4: Caracterização do tratamento e prognóstico da casuística de acordo com a cirurgia, 
radioterapia , quimioterapia, recidiva geral, recidiva local e óbito. (Continua na próxima) 

Características do tratamento e 
prognóstico 

Casos 

No. (%) 

Radioterapia 
  

Não 36 45,0 

Sim 44 55,0 

Recidiva geral 
  

Não 27 33,8 

Sim 51 63,8 

Não avaliado 2 2,4 
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Tabela 4: Caracterização do tratamento e prognóstico da casuística de acordo com a 
cirurgia, radioterapia , quimioterapia, recidiva geral, recidiva local e óbito. (Continua na 
primeira) 

Recidiva local 

Não 46 57,5 

Sim 32 40,0 

Não avaliado 2 2,5 

Óbito 
  

Não 30 37,5 

Sim 42 52,5 

Não avaliado 8 10,0 

Total 80 100,0 

 

 

 

3.3  Construção do TMA ( Tissue microarray) 

 

 

Para o melhor aproveitamento dos anticorpos e economia de material emblocado 

dos pacientes, foi montado um tissue microarray de carcinoma epidermóide de 

cavidade oral e orofaringe. 

Após a revisão das lâminas pela coloração de hematoxilina e eosina (H.E.) dos 

blocos selecionados, estas foram analisadas e duas áreas foram delimitadas com 

caneta apropriada para marcação (as áreas marcadas foram representativas do 

tumor). Posteriormente, foram delimitadas as áreas nos blocos de parafina, 

chamados de blocos doadores. 

Dos blocos doadores foram retirados fragmentos cilíndricos de 1mm e estes 

acondicionados em um outro bloco chamado de bloco receptor. Cada bloco doador 

foi representado em duplicata no bloco receptor. Esta etapa foi realiza em aparelho 

“Tissue Arrayer” da marca Beecher Instruments® (Silver Spring MD), no 

Departamento de Anatomia Patológica do Hospital do Câncer São Paulo AC 

Camargo. Os casos foram previamente dispostos em ordem numérica crescente de 

acordo com o registro de prontuário da cabeça e pescoço do Hospital Heliópolis e 

amostrados em duplicata, segundo a figura 3. 
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Em seguida esses blocos foram levados ao micrótomo e obtidos cortes histológicos 

sequenciais de 3μ que foram dispostos em lâminas com adesivos da marca 

Microsystems Inc®.  

 

Figura 3: Mapa do tissue microarray, mostrando a organização dos casos na lâmina. 

 

 

 

3.4 Reação de imuno-histoquímica 

 

 

A lâmina de TMA  foi submetida à reação de imuno-histoquímica na qual foi utilizado 

o Kit da Spring  Bioscience® (California, Estados Unidos, PMB1-250) . A lâmina foi 

incubada por 45 minutos em solução de recuperação antigênica 3 em 1 pH 6. Após 

este tempo foi deixada em soluçao de EDTA (1mM, pH 8 - 9) por 10 minutos para 

bloqueio da reação de recuperação antigênica. Em seguida foi feito o bloqueio de 

peroxidade por 15 minutos através da utilização de uma câmara úmida. Novamente 

foram imersas em solução de EDTA por 5 minutos, processo este repetido por três 

vezes. Em seguida, procedeu-se o bloqueio de proteína por 15 minutos através da 

solução de bloqueio do kit. Após o bloqueio foi aplicado o anticorpo Anti – JMJD1A 

monoclonal (Estados Unidos, Abcam® – ab107234) dilúido 1/400 em diluente de 

anticorpo e deixado sobre a lâmina por 1 hora e 30 minutos em temperatura 

ambiente. 
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Após a incubação com o anticorpo primário diluído as lâminas foram imersas em 

solução de EDTA por 5 minutos, etapa repetida por mais duas vezes e em seguida 

foi aplicada a solução de complemento por 10 minutos. Depois foi aplicada a solução 

de conjugado HRP que foi deixada por 15 minutos. As lâminas foram novamente 

imersas em solução de EDTA por 5 minutos, processo repetido por mais três vezes. 

Logo após, as lâminas foram submetidas por 10 minutos ao cromógeno DAB Plus 

diluído 1/50 em solução diluente de DAB e em seguida lavadas com água destilada, 

coradas com hematoxilina por 5 minutos e desidradatas na bateria de xilol e álcool.  

Ao final de todas as etapas foi fixada a lamínula com resina.   

 

 

 

3.5 Análise da expressão da proteína JMJD1A 

 

 

A análise da lâmina foi feita através do microscópico óptico Zeiss® em aumento de 

100x e 400x. A expressão da JMJD1A foi avaliada duas vezes de forma 

independente nos dois spots de cada paciente e os casos conflitantes reanalizados. 

Todos as análises foram confirmadas por um patologista. 

A análise da expressão da proteína JMJD1A foi realizada através da avaliação da 

expressão da proteína no núcleo e no citoplasma. A análise foi realizada por meio de 

uma combinação de scores segundo trabalhos encontrados na literatura (SOINI et 

al., 2000; CAMPOS et al., 2009; SANTOS et al., 2012; DU et al., 2013). 

Durante a análise os pacientes foram classificados de acordo com duas categoria, a 

de intensidade de coloração e porcentagem de células marcadas.  A intensidade de 

coloração foi classificada como negativa (0), fraca (1), moderada (2) e forte (3). A 

porcentagem de células marcadas foi dividida da seguinte forma: 1 (<10%); 2 

(10≤50%) e 3 (>50%) de células marcadas. 

O score final foi obtido através da multiplicação dos score de intensidade de  

coloração e o score da porcentagem de célulals tumorais coradas. Ambos scores 

foram multiplicados e o resultado foi utilizado para classificar a expressão da 

JMJD1A como negativa (0), positiva fraca (1-4) e  positiva forte (>4). 
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3.6 Análise estatística 

 

 

A  margem de erro estipulada em menor que 5% foi adotada para confirmar a 

associação testada em nível matemático, de acordo com o teste de significância de 

Lilliefors (significância de p<0.05). 

Para os testes de associação foram utilizados o teste Qui-quadrado em análise 

bivariada e, quando necessário, o teste exato de Fisher. 

A regressão logística multivariada  foi utilizada para ajustar os valores do  odds ratio 

(OR) e o intervalo de confiança (IC 95%). Para este teste, foram selecionadas as 

variáveis que apresentaram o valor de p<0.05 quando testada diante a característica 

em  questão, em análise bivariada. 

Para a análise da sobrevida foi calculado o intervalo de tempo (em meses) entre as 

datas de cirurgia e óbito de cada paciente ou do último retorno nos casos de 

sobreviventes.  

Entretanto, o intervalo de tempo para as análises de sobrevidas livre de doença local 

e livre de doença regional foi calculado utilizando como ponto final as datas de 

recidiva local e recidiva  regional, respectivamente, ou a data do último retorno nos 

casos assintomáticos. As curvas de  sobrevidas  foram  avaliadas  segundo o 

modelo Kaplan-Meier e o valor de p de Wilcoxon.  

Posteriormente, o modelo Cox Proportional Hazards foi utilizado para a análise 

multivariada  considerando as variáveis com p<0.05. 

Os cálculos matemáticos foram realizados com a utilização do programa  Epi Info®  

v 3.4.3, 2007. 
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4. RESULTADOS 

 

 

A expressão JMJD1A nuclear foi negativa em 27 ( 33.8 %) casos, positiva fraca em 

31 (38.8 %) e positiva forte em 22 (27.5 %) casos. Já no citoplasma a JMJD1A 

apresentou expressão negativa em 11 (13.8 %) casos, em 63 (78.8 %) positiva fraca 

e em (7.5 %) 6 casos foi positva forte (Tabela 5). Os padrões de coloração utilizados 

podem ser observados na figura 4. A expressão da JMJD1A apresentou um perfil 

diferente estatisticamente siginificante entre o núcleo e o citoplasma (p<0.001).  

 

    

 

Figura 4: Fotos pradonização JMJD1A. A: Núcleo- Negativo, Citoplasma – Negativo; B: Núcleo – 
Positivo fraco, Citoplasma – Positivo fraco; C: Núcleo – Positivo forte, Citoplasma – Positiva forte. 
Fotos tiradas em aumento de 400x em microscópio óptico.  

 

A

A 

B 

C 
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Tabela 5: Comparação entre as expressões JMJD1A no núcleo e no citoplasma 

Expressão JMJD1A 

Localização 

Nuclear Citoplasmática 
p 

No. (%) No. (%) 

Negativo 27 33,8 11 13,8 < 0,001 

Positiva fraca 31 38,8 63 78,8 
 

Positiva forte 22 27,5 6 7,5 
 

Total 80 100,0 80 100,0   

No trabalho, observamos que a positividade da expressão nuclear da JMJD1A não 

mostrou relação com as características clinicopatológicas, tais como o tamanho do 

tumor (p=0.348), grau de diferenciação (p=0.972), infiltração linfática (p=0.345), 

invasão perineural (p=0.478), infiltrado inflamatório (p=0.228), desmoplasia 

(p=0.168) e necrose (p=0.094). No entanto, a expressão positiva da proteína 

mostrou uma relação estatisticamnte significante com a presença de linfonodos 

acometidos (p<0.001), conforme pode ser observado na tabela 6.  

O nível de expressão nuclear não mostrou relação significativa com as caraterística 

clinicopatológica analisada, são elas o tamanho do tumor (p=0.762), linfonodos 

(p=0.888), grau de diferenciação (p=0.992), infiltração linfática (p=0.318),  invasão 

perineural (p=0.441), infiltrado inflamatório (p=0.663), desmoplasia (p=0.327) e 

necrose (p=0.194) (Tabela 6). 
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Tabela 6: Análise da positividade e do nível de expressão nuclear JMJD1A segundo as 
características clinicopatológicas 

Características 
clinicopatológicas 

Expressão Nuclear JMJD1A 

Negativo Positivo 
p 

  Fraca Forte 
p 

No. (%) No. (%) 
 

No. (%) No. (%) 

Tamanho do tumor (pT) 
           

pT1, pT2 14 51,9 19 35,8 0,348 
 

12 38,7 7 31,8 0,762 

pT3 6 22,2 13 24,5 
  

8 25,8 5 22,7 
 

pT4 7 25,9 21 39,6 
  

11 35,5 10 45,5 
 

Linfonodos (pN) 
           

Negativo 18 66,7 15 28,3 < 0,001 
 

9 29,0 6 27,3 0,888 

Positivo 9 33,3 38 71,7 
  

22 71,0 16 72,7 
 

Grau de diferenciação 
           

Bem 11 40,7 22 41,5 0,972 
 

13 41,9 9 40,9 0,992 

Moderadamente 13 48,1 26 49,1 
  

15 48,4 11 50,0 
 

Pouco 3 11,1 5 9,4 
  

3 9,7 2 9,1 
 

Infiltração linfática 
           

Ausente 11 40,7 16 30,2 0,345 
 

11 35,5 5 22,7 0,318 

Presente 16 59,3 37 69,8 
  

20 64,5 17 77,3 
 

Invasão perineural 
           

Ausente 15 55,6 25 47,2 0,478 
 

16 51,6 9 40,9 0,441 

Presente 12 44,4 28 52,8 
  

15 48,4 13 59,1 
 

Infiltrado inflamatório 
           

Escasso 13 48,1 20 37,7 0,228 
 

12 38,7 8 36,4 0,693 

Moderado 8 29,6 26 49,1 
  

14 45,2 12 54,5 
 

Intenso 6 22,2 7 13,2 
  

5 16,1 2 9,1 
 

Desmoplasia 
           

Leve 16 59,3 21 39,6 0,168 
 

14 45,2 7 31,8 0,327 

Moderado 8 29,6 18 34,0 
  

8 25,8 10 45,5 
 

Intenso 3 11,1 14 26,4 
  

9 29,0 5 22,7 
 

Necrose 
           

Ausente 7 25,9 6 11,3 0,094 
 

5 16,1 1 4,5 0,194 

Presente 20 74,1 47 88,7 
  

26 83,9 21 95,5 
 

Total 27 33,8 53 66,3     31 58,5 22 41,5   
 

A positividade da expressão citoplasmtática da JMJD1A mostrou relação com o 

tamanho do tumor (p=0.023), presença de linfonodos (p <0.001) e infiltrado 

inflamatório (p=0.001). Contudo, o grau de diferenciação (p=0.619), a invasão 

linfática (p=0.116), invasão perineural (p=0.258), desmoplasia (p=0.163) e necrose 

(p=0.569) não tiveram relação com a positividade da expressão citoplasmática 

(Tabela 7). 



34 

 

O nível da expressão citoplasmática da JMJD1A não mostrou relação significativa 

com  o tamanho do tumor (p=0.432), linfonodos (p=0.341), grau de diferenciação 

(p=0.590), infiltração linfática (p=0.402),  invasão perineural (p=0.080), infiltrado 

inflamatório (p=0.459), desmoplasia (p=0.356) e necrose (p=0.337), como pode ser 

vizualizado na tabela 7. 

Tabela 7: Análise da positividade e do nível de expressão citoplasmática JMJD1A segundo as 
características clinicopatológicas 

Características clinicopatológicas 

Expressão Citoplasmática JMJD1a 

Negativo Positivo 
p 

  Fraca Forte 
p 

No. (%) No. (%) 
 

No. (%) No. (%) 

Tamanho do tumor (pT) 
           

pT1, pT2 6 54,5 27 39,1 0,023 
 

24 38,1 3 50,0 0,432 
pT3 5 45,5 14 20,3 

  
12 19,0 2 33,3 

 
pT4 0 0,0 28 40,6 

  
27 42,9 1 16,7 

 
Linfonodos (pN) 

  
 

        
Negativo 10 90,9 23 33,3 < 0,001 

 
22 34,9 1 16,7 0,341 

Positivo 1 9,1 46 66,7 
  

41 65,1 5 83,3 
 

Grau de diferenciação 
  

 
  

 
  

 
  

Bem 6 54,5 27 39,1 0,619 

 
25 39,7 2 33,3 0,590 

Moderadamente 4 36,4 35 50,7 
 

 
31 49,2 4 66,7 

 
Pouco 1 9,1 7 10,1 

 
 

7 11,1 0 0,0 
 

Infiltração linfática 
  

 
        

Ausente 6 54,5 21 30,4 0,116 

 
20 31,7 1 16,7 0,402 

Presente 5 45,5 48 69,6 
 

 
43 68,3 5 83,3 

 
Invasão perineural 

  
 

  
 

  
 

  
Ausente 7 63,6 33 47,8 0,258 

 
28 44,4 5 83,3 0,080 

Presente 4 36,4 36 52,2 
 

 
35 55,6 1 16,7 

 
Infiltrado inflamatório 

  
 

  
 

  
 

  
Escasso 2 18,2 31 44,9 0,001 

 
29 46,0 2 33,3 0,459 

Moderado 3 27,3 31 44,9 
 

 
27 42,9 4 66,7 

 
Intenso 6 54,5 7 10,1 

 
 

7 11,1 0 0,0 
 

Desmoplasia 
  

 
  

 
  

 
  

Leve 8 72,7 29 42,0 0,163 

 
26 41,3 3 50,0 0,356 

Moderado 2 18,2 24 34,8 
 

 
21 33,3 3 50,0 

 
Intenso 1 9,1 16 23,2 

 
 

16 25,4 0 0,0 
 

Necrose 
  

 
  

 
  

 
  

Ausente 2 18,2 11 15,9 0,569 

 
11 17,5 0 0,0 0,337 

Presente 9 81,8 58 84,1 
 

 
52 82,5 6 100,0 

 
Total 11 13,8 69 86,3     63 91,3 6 8,7   
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Com relação a associação entre JMJD1A e mestastase linfonodal, a análise 

multivariada mostrou que a expressão positiva nuclear e citoplasmática aumentam o 

risco desta metástase em cerca de 4 e 11 vezes, respectivamente, quando 

comparada com a negatividade da expressão. (OR=3.76; IC=1.21-11.74 e 

OR=11,46; IC=1.10-119,38, respectivamente; tabela 8). 

A análise multivariada  mostrou associaçãp significativa entre o tamanho do tumor e 

os linfonodos, o tumor mais desenvolvido, pT4, aumenta a chance da presença 

positiva de linfonodos acometidos em aproximadamente 4 vezes (OR=3.77; IC=1,06-

13,41; tabela 8). 

Tabela 8: Análise multivariada da relação da positividade expressão nuclear e citoplasmática da 
JMJD1A com status lifonodal. 

Variáveis 
Linfonodos 

OR (IC 95%) p 

Expressão Nuclear JMJD1A 
  

Negativo 1 
 

Positivo 3,76 (1,21-11,74) 0,022 

Expressão Citoplasmática JMJD1A 
  

Negativo 1 
 

Positivo 11,46 (1,10-119,38) 0,041 

Tamanho do tumor (pT) 
  

pT1, pT2 1 
 

pT3 2,93 (0,68-12,64) 0,151 

pT4 3,77 (1,06-13,41) 0,041 

Grau de diferenciação 
  

Bem 1 
 

Moderadamente 1,76 (0,56-5,59) 0,337 

Pouco 3,11 (0,34-28,06) 0,312 

A positividade da expressão nuclear JMJD1A não mostrou associação com a 

recidiva local (p=0.970, recidiva geral (p=0.408), óbito (p=0.830), como pode ser 

observado na tabela 9. 

O nível de expressão nuclear JMJD1A não mostrou relação com a recidiva local (p= 

0.655) mas foi significantemente relacionada com a recidiva geral (p=0.040; tabela 

9). A análise multivariada apresentou a expressão nuclear forte como fator que 

aumenta o risco desta recidiva em mais de cinco vezes, comparada a expressão 

fraca (OR=5.09; IC=1.11-23.38; tabela 10). A forte expressão nuclear JMJD1A foi 

relativamente baixa nos casos sobreviventes da doença, contudo, sem significância 
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estatística (p=0.061; tabela 9). Entretanto, a análise multivariada apontou a 

expressão nuclear forte como fator que aumenta em mais de 4 vezes o risco de 

óbito comparada a expressão fraca (OR=4.67; IC=1.12-19.48; tabela 10). 

Tabela 9: Análise da positividade e do nível de expressão nuclear JMJD1A segundo as 
características prognósticas. 

Características prognósticas 

Expressão Nuclear JMJD1A 

Negativo Positivo 
p 

  Fraca Forte 
p 

No. (%) No. (%) 
 

No. (%) No. (%) 

Recidiva geral 
           

Não 11 40,7 16 30,2 0,408 
 13 41,9 3 13,6 0,040 

Sim 16 59,3 35 66,0 
  18 58,1 17 77,3 

 
Não avaliado 0 0,0 2 3,8 

  0 0,0 2 9,1 
 

Recidiva local 
  

 
        

Não 16 59,3 30 56,6 0,970 
 19 61,3 11 50,0 0,655 

Sim 11 40,7 21 39,6 
  12 38,7 9 40,9 

 
Não avaliado 0 0,0 2 3,8 

 
 

0 0,0 2 9,1 
 

Óbito 

 
 

 
  

  
 

 
  

Não 13 48,1 29 54,7 0,830 

 
14 45,2 5 22.7 0,061 

Sim 10 37,0 20 37,7 
 

 
15 48,4 15 68,2 

 
Não avaliado 4 14,8 4 7,5 

  2 6,5 2 9,1 
 

Total 27 33,8 53 66,3     31 58,5 22 41,5   

Tabela 10: Análise multivariada da relação do nível de expressão nuclear JMJD1A com recidiva e 
óbito. 

Variáveis 
Recidiva geral   Óbito 

OR (IC 95%) p 
 

OR (IC 95%) p 

Expressão Nuclear JMJD1A 
     

Fraca 1 
  

1 
 

Forte 5,09 (1,11-23,38) 0,036 
 

4,67 (1,12-19,48) 0,035 

Estadiamento 
     

I, II 1 
  

1 
 

III 2,50 (0,35-17,91) 0,362 
 

5,72 (0,73-45,00) 0,098 

IV 3,37 (0,60-19,11) 0,170   6,12 (1,02-36,84) 0,048 

A positividade da expressão citoplasmática da JMJD1A não mostrou relação com a 

recidiva geral (p=0.414), recidiva local (p=0.255) e óbito (p=0.434). O nível de 

expressão citoplasmática da JMJD1A  também não obteve associação significativa 

com a recidiva geral (p=0.081), recidiva local (p=0.526) e óbito (p=0.178), como 

pode ser observado na tabela 11. 
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Tabela 11: Análise da positividade e do nível de expressão citoplasmática JMJD1A segundo as 
características prognósticas. 

Características prognósticas 

Expressão Citoplasmática JMJD1A 

Negativo Positivo 
p 

  Fraca Forte 
p 

No. (%) No. (%) 
 

No. (%) No. (%) 

Recidiva geral 
           

Não 5 45,5 22 31,9 0,414 
 22 34,9 0 0,0 0,081 

Sim 6 54,5 45 65,2 
  39 61,9 6 100,0 

 
Não avaliado 0 0,0 2 2,9 

  2 3,2 0 0,0 
 

Recidiva local 
  

 
        

Não 8 72,7 38 55,1 0,255 
 35 55,6 3 50,0 0,526 

Sim 3 27,3 29 42,0 
  26 41,3 3 50,0 

 
Não avaliado 0 0,0 2 2,9 

 
 

2 3,2 0 0,0 
 

Óbito 

 
 

 
  

  
 

 
  

Não 6 54,5 36 52,2 0,434 

 
31 49,2 5 83,3 0,178 

Sim 3 27,3 27 39,1 
 

 
26 41,3 1 16,7 

 
Não avaliado 2 18,2 6 8,7 

  6 9,5 0 0,0 
 

Total 11 13,8 69 86,3     63 91,3 6 8,7   

A postividade da expresssão nuclear JMJD1A não mostrou significância com a 

sobrevida livre de doença (p=0.902; figura 5-A), sobrevida livre de doença local 

(p=0.762; figura 5-B) e sobrevida doença específica (p=0.959, figura 5-C). 

O nível da expresssão nuclear JMJD1A não mostrou significância com a sobrevida 

livre de doença (p=0.172; figura 5-D) e sobrevida livre de doença local (p=0.554; 

figura 5-E). Com relação a sobrevida doença específica, cerca de 60% dos 

pacientes com expressão forte morreram, enquanto que para o mesmo perídodo 

pouco mais de 30% dos pacientes com expressão fraca morreram (p=0.052, figura 

5-F). A análise multivariada apontou a expressão nuclear forte como fator que 

aumenta o risco da precocidade do óbito em mais de duas vezes, quando 

comparada a fraca expressão (HR=2.56; IC=1.21-5.41; tabela 12). 
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FIGURA 5: Sobrevidas da postividade e nível de expressão JMJD1A nuclear. A: Sobrevida livre de 
doença segundo a postividade de expressão JMJDA nuclear. B: Sobrevida  livre de doença local 
segundo a postividade de expressão JMJDA nuclear. C: Sobrevida doença específica de acordo com  
a postividade de expressão JMJDA nuclear. D: Sobrevida livre de doença segundo o nível de 
expressão JMJD1A nuclear. E: Sobrevida livre de doença local segundo o nível de expressão 
JMJD1A nuclear. F: Sobrevida doença espeçifica segundo o nível de expressão JMJD1A nuclear. 
Nas curvas A, B e C as linhas vermelha e verde correspondem a expressão negativa e positiva da 
JMJD1A no núcleo, respectivamente. Já nas curvas D, E e F as linhas vermelha e verde 
correspondem a expressão fraca e forte da JMJD1A no núcleo, respectivamente. 
  



39 

 

Tabela 12: Análise multivariada da relação do nível de expressão nuclear JMJD1A com sobrevida 
doença específica. 

Variáveis 

Sobrevida Doença 
Específica 

HR (IC 95%) p 

Expressão Nuclear JMJD1A 
  

Fraca 1 
 

Forte 2,56 (1,21-5,41) 0,014 

Estadiamento 
  

I, II 1 
 

III 3,24 (0,82-12,82) 0,094 

IV 4,42 (1,27-15,44) 0,020 

A postividade da expresssão citoplasmática JMJD1A não mostrou significância com 

a sobrevida livre de doença (p=0.505; figura 6-A), sobrevida livre de doença local 

(p=0.222; figura 6-B) e sobrevida doença específica (p=0.670, figura 6-C). O nível de 

expresssão citoplasmática JMJD1A também não mostrou significância com a 

sobrevida livre de doença (p=0.150; figura 6-D), sobrevida livre de doença local 

(p=0.688; figura 6-E) e sobrevida doença específica (p=0.159, figura 6-F). 
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FIGURA 6: Sobrevidas da postividade e nível de expressão JMJD1A citoplasmática. A: Sobrevida 
livre de doença segundo a postividade de expressão JMJDA citoplasmática. B: Sobrevida  livre de 
doença local segundo a postividade de expressão JMJDA citoplasmática. C: Sobrevida doença 
específica de acordo com  a postividade de expressão JMJDA citoplasmática. D: Sobrevida livre de 
doença segundo o nível de expressão JMJD1A citoplasmática. E: Sobrevida livre de doença local 
segundo o nível de expressão JMJD1A citoplasmática. F: Sobrevida doença espeçifica segundo o 
nível de expressão JMJD1A citoplasmática. Nas curvas A, B e C as linhas vermelha e verde 
correspondem a expressão negativa e positiva da JMJD1A no citoplasma, respectivamente. Já nas 
curvas D, E e F as linhas vermelha e verde correspondem a expressão fraca e forte da JMJD1A no 
citopasma, respectivamente. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

A expressão da JMJD1A entre o núcleo e citoplasma mostrou um padrão diferente 

estatisticamente significante. O que chama a atenção é que JMJD1A  é um 

regulador epigenético do DNA realizando a desmetilação da histona H3 lisina 9, 

sendo assim seria esperado apenas uma concentração nuclear da proteína. No 

entanto, assim como o presente estudo o trabalho de Yamada et al. (2012) também 

observou a expressão da proteína tanto no núcleo quanto no citoplasma, 22 

amostras das 26 com expressão nuclear positiva para JMJD1A, mostraram 

expressão da proteína também no citoplasma. Da mesma forma o estudo de Sar et 

al. (2009) observou que a JMJD1A não é exclusivamente uma proteína nuclear, 

ocorrendo também no citoplasma. Os autores observaram uma transição da 

JMJD1A do citoplasma para o núcleo quando as células estavam sob a condição de 

hipóxia. 

No estudo de Okada et al. (2007) eles observaram que em algumas situações a 

JMJD1A pode se localizar também no citoplasma, como acontece com as 

espermátides quando começam a se alongar, a proteína se localiza no citoplasma e 

forma aglomerados, estes permanecem até a espermiogênese (fase final da 

espermatogênese) e desaparecem no espermatozóide maduro. 

No trabalho observamos que a expressão JMJD1A no núcleo e citoplasma está 

relacionada a presença positiva de linfonodos acometidos. A análise multivariada 

mostrou que a expressão forte da JMJD1A no núcleo aumenta o risco em 

aproximadamente 4 vezes de metástase lifonodal, enquanto que a expressão forte 

da proteína no citoplasma aumenta a chance em mais de 11 vezes. Da mesma 

forma que o presente estudo o trabalho de Uemura et al. (2010) também observou 

relação significante entre a expressão JMJD1A e a mestástase lifonodal. No estudo 

citado a análise multivariada encontrou que a expressão alta da JMJD1A aumenta o 

risco em mais de 6 vezes em ter linfonodos acometidos.  

Da mesma forma o trabalho de Du et al. (2011) támbem encontrou uma relação 

significante entre a expressão JMJD1A e a presença de linfonodos acometidos. 
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Os linfonodos ainda mostraram relação significante com o tamanho do tumor, o 

tumor mais desenvolvido aumenta a chance de linfonodos positivos em 

aproximadamente 4 vezes. O presente estudo acredita que um tumor com uma 

vasta extensão teria um maior chance de se tornar hipóxico, com falta de oxigênio e 

de nutrientes, para fugir desta situação inóspita algumas células se soltariam do 

tumor e migrariam para outras regiões em busca de condições melhores de 

sobrevivência, essa migração de células tumorais levaria o acometimento dos 

linfonodos. Esta teoria pode ser embasada nos trabalhos de Osawa et al. (2013) e 

Park et al. (2013) que relatam que em situações de hipóxia e falta de nutrientes as 

células tumorais modificam o metabolismo e se tornam mais agressivas. 

A positividade da expressão JMJD1A no citoplasma ainda mostrou associação 

significativa com o tamanho do tumor e com o infiltrado inflamatório. 

Segundo Osawa et al. (2013), a JMJD1A tem a capacidade de modificar o 

microambiente tumoral por afetar a angiogênese e as células tumorais associadas a 

monócitos e macrófagos. A inibição da JMJD1A reduz significamente a angiogênese 

tumoral e a infiltração dos macrófagos dentro do tumor. 

De acordo com o trabalho de Brigati et al (2010) ocorre um circuito vicioso entre a 

hipóxia e a inflamação. O processo de inflamação leva a ocorrência da hipóxia 

devido ao alto consumo de oxigênio pelo patógeno e pelas primeiras células de 

defesa do sistema inflamatório. Entretanto, o que é mais interessante é que a 

hipóxia também tem a capacidade de estimular o processo inflamatório por meio da 

ativação e regulação do infiltrado celular, cujas células principais são os macrófagos 

que respondem prontamente aos estímulos, como por exemplo, as infecções. Os 

macrófagos induzem uma grande variedade de mediadores pró-inflamatórios, tais 

como MIF, TNF, IL-6, IL-10, e a HIF-1.  

Dessa forma, a inflamação ao ativar a HIF consequentemente estaria ativando a 

JMJD1A, então podemos supor uma relação significante entre a inflamação com a 

expressão da JMJD1A como foi vizualizada no presente estudo o qual observou 

uma associação significativa entre a expressão da proteína no citoplasma com o 

infiltrado inflamatório. 
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O estudo de Kim et al. (2012) relata que a indução por hipóxia da proteína JMJD2B, 

membro da família Jumonji C (JmjC) das histonas desmetilases, possui a 

capacidade de regular expressão da ciclina A1(CCNA1), desse modo ela influencia o 

crescimento de células de câncer gástrico. O estudo mostra que a família JmjC 

exerce um importante papel na regulação do crescimento das células tumorais em 

resposta a condição de hipóxia. Krieg et al. (2012) mostra em seu estudo que a 

expressão da adrenomedulina (ADM) é regulada pela JMJD1A sob hipóxia em 

células de câncer de colon, o estudo mostra ainda que ADM estimula o crescimento 

das células tumorais. 

Park et al. (2013) observaram que as células de câncer de mama e hepatocelular 

tiveram um crescimento diferencial regulado pela hipóxia. Outro ponto observado e 

já bem discutido pela literatura é o aumento da expressão da JMJD1A em condições 

de hipóxia. O estudo citado acredita que a JMJD1A pode ter um importante papel na 

proliferação celular por meio da regulação da ação da ADM. A ADM é altamente 

expressa em varios tipos de câncer, incluindo carcinoma de pulmão, colorretal, 

glioblastoma, tendo sua expressão aumentada em condições de hipóxia por meio da 

ação da HIF-1. O trabalho relata que a ADM tem um importante papel no 

crescimento tumoral e na sobrevivência celular. Em um estudo com células tratadas 

com ADM occorria a inibiçao da morte das células de adenocarcinoma endometrial 

sob condiçoes de hipóxia, além disso acontecia uma maior expresão do Bcl2 o qual 

era apontando ser responsável pela  inibição da morte celular. 

O trabalho acima citado realizou um estudo in vivo que mostrou que a redução 

significativa da atividade da JMJD1A reduz a tumoregenicidade de células de 

carcinoma hepatocelular. Estes resultados suportam fortemente a idéia que a 

JMJD1A teria um papel importante no crescimento das células de câncer 

hepatocelular em condições de hipóxia (PARK et al., 2013). O autor defende a 

possibilidade da JMJD1A se tornar um importante alvo terapêutico no tratamento 

para evitar o crescimento e desenvolvimento de células tumorais. 

O estudo de Cho et al. (2012) observou uma relação significante entre a expressão 

JMJD1A e o crescimento de células tumorais. A proliferação das células se dá pela 

estimulação do gene CCND1 pelo HOXA1, gene alvo da JMJD1A. O CCND1 ativa o 

aumento da proliferação celular e da sobrevivência celular. O estudo também 
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observou uma associação entre a expressão JMJD1A com a regulação do ciclo 

celular. A baixa expressão da JMJD1A resulta na baixa expressão do gene HOXA1 

que leva a supressão da atividade do gene CCDN1 levando a parada do processo 

de divisão das células neoplásicas. 

O estudo de Du et al. (2013) diz que a perda de JMJD1A é suficiente para reduzir o 

crescimento do tumor de carcinoma renal e de células de carcinoma de cólon in vivo, 

sugerindo que o função de JMJD1A em diferentes células e tecidos dependem do 

microambiente celular  (Du et al., 2011). 

Os trabalhos supracitados vem corroborar com os dados obtidos no presente estudo 

o qual encontrou uma relação significativa entre a expressão da JMJD1A e o 

tamanho do tumor. 

No trabalho encontramos uma relação significativa entre o nível da expressão 

JMJD1A nuclear com a recidiva geral e óbito. Yamada et al. (2012) observaram que 

individuos com carcinoma hepatocelular que possuíam a expressão alta da proteína 

JMJD1A tinham mais ocorrência de recidiva quando comparados aos individuos que 

tinha a expressão baixa da proteína. 

Osawa et al. (2013) encontraram que a desmetisade de histona JMJD1A é um 

regulador epigenético esencial para a progressão tumoral sob condições de hipóxia 

e falta de nutrientes. A expressão da JMJD1A pode ser marcador de pior 

prognóstico para pacientes com câncer. Perda da JMJD1A resulta em um redução 

da proliferação e da invasibildade de células humanas de câncer de colon cultivadas  

in vitro, que pode levar a redução do crescimento do tumor in vivo. Sendo assim, de 

acordo com este e outros trabalhos já citados podemos observar que a JMJD1A tem 

uma importante influencia no prognóstico dos pacientes e consequentemente na 

taxa de óbito. 

Beyer et al. (2008) observa em seu trabalho que a HIF exerce uma importante 

influência na definiçao do fenótipo tumoral, por meio da regulação de processos 

como glicólise e angiogênese. O trabalho diz que a HIF tem a capacidade de induzir 

genes que promovem o crescimento e a invasão tumoral, metástase e a 

desdiferenciação do fenótipo das células tumorais. Segundo o trabalho a expressão 

da HIF e de seus genes alvos, como a JMJD1A, podem servir como marcardores de 
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prognóstico desfavorável para pacientes com câncer. O trabalho diz que a HIF 

influencia a diferenciação celular durante a embriogênese e promove a adoção de 

propriedades de células tronco em células tumorais, eles acreditam que isso ocorre 

em parte pela ação da JMJD1A que ativa o gene Oct4, o qual é associado com o 

fénotipo indiferenciado das células neoplásicas  

Uemura et al. (2010) reportaram pela primeira vez que a JMJD1A pode ser 

considerada um importante marcador de prognóstico para pacientes com câncer 

colorrectal. Eles observaram que em microambientes cronicamente hipoxicos as 

células neoplásicas sofrem alterações genéticas e adaptativas que lhes permitem 

tornar-se mais agressivas clinicamente e de desenvolver resistência à irradiação e 

quimioterapia. Os autores observaram que os individuos que tinham a expressão 

alta da JMJD1A e que faziam quimioterapia tinham um pior prognóstico comparado 

aqueles que não faziam. Os resultados do trabalho mostraram que a JMJD1A pode 

diminuir a eficácia da quimioterapia, o que é consistente com o conceito de que a 

hipóxia frequentemente torna as células tumorais resistentes à quimioterapia. O 

autores ainda sugerem que a JMJD1A pode ser um marcador de pior prognóstico 

não só para casos de câncer colorretal mas também para outros tipos de tumores 

(Umera et al., 2010). 

Outro resultado encontrado pelo estudo foi a relação entre a sobrevida doença 

específica e o nível de expressão JMJD1A nuclear e o estadiamento do tumoral. 

De acordo com os trabalhos de Uemura et al. (2010), Beyer et al. (2008) e Osawa et 

al. (2013) a JMJD1A é um marcador de pior prognóstico pois está relacionado a 

ativação de vários genes relacionados a um fenótipo tumoral desfaforável para o 

individuo, como por exemplo genes relacionados ao crescimento e desenvolvimento 

do tumor e restistência ao tratamento. Já o estadiamento mais avançado do tumor 

aumenta a chance de ocorrênica de mestástase, reduzindo assim a expectativa de 

vida dos individuos acometidos. Sendo assim, é esperado que a expressão da 

mesma forma que o grau de estadiamento do tumor tenham relação com a 

sobrevida doença específica, onde os pacientes com o tumor mais desenvolvido e a 

expressão forte da proteína tem uma maior chance de morrer de forma mais precoce 

por causa dos tumores de cabeça e pescoço. 
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Além disso, Uemura et al (2010) encontraram uma associação significante entre a 

expressão alta da JMJD1A com sobrevida relacionada a câncer. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 

A JMJD1A mostrou um padrão diferencial de expressão entre o núcleo e citoplasma. 

A postividade de expressão da proteína no núcleo mostrou relação com a presença 

de linfonodos. No entanto, não mostrou associação com as demais características 

clinicopatológicas. A positividade da expressão JMJD1A não teve relação com as 

caraterísticas prognósticas. Porém, o nível de expressão JMJD1A nuclear mostrou 

está relacionada com a recidiva geral. 

A postividade da expressão JMJD1A no citoplasma demonstrou significância com a 

presença de linfonodos, com o infiltrado inflamatório e com o tamanho do tumor. 

Entretanto, em relação as características prognósticas a positividade de expresssão 

não mostrou associação com nenhuma analisada. O nível da expressão JMJD1A 

citoplasmática não mostrou relação significante com nenhuma característica 

clinicopatológica e prognóstica.  

Além da expressão da JMJD1A no núcleo e citoplasma os linfonodos também 

tiveram associaçao com o tamanho do tumor. 

A análise multivarida mostrou que a recidiva geral e o óbito tem uma associação 

significativa com a postividade da expressão da proteína no núcleo. O óbito ainda 

mostrou relaçao com o estadiamento do tumor. 

A sobrevida doença específica mostrou associação com o nível de expressão 

JMJD1A no núcleo e o estadiamento do tumor. 

A JMJD1A se mostrou como uma promissora proteína a ser validada e utilizada na 

rotina como marcador de prognóstico para pacientes com carcinoma epidermóide de 

cabeça e pescoço. 
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