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RESUMO

O carcinoma de células escamosas bucal (CCEB) no Brasil estd situado entre as 10 mais
frequentes neoplasias e entre as 20 maiores causas de morte na populacdo. Na maioria dos
casos o diagndstico € realizado em estagio avancado e, portanto o paciente apresenta-se com
um progndstico ruim. Assim, estudos que investigam as proteinas envolvidas em vias de
sinalizagdo intracelular tém sido realizados com o objetivo de se estabelecer futuros
biomarcadores de diagndstico e progndstico. A via de sinalizacdo Wnt/B-catenina compde a
regulacdo de uma grande variedade de processos fisiolégicos em diferentes espécies, com um
papel decisivo no desenvolvimento embriondrio, proliferacdo e diferenciacdo celular. Sua
participacdo aparece como candidata natural a ser investigada na carcinogénese € na
progressdo do CCEB bucal. Dentre os varios genes relacionados a essa via, estdi o CTNNBI
sendo a P-catenina o produto génico da sinalizagdo Wnt/B-catenina mais importante. O
objetivo do estudo foi identificar o padrao de transcricdo dos genes (expressdo funcional)
GSK3pB, APC, CCTBN, c-MYC, CCNDI e CDHI pertencentes a via de sinalizacdo Wnt/[-
catenina e sua relagdo com as respectivas proteinas(GSK3p, pGSK3p-Ser9, APC, B-catenina,
c-myc, ciclina D1 e E-caderina) em uma amostra de conveniéncia tecidual de CCEB, bem
como sua relacdo com fatores clinico-patologicos considerados possiveis marcadores de sua
progressdo e metdstase. Os casos de CCEB empregados no estudo foram confirmados
histologicamente e divididos em dois grupos: primdrios nao metastiticos (PNM) e
metastaticos (PM). A expressdo génica foi avaliada por PCR em tempo real. Para estudo
imuno-histoquimico, utilizou-se a técnica de TMA (Tissue Microarray) e o método
estreptavidina-biotina-peroxidase para a revelacdo das proteinas. A maioria dos pacientes
eram homens, com média de idade a igual a 60 anos, tabagistas e etilistas, diagnosticados em
estagio avangado, com lesdes menores que 4 cm, sendo a lingua a topografia mais afetada.
Houve maior expressdo funcional dos genes investigados no grupo CCEB comparado ao
controle, com p<0,05 para CCNDI e CDHI. Na comparagao entre controle, PNM e PM a
expressao funcional de CTNNBI foi menor no grupo PM comparado ao controle (p<0,05). A
expressao proteica também mostrou-se maior no grupo CCEB comparada ao controle, sendo
esse aumento estatisticamente significante no grupo PM para APC, c-Myc e E-caderina. Nao
foram encontradas associagdes entre as expressdes proteicas e fatores clinicipatolégicos que
indiquem progressao de doenga, tais como, presenga de metdstase e estdgio avancado. Houve
uma correlagdo positiva entre c-Myc e B-catenina (p<0,0001). Nossos resultados apontam que
a via Wnt/B-catenina parece ndo estar ativada ou funcionando de forma expressiva nos CCEB
e na progressao tumoral.

Palavras chave: Carcinoma de Células Escamosas Bucal. Real Time PCR. Imuno-
histoquimica. Via de Sinalizacdo Wnt/B-catenina.



ABSTRACT

Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) is one of the 10 most prevalent lesions and the 20th
cause of deaths in Brazil. In most cases the diagnosis is detected in an advanced stage, hence
the patient has a poor prognosis. Thus, studies with proteins that are involved in signaling
pathways have been widely investigated as possible new therapeutic targets to aid the early
diagnosis and prognosis. The Wnt/B-catenin pathway comprises the regulation of a wide
variety of physiological processes in different species, with a decisive role in embryonic
development, cell proliferation and differentiation. Alterations in components of this pathway
have also been reported in neoplasms of the oral cavity and it appears as a natural candidate to
be investigated in oral carcinogenesis and tumor progression of the OSCC. Among the
various related genes investigated in Wnt/ B-catenin pathway there is the CTNNBI being [3-
catenin the most important protein. The aim fo this study was to identify the GSK3p, APC,
CCTBN, c-MYC, CCNDI e CDH1 gene expression and its relation to their respective proteins
(GSK3p, pGSK3p-Ser9, APC, B-catenin, c-myc, cyclin D1 e E-caderin) in a convenience
cohort of OSCC. Associations between clinical and pathological aspects considered possible
progression and metastasis markers were verified. All OSCC diagnoses were histologically
confirmed and categorized in two groups: non-metastasizing (PNM) and metastasizing
primary tumors (PM). For gene expression, it was used the real time PCR approach. For
immunohistochemistry proposal, it was performed a TMA technique and all proteins was
revealed by the streptavidin-biotin peroxidase method. Most patients were male, avarage age
of 60, smokers and drinkers, diagnosed in advanced stage of disease, with lesions measuring
less than 4cm and the tongue being the most affected location. The relative expression of all
investigated genes was higher in the control group, with p<0,05 for CCNDI and CDHI. The
CTNNBI relative expression decreased in the comparison among the control, PNM and PM
groups, being statistically significant between control and PM groups. The
immunohistochemical results showed increased expression in OSCC in relation to control,
being statistically significant for APC, c-Myc and E-caderin in the PM group. There were not
found any associations between expression of GSK3p, pGSK3B-Ser9, APC, B-catenin, c-myc,
cyclin D1 e E-caderin and clinical and pathological aspects considered possible progression
and metastasis markers. The correlation analysis showed significant positive correlation between
c-Myc and B-catenin (p<0,0001). In conclusion, these results indicate that the Wnt/B-catenin
pathway seems to be inactivated or not been expressed in OSCC and tumor progression.

Keywords: Oral Squamous Cell Carcinoma. Real Time PCR. Immunohistochemistry. Wnt/j-
catenin Signaling Pathway.



LISTA DE ABREVIACOES

CCEB Carcinoma de Células Escamosas Bucal

WNT Uniao dos nomes dos genes wingless e int-1, formando a sigla que designa
grupo de moléculas de via de sinalizacao

CTNNB beta-catenin

CCND1 Cyclin D1

CDH1 E-cadherin

GSK3B Glicogen Sinthase Kinase 3 beta

APC Adenomatous polyposis coli

MYC oncogene homdlogo do gene v-myc da mielocitomatose avidria
CK1 Casein Kinase 1

PCR Polymerase Chain Reaction

Ser Serina

Snail Snail family zinc finger

TCF/LEF T-cell receptor/lymphoid enhancer factor

TMA Tissue Micro array

Tyr Tirosina

LOH Loss of heterozygosis

HPV Human Papilloma Virus
LRP LDL-receptor related protein
FZ Frizzled

Gal-3 Galectina 3

MMP matrix metalloproteinases
Dsh Dishevelled

DKK Dickkopf

B- TrCP Beta-transducin repeat containing E3 ubiquitin protein ligase

JUNv-Jun Sarcoma virus 17 oncogene homolog
IgG Imunoglobulina

EpCAM Epithelial cellular adhesion molecule
ESRP Epithelial Splicing Regulatory Protein



FIGURA 1
FIGURA 2
FIGURA 3
FIGURA 4
FIGURA 5
FIGURA 6

FIGURA 7

FIGURA 8

FIGURA 9a

FIGURA 9b

FIGURA 10

FIGURA 11
FIGURA 12

LISTA DE FIGURAS

Fotografias de pacientes com CCEB em estdgio avancado

Cortes histolégicos corados em H&E

Desenho esquematico da via candnica de sinalizacao WNT

Principio bdsico para técnica de constru¢ao de matrizes teciduais (TMA)
Mapa do TMA confeccionado, indicando a posi¢ao de cada caso na lamina

Expressao relativa dos genes GSK3p, APC, CCTBN, c-Myc, CCND1
e CDH1 nos grupos controle e CCEB

Expressao relativa dos genes GSK3f, APC, CCTBN, c-Myc, CCND1
e CDH1 nos grupos controle e PNM e PM

Curvas de Kaplan-Meier para tempo de sobrevida global
dos 90 pacientes com CCEB

Imagens das rea¢des imunohistoquimicas para as proteinas GSK3 f3

(A: grupo controle; B: grupo PNM; C: grupo PM), pGSK3p-Ser9

(D: grupo controle; E: grupo PNM; F: grupo PM), B-catenina (G: grupo
controle; H: grupo PNM; I: grupo PM), APC (J: grupo controle; K:
grupo PNM; L: grupo PM), c-Myc (M: grupo controle; N: grupo PNM;
O: grupo PM) [Continua na Figura 9b).

[Continuagdo da Figura 9a] Imagens das reagdes imunohistoquimicas
para as proteinas ciclina D1 (P: grupo controle; Q: grupo PNM;

R: grupo PM) e E-caderina (S: grupo controle; T: grupo PNM;

U: grupo PM) nos grupos controle, PNM e PM respectivamente

Expressao imuno-histoquimica de cada proteina em relagdo aos grupos
controles e o grupo CCEB

Expressao imuno-histoquimica das proteinas nos grupos controle, PNM e PM

Andlise de correlag@o entre as proteinas estudadas que foram
estatisticamente significativas (r - coeficiente de variacdo)

20
21
25
41
42

48

49

52

56

57

58
59

63



LISTA DE QUADROS

QUADRO 1 Descricao dos parametros para o estadiamento clinico adotado no estudo 37
QUADRO 2 Sequéncia dos primers forward e reverse com suas respectivas referéncias 38

QUADRO 3 Anticorpos utilizados nos ensaios imunohistoquimicos 43



TABELA 1

TABELA 2

TABELA 3

TABELA 4

TABELA 5

TABELA 6

LISTA DE TABELAS

Distribuicdo dos scores conforme a porcentagem e intensidade de células
marcadas 45

Distribuicdo dos 17 pacientes com CCEB cujas amostras foram utilizadas
em ensaio de gPCR, quanto aos dados sociodemograficos
e clinicopatoldgicos 47-8

Distribuicdo dos 90 pacientes com CCEB cujas amostras foram utilizadas
em ensaio imunohistoquimico, quanto aos dados sociodemograficos e
clinicopatolégicos 51

Descricdo dos valores de mediana de indices Quickscore de cada uma das
proteinas estudadas encontrados na analise semiquantitativa dos ensaios
imuno-histoquimicos nos grupos controle, carcinomas de células
escamosas, primarios metastiticos € nao metastaticos 55

Expressao das proteinas da via Wnt-3-catenina, GSK3 B, pGSK33-Ser9,
APC, B-catenina, c-Myc, ciclina D1 e E-caderina e sua relagdo com as

varidveis sociodemogréficas e clinicopatoldgicas dos 90 pacientes
com CCEB 60

Andlise da expressdo proteica de acordo o compartimento celular
de expressdo de cada uma das proteinas estudadas segundo o grau de
diferencia¢do dos 90 casos de CCEB 62-3



2.1
2.2
2.3

23.1
232
233
24

5.1
5.2
5.2.1
522
523
524
5.3
54
55
5.6

6.1
6.1.1

6.1.2
6.1.3
6.2

6.2.1
6.2.2

6.2.3

SUMARIO

INTRODUCAO

REVISAO DE LITERATURA

O Carcinoma de Células Escamosas Bucal (CCEB)

Via de Sinalizacio Wnt/ -catenina

Caracterizacao dos principais componentes da via Wnt
e seu papel no cancer

GSK 3

APC

S-Catenina

A Via WNT e o Carcinoma de células escamosas bucal

JUSTIFICATIVA E PROPOSICAO
OBJETIVOS

MATERIAL E METODOS

Casuistica

Reacido em cadeia da polimerase em tempo real (Real Time PCR, qPCR)
Desenho dos oligonucleotideos iniciadores (primers)

Extracdo de RNA

Transcrigdo reversa

qPCR

Arranjo em matriz de amostras teciduais (Tissue Microarray- TMA)
Ensaio imunohistoquimico

Avaliacdo da Imuno-histoquimica

Estatistica

RESULTADOS

Analise da Expressao Génica

Descrigdo soéciodemogrdfica e clinicopatologica da amostra de CCEB
utilizada para ensaio gPCR

Expressdo génica relativa entre os grupos CCEB e controle

Expressdo Génica Relativa entre os grupos PNM, PM e controle
Analise da expressao protéica

Descrigcdo sociodemogrdfica e clinicopatologica da amostra

de CCEB utilizada para ensaio imunohistoquimico

Descricao do padrdo de marcacdo para cada anticorpo estudado e andlise
de Quickscore

Expressdo das proteinas da via Wnt-f-catenina

16

18
18
22

26
26
28
29
31

34

35

36
36
37
37
38
39
39
40
43
44
45

47
47

47
48
49
49

49

53
57



6.2.4
6.2.5

6.2.6.

Expressdo das proteinas em relacdo as varidveis clinicopatologicas
Andlise da expressdo proteica por compartimento celular em relacdo
ao grau de diferenciacdo do tumor

Correlacdo geral entre as proteinas estudadas

DISCUSSAO
CONCLUSAO

REFERENCIAS

59

61
62

64

73

74



1 INTRODUCAO

O cancer bucal constitui-se um importante problema que aflige ndo somente o Brasil,
mas outros paises de diferentes continentes. Especificamente no Brasil, o cancer bucal esta
situado entre as 10 mais frequentes neoplasias que acometem homens e mulheres, e entre as
20 maiores causas de morte na populacdo (DANTAS et al., 2016). Soma-se a isso, o fato de
estar entre os cinco tipos de cancer de pior progndstico, pois a maioria € diagnosticada nos
estagios IIl e IV, tal que a taxa de sobrevida se torna baixa o custo de tratamento
extremamente alto (BAGAN et al., 2010; DANTAS et al., 2016). E nesse contexto que
esforcos tém sido desenvolvidos para descobrir 0s mecanismos que expliquem o seu inicio e
progressao.

Nesse sentido, a participagdo da via de sinalizacio Wnt/B-catenina ja identificada em
outros tipos de cancer, aparece como candidata natural a ser investigada na carcinogénese
bucal. Dentre os vérios genes relacionados a essa via pode-se citar os genes APC,
CTNNBI(gene da B-catenina), AXINA e GSK-3f, sendo a B-catenina o produto génico mais
importante dessa via de sinalizacdo (DAA et al., 2004). Esses genes normalmente apresentam
importantes papéis no desenvolvimento embriondrio e na vida pds-natal e estdo intimamente
relacionados com controle dos mecanismos que regem a proliferacdo celular (LO MUZIO,
2001). Outros estudos tém também mostrado que as alteracdes moleculares vinculadas a
transformacgdo neopldsica estdo relacionadas com alteragdes no processo de degradacdo da B-
catenina no citoplasma e que, no geral, sdo diretamente ligadas a mutagdes que afetam as
proteinas APC, AXINA e a propria B-catenina IWAI et al., 2005; MORIN et al., 1997). Por
exemplo, em amostras de carcinoma de células escamosas bucal (CCEB), a perda de
heterozigosidade (LOH) do gene APC foi observada entre 25% a 75% dos tumores. Esta
afetava preferencialmente o exon 15, podendo explicar o actimulo citoplasmatico de [-
catenina e a ativacdo transcricional de genes alvos da via de sinalizagdo Wnt, como CCND]
(gene da ciclina D1) e MYC (gene da c-Myc) (HUANG et al., 1997).

Outro membro importante dessa via de sinalizagdo, o gene GSK3-f, participa na
regulacdo da homeostasia dos tecidos epiteliais, mostrou-se relacionado com transformacgao
maligna de diferentes tipos teciduais (MISHRA, 2010). Em carcinomas gastricos, por
exemplo, a alta expressdo de GSK3-f tem sido correlacionada com progressao tumoral, em

especial invasdo vascular, metdstase locorregional e ao estadiamento tumoral (ZHENG et al.,
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2010). Em carcinomas de célon a expressio de GSK3-f é maior quando comparada com
tumores benignos (WANG et al., 2009).

Em relagdo a B-catenina, a principal efetora da via de sinalizagdio Wnt/B-catenina, um
grande corpo de evidéncia indica que sua expressdo anormal estd associada com
transformagdo e progressdo tumoral, embora os mecanismos ainda sejam desconhecidos
(CHAU et al., 2001; DAA et al., 2004; KUDO et al., 2004). Em hepatocarcinomas, alteragdes
na expressao nuclear de B-catenina estdo associadas com mutagdo em seu gene (WONG et al.,
2001). Em condi¢oes fisioldgicas, a mucosa bucal exibe marcacdo em membrana para [3-
catenina. Em contraste, o acimulo citoplasmatico de B-catenina é frequentemente observado
em tecidos e linhagens celulares de CCEB (LO MUZIO et al., 1999; GAO et al., 2005), ndo
estando relacionado com alteracdes de mutacdo génica (IWAI et al., 2005). Em um estudo
com amostras de CCEB, Nio foi observada a expressdo de B-catenina no compartimento
nuclear, o que sugereque apenas uma pequena por¢ao livre da proteina seja de fato transferida
para esse compartimento onde genes alvos sdo ativados e transcritos, ndo havendo relacio
com mutagdes no gene CTNNBI (IWAI et al., 2005). Foi mostrado ainda que a presenga de [3-
catenina nao estava associada com mutagdes nos genes APC, AXINA e como j4 mencionado,
no gene CNNTBI, como tem sido observado em outros tumores, indicando que a localizacdo
sub-celular da B-catenina pode ser tumor-dependente.

Como pode ser notada, a ativacdo aberrante da via de sinalizagdo Wnt/--catenina pode
contribuir com desenvolvimento e progressao tumoral de CCEB. Além disso, ndo ha ainda
nenhum estudo que avalie a expressdo de todas as proteinas pertencentes a essa via nesses
tumores, relacionando-as com fatores clinicopatoldgicos de interesse progndstico. Assim, nos
propusemos a estudar, em uma amostra conveniente de CCEB obtida dos arquivos dos
Laboratérios de Anatomia Patolégica e de Patologia Bucal da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), o padrio de expressdo génica de GSK-34, APC, CTNNBI, MYC, CCNDI e
CDHI bem como de seus produtos proteicos GSK3B, pGSK3B-Ser9, APC, B-catenina, c-
Myc, ciclina D1 e E-caderina, procurando a associacdo destes resultados com fatores de

clinicopatoldgicos de interesse prognostico.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 O Carcinoma de Células Escamosas Bucal (CCEB)

O cancer bucal, que segundo classificacdo preconizada pelo Instituto Nacional do
Cancer (INCA-Brasil) inclui os canceres de ldbio e de diferentes topografias da boca
propriamente dita, compreende cerca de 30% dos canceres humanos (GENDEN; FERLITO;
SILVER, 2010). Mundialmente, esse tumor ocupa a décima primeira posi¢do para o sexo
masculino e a décima sétima para o sexo feminino, correspondendo 2,7% e 1,5% dos
canceres, respectivamente (FERLAY et al., 2012). Segundo estimativas do INCA (Brasil), o
cancer de boca € a sexta neoplasia maligna mais frequente no Brasil, sendo responsavel por
cerca de 15.490 novos casos/ano, sendo 11.140 em homens e 4.350 em mulheres (INCA,
2016). O risco de desenvolver a doenca € maior com o aumento do periodo de exposicao aos
fatores de risco e consequente aumento da idade. Assim, o cancer bucal tem uma predilecdao
pelos pacientes do sexo masculino com a média etdria situando-se entre 6* e 7* décadas de
vida (FELLER; LEMMER, 2012; WARNAKULASURIYA, 2009). No entanto, a incidéncia
em mulheres vem aumentando nas ultimas décadas (JOHNSON er al, 2005;
WARNAKULASURIYA, 2009).

O CCEB ¢ uma neoplasia do epitélio de revestimento que representa mais de 90% das
lesdes malignas da regido da cabecga e pescoco (WARNAKULASURIYA, 2009; GENDEN;
FERLITO; SILVER, 2010; MEHROTRA; YADAV, 2006). E considerado um grave
problema de satude publica mundial com estatisticas que apontam altos indices de incidéncia e
mortalidade, apresentando varia¢des epidemioldgicas de um pais para outro ou mesmo dentro
de cada pais (BRENER et al., 2007, HARRIS et al., 2015). Definido pela Organizacdo
Mundial de Saide (OMS) como uma neoplasia epitelial invasiva com graus de diferenciagao
variando de bem a pobremente diferenciado e alta propensdo para o desenvolvimento de
metéstases locorregionais, o CCEB tem como principais fatores de risco o tabaco e o dlcool
(LEEMANS; BRAAKHUIS; BRAKENHOFF, 2011). Além desses fatores, a pobre
higienizacdo bucal e a infec¢do pelo papilomavirus humano (HPV) também estdao
relacionados, de forma ainda duvidosa, ao seu desenvolvimento (MISHRA, 2010).

O CCEB acomete geralmente homens a partir da sexta década de vida (LAM et al.,
2007), mas observou-se um aumento da incidéncia em adultos jovens e mulheres em funcdo
do aumento do consumo de tabaco e dalcool (DURAZZO et al, 2005,
WARNAKULASURIYA et al., 2007; GRANATO et al., 2014).
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O CCEB pode ocorrer em qualquer regido da boca. Sua incidéncia esté relacionada ao
fator de risco associado, como € o caso da lesdo de labio, a qual tem como principal agente
causal a exposicdo cronica a radiacdo ultravioleta (JOHNSON et al., 2005). Para outras
regides, os produtos do tabaco associados ao dlcool estdo entre os principais fatores causais.
De um modo geral, os sitios mais frequentemente acometidos sdo assoalho bucal, borda
lateral de lingua e palato (JOHNSON et al.;, 2005; SARASWATHY et al., 2014).

Nos ultimos 30 anos, apesar do desenvolvimento de estratégias terapéuticas para o
CCEB mais eficientes, as taxas de sobrevida dos pacientes acometidos ainda persistem baixas
para cinco anos de seguimento (MALI, 2014; DANTAS et al., 2016). Quando o diagndstico
do CCEB ¢ feito na fase inicial, as taxas de sobrevivéncia ficam em torno de 80%, enquanto
para lesdes avancadas podem chegar préximos a 20%, ficando na média de 50%. Isso se deve
a fatores como diagnéstico tardio associado a lesdes de grandes dimensdes e ja com
metastases (DANTAS et al., 2016).

A experiéncia em diferentes centros de diagnostico e tratamento do CCEB mostra
que sua detec¢ao € usualmente realizada em estdgios avancados. Isto se deve, em parte, a
auséncia de sintomatologia nos estdgios iniciais, e a padroes heterogéneos de progressao.
Outro possivel fator é a heterogeneidade molecular interlesional que poderia explicar o
comportamento varidvel desse tumor entre os pacientes, em situacdes de estadiamento
clinico similar (BAGAN et al., 2010; LEEMANS er al., 2011). Ademais, discute-se
também o efeito da dificuldade de percepcdo da lesdo como cancer pelo paciente que
interferindo no diagndstico precoce, repercute diretamente no progndstico do cancer
(DANTAS et al., 2016).

Este ambiente salienta ainda mais a importancia do autoexame, especialmente em
pacientes que fazem uso do tabaco e dlcool, e uma atuagdo mais assertiva do profissional
na busca ativa das lesdes durante o atendimento dos pacientes na sua rotina de
atendimento.

As caracteristicas clinicas do CCEB variam de acordo com o estdgio da doenca. Nos
estagios iniciais, o CCEB pode apresentar-se como uma lesdo ulcerativa, eritroplésica,
leucoplésica ou eritroleucopldsica, firme a palpacdo e geralmente indolor (BAGAN;
SARRION; JIMENEZ, 2010; JOHNSON et al., 2005). Nos estdgios avangados, por outro
lado, a lesdo € ulcerada e infiltrativa, com margens irregulares e de bordos elevados e
endurecidos (BAGAN; SARRION; JIMENEZ, 2010; JOHNSON et al., 2005), conforme

Figura 1, a seguir.
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FIGURA 1 - Fotografias de pacientes com CCEB em estdgio avancado. Em (A) nota-se lesdo
ulcerativa em assoalho bucal. Em (B) pode-se notar outra lesao ulcerada em regifo lateral de lingua de
bordos elevados e endurecidos.

Fonte: UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA/UFU, s. d. — fotégrafo ndo identificado.

Para esses pacientes, a sintomatologia estd presente e pode variar de acordo com a
localiza¢do, sendo os mais frequentes disfagia, odinofagia, dispneia e perda de peso
(JOHNSON et al., 2005). Embora esses aspectos clinicos sejam os classicamente descritos na
literatura, cabe mencionar que alguns pacientes podem desenvolver cinceres a partir de lesdes
potencialmente malignas, como leucoplasias, eritroplasias e, principalmente, as
eritroleucoplasias, sendo que estas frequentemente demonstram displasia grave e/ou
carcinoma no momento do diagndstico (PITIYAGE et al., 2009).

A transformagdo do epitélio normal em CCEB envolve passos importantes, como a
ativacdo sequencial de oncogenes e inativacdo de genes supressores de tumor, além de varios
outros eventos genéticos e epigenéticos, que promoverdo desequilibrios em vias moleculares
regulatérias fundamentais (LEEMANS et al., 2011). Nesse processo, os vdrios elementos ndo
tumorais e tumorais se interagem profundamente, resultando em modificacdes fenotipicas na
célula epitelial, culminando com alteracdes relacionadas a adesdo celular, remodelacao de
citoesqueleto e modificacdes entre célula-matriz extracelular (protedlise de matriz
extracelular e de membrana basal) (HOWELL; GRANDIS, 2005). Assim, essas alteracoes,
quando somadas, levam a desregulacdo das fungdes bdsicas da célula, progredindo pelos
eventos de displasia, carcinoma in situ, invasdo e metédstase (WILTING er al., 2002,
ROEPMAN et al., 2005). Presentes ainda no processo de carcinogénese, a angiogénese € a
linfangiogénese ocorrem, em virtude da necessidade de um aporte nutricional as células
neoplasicas proliferantes, eventos que também sdo implicados no desenvolvimento de

metdstases (FRANCHI et al., 2004; DADRAS et al., 2005; GOMBOS et al., 2005).
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Com relacdo ao aspecto histoldgico, o CCEB ¢ classificado de acordo com o grau
diferenciacdo de suas células (FIG. 2). Nos casos classificados como bem diferenciados as
células neopldsicas se assemelham muito ao tecido epitelial de origem, mas com presenca de
certo grau de pleomorfismo nuclear (anisocariose) e citoplasmético (anisocitose), nucléolos
evidentes e algumas figuras de mitoses. A queratinizacdo abundante ¢ um dos aspectos
classicos nos tumores com esse fenotipo. Naqueles tumores classificados como
moderadamente diferenciados, observa-se um maior grau de anisocariose € anisocitose nas
células neoplésicas, exibindo nucléolos grandes e multiplos, maior taxa de mitoses tipicas e

atipicas e menor grau de queratinizacdo. Por fim, os tumores classificados como pobremente

diferenciados sdo compostos por células anaplésicas, mostrando numerosas figuras de mitoses

tipicas e atipicas, e queratinizagdo minima ou ausente (JOHNSON et al., 2005).

renciado,
amplificada em B, em que se nota grande densidade de pérolas cérneas. Em C, observa-se sec¢do
histolégica de outro caso de CCEB classificado como pobremente diferenciado, ampliado em D, no
qual é possivel notar acentuado grau de anaplasia. Percebe-se grande densidade celular associada a
anisocariose, hipercromatismo nuclear, maior densidade mitdtica, com mitoses atipicas (Hematoxilina
e Eosina, aumento original em A e C: 100X, e em B e D: 400X).

Fonte: UFU, s. d. — fotégrafo Marilia Ferreira Andrade .



22

O estabelecimento do planejamento terapéutico do CCEB baseia-se principalmente em
parametros clinicos, radioldgicos e histopatolégicos. O progndstico € determinado pelo
estadiamento clinico do tumor: TNM (T: tamanho do tumor; N: presenca e extensdo de
metastase linfonodal; M: presenca ou auséncia de metédstase a distancia) desenvolvido pela
Union Internationale Contre le Cancer (UICC) e da American Join Committee on Cancer
(AJCC) (NI et al., 2015). . Estima-se que lesdes metastédticas sdo clinicamente evidentes em
aproximadamente 40% dos pacientes, enquanto que metéstases ocultas podem variar de 15%
a 34 (LIAO et al., 2007; BAGAN et al., 2010).

De maneira geral, o tratamento do CCEB ¢€ feito primariamente por cirurgia podendo
ser acompanhado de radio e quimioterapia. Nas lesdes iniciais, a cirurgia ou radioterapia sao
os tratamentos de escolha e tem como foco a busca pela cura. J4 nos casos avangados, a
combinacdo de quimioterapia (terapia sist€émica) e radioterapia e/ou cirurgia (terapia local)
sdo frequentemente utilizados (FELLER; LEMMER, 2012).

No que diz respeito ao progndstico, a presenca de metdstases locorregionais é um
dos fatores mais importantes para a determinacdo do progndstico do paciente,
influenciando diretamente sua sobrevida (LEEMANS er al., 1994; CORTESINA;
MARTONE, 2006). A metdastase pode ser interpretada como processo dindmico em que
clones de células adquirem a capacidade de invadir e disseminar para outros Orgaos
(KLEIN, 2009; NOGUTI et al., 2012). Muitas moléculas estdo envolvidas nesse processo
e a compreensdo cada vez maior dos mecanismos moleculares envolvidos tem permitido o
estudo de biomarcadores preditivos de metdstase. No entanto, ainda ndo existe na
literatura um consenso a cerca dos mecanismos moleculares envolvidos (CORTESINA;
MARTONE, 2006; OLIVEIRA; SILVA, 2010).

A heterogeneidade genética, fenotipica e de comportamento biolégico do CCEB
tem dificultado as estratégias comuns e eficazes para seu diagndstico e tratamento
(KANOJIA; VAIDYA, 2006; HARRIS et al., 2015). Com o propésito de realizar
estimativas mais precisas acerca do comportamento biolégico destes tumores, varios
estudos tém sido direcionadoas na investigacdo marcadores moleculares capazes de
prever o comportamento do CCEB, incluindo genes e seus produtos proteicos (LIAO et

al., 2007; LEA et al., 2010; HANAHAN; WEINBERG, 2011; POLACHINI et al., 2012).

2.2 Via de Sinalizacao Wnt/ p-catenina

A via de sinalizacdo Wnt-B-catenina é crucial para o desenvolvimento embrioldgico de

uma variedade de organismos que vao desde os C.elegans aos mamiferos, estando envolvida na
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regulacdo de uma grande variedade de processos fisiologicos (KLAUS; BIRCHMEIER, 2008).
As proteinas da familia Wnt constituem um grupo de glicoproteinas secretadas, ricas em
aminoécido cisteina, com aproximadamente 350-400 aminodcidos. Nos seres humanos, existem
19 membros conhecidos dessa familia, os quais desempenham papéis essenciais na diferenciagao,
proliferacdo e sobrevivéncia celular (GILES et al., 2003; MacDONALD et al., 2009).

As proteinas Wnt atuam de modo pardcrino (comunicac¢do célula-célula) por
meio da ativagao de diversas cascatas de sinalizacdo dentro de suas células alvo. A via
de sinalizagdo Wnt/B-catenina (via candnica ou cldssica) tem recebido consideravel
atencdo dos pesquisadores em oncologia nos ultimos anos por ter vdarios de seus
componentes desenvolvendo importante papel na formacdo tumoral (LUSTIG;
BEHRENS, 2003)

A sinalizacdo Wnt se faz por trés vias principais:

1) A via Wnt cldssica ou candnica (via Wnt/f-catenina): ativa genes alvo através da

estabiliza¢do de B-catenina no niicleo, sendo a via mais estudada na tumorigénese;
e as vias ndo candnicas:

2) A via Wnt da polaridade celular: regula a polaridade celular através da mediacdo

da organizacgdo do citoesqueleto;

3) A via WNT dependente de Ca™: envolve o aumento do Ca™ intracelular e a

ativacdo de componentes de sinaliza¢do da via dependentes de Ca™ (pode interferir
na via candnica Wnt; porém, ndo estd claro se esta via estd conservada nos

mamiferos e qual sua participacdo na tumorigénese).

A cascata de sinalizacdo da via Wnt/B-catenina controla o comportamento
celular direcionando as propriedades de transcricdo das proteinas ligantes de DNA da
familia T-cell receptor/limphoyd enhancer fator 1 (TCF/LEF-1). Na auséncia da
sinalizagcdo Wnt, as proteinas ligantes de DNA da familia TCF/LEF-1 se associam a
correceptoresbloqueando a expressido dos genes alvo da via. No centro da via Wnt/B-
catenina estd a estabilizacdo da [-catenina citoplasmdtica, que livre, transloca-se para
o nucleo e participa na ativacdo dos genes alvo através da ligacdo com TCF/LEF-1
(LUSTIG; BEHRENS, 2003). Na auséncia de sinalizacdo Wnt/B-catenina, o pool
citosélico de [-catenina é continuamente degradado, como resultado da sua
fosforilacdo pela proteina GSK3f e subsequente degradagao através da via ubuquitina-

proteossomo (DAKENG et al., 2012).
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Das 19 proteinas Wnt humanas conhecidas, as mais estudadas e que reconhecidamente
iniciam a sinalizacdo Wnt/B-catenina sdo Wnt-1, Wnt-3a e Wnt-18. Sabe-se que a regido
amino-terminal das proteinas Wnt fazem a interacdo com os receptores de Wnt e que a por¢ao
carboxi-terminal dessas proteinas € responsdvel pela ativacdo desses mesmos receptores.
(MILLER, 2002; LUSTIG; BEHRENS, 2003).

Assim sendo, a transducdo de sinal se inicia com a ligacdo das glicoproteinas Wnt a
dois membros distintos de receptores de superficie celular: o receptor da familia Frizzled (FZ)
e receptores LRP (LDL-receptor-related proteins), os quais atuam como co-receptores
essenciais para a interacdo entre os ligantes Wnt e receptores FZ. Até o presente momento, 10
receptores FZ e dois membros da familia LRP, os receptores LRP-5 e 6, foram identificados
em seres humanos. Os receptores FZ tem um dominio amino terminal rico no aminodcido
cisteina, regido em que ocorre a ligacdo das Wnt, sete dominios transmembranares, € uma
porcdo carboxi-terminal voltada para a face citoplasmdtica da membrana celular (LUSTIG;
BEHRENS, 2003).

Quando a via de sinalizagdo Wnt/PB-catenina é ativada (FIG. 3), o complexo de
destruicdo multiproteico formado por AXINA ou sua homoéloga Conductina, glicogen
synthase kinase 3 beta (GSK-3PB), Adenomatous polyposis coli (APC), B-catenina e casein
kinase 1 (CK1) é inativado, permitindo que a [-catenina seja translocada do citoplasma
para o nucleo, mediada pela galectina 3 (Gal-3), onde se liga aos fatores de transcri¢do
TCF/LEF para promover a ativagdo da transcri¢io de genes alvos tais como c¢-MYC,
CCNDI e MMP7 (SHIMURA et al., 2004; DAKENG et al., 2012). Para que isso ocorra, a
proteina Wnt deve se ligar ao receptor FZ na célula-alvo e promover o recrutamento da
proteina Dishevelled (Dsh) pré6ximo a membrana plasmética, onde interage com o receptor
FZ, etapa essencial para inibir o complexo de destrui¢do da PB-catenina. Em relagdo aos
receptores LRP, na presenca de Wnt ativadoras, LRP 5 ¢ 6 sdo fosforilados por GSK3p e
CK1, o que também promove o recrutamento de proteinas Dsh bem como a translocacdo
da axina para a membrana plasmadtica e a inativagdo complexo de destruicdo (KLAUS;
BIRCHMEIER, 2008).

Sinais inibitérios da via Wnt sdo modulados extracelularmente por proteinas
secretadas tais como as proteinas relacionadas com o Frizzled (Frz) e fator inibitério de Wnt-1
(Wif-1). Esses fatores se ligam a Wnt e antagonizam a sua fun¢do. Outro antagonista desta via
¢ a proteina Dickkopf (Dkk) que se liga ao corrreceptores LRP e bloqueia sua disponibilidade
(LUSTIG; BEHRENS, 2003).
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FIGURA 3 - Desenho esquemdtico da via candnica de sinalizacio WNT. Pelo esquema, pode-se
observar que ap6s a ligagdo das proteinas Wnts aos receptores Frizzled, ocorre ativag@o (recrutamento)
da proteina Dishevelled que bloqueia a fun¢do do complexo proteico estruturado sobre as proteinas
AXINA ou Conductina. Na auséncia das Wnts (-Wnt) o complexo multiproteico Axina /Conductina
promove fosforilagdo de [B-catenina através da GSK3[B. A PB-catenina fosforilada se torna multi-
ubidiquinada (Ub) e subsequentemente degradada via proteassomo. Na presenca de Wnts ou apds
mutagdes em APC, Axina/Conductina, ou B-catenina, a fosforilacdo e degradacdo de P-catenina é
bloqueada o que permite a associa¢do de P-catenina com os fatores de transcricio TCF (+ Wnt or
mutations). Os complexos TCF/B-catenina se ligam ao DNA e ativam os genes alvo de Wnt
juntamente com outros ativadores ou repressores transcricionais.

Fonte: Lustig e Behrens (2003).
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2.3 Caracterizacao dos principais componentes da via Wnt e seu papel no cancer

Estudos recentes em modelos experimentais € em neoplasias humanas tém mostrado
que a via de sinalizacio Wnt/B-catenina estd alterada durante a tumorigénese. Este
envolvimento tem sido percebido pelas alteracdes associadas a funcdes de B-catenina que
ocorrem quando hd mutacdes nos genes APC, GSK-3, AXINA ou no exon 3 do gene da B-
catenina, comprometendo o sitio de fosforilacio da GSK-3B (SATO et al., 2002;
URAGUCHI et al., 2004). Assim, componentes da via de sinalizacdo Wnt/B-catenina tém
sido relatados como fatores que contribuem para génese de diferentes neoplasias como
carcinoma hepatocelular, meduloblastoma, melanoma, cancer de ovério, prdstata, pancreas, de
cOlon e em tumores de glandulas salivares (ACTIS et al., 2002; DAA et al., 2004; KUDO et
al., 2004).

2.3.1 GSK 3p:

A proteina quinase serina/treonina GSK3p foi descoberta hd aproximadamente trés
décadas no miusculo esquelético de coelhos, como uma proteina que inativa a glicogénio
sintase, que € a enzima final na biossintese do glicogénio (EMBI et al., 1980; WOODGETT,
1990; MISHRA, 2010). Esta constitutivamente ativa em células normais ¢ envolvida em
muitos processos celulares, tais como o metabolismo de glicogénio, regulagdo do
citoesqueleto, estabilidade dos microtibulos e controle do ciclo celular (LUO, 2009).

Por ser uma proteina multifuncional, ou seja, participar de vdarias vias de sinalizacao
regulando muitas proteinas chaves, como, por exemplo, a B-catenina na via de sinaliza¢do
Wnhnt/B-catenina, quando desregulada, pode estar envolvida no desenvolvimento de vdrias
doencas como cancer, diabetes, cardiovasculopatias e desordens degenerativas (JOPE;
YUSKAITIS; BEUREL, 2007). A atividade da GSK3p ¢ regulada pela fosforilacdo sitio-
especifica. Na sua forma inativa, a GSK3p é fosforilada no residuo de serina na posi¢do 9
(Ser9), enquanto que na sua forma ativa € fosforilada no residuo de tirosina na posicdo 216
(Tyr216), aumentando a sua atividade enzimética em aproximadamente cinco vezes (LUO,
2009).

No citoplasma, a proteina GSK3f ativada participa de um complexo multiproteico
formado pela Axina, APC e CK1. Neste processo, sua fun¢do estd associada a promogao da
degradacdo da proteina P-catenina via complexo de destrui¢do ubiquitina-proteossomo,
fosforilando-a e marcando-a com ubiquitina pela proteina B-TrCP (CLEVERS, 2006). Por

outro lado, quando a GSK3p € inativada, o complexo multiproteico deixa de fosforilar a -
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catenina que, por consequéncia, ndo € degradada e o seu nivel citoplasmdtico aumenta,
culminando com a sua translocacdo ao nucleo (CLEVERS, 2006). No nicleo, B-catenina se
liga a fator de transcri¢io da TCF/LEF promovendo a transcri¢do de genes alvo da via de
sinalizacdo Wnt/ B-catenina, tais como os genes MYC, CCNDI, JUN, MMPI ¢ MMP7
(FARAGO et al., 2005; LUSTIG; BEHRENS, 2003).

Além de seu envolvimento nas fungdes celulares normais, estudos recentes t€ém
observado que a proteina GSK3[ tem participacdo direta nos processos de transformacéo
neoplésica, crescimento tumoral e desenvolvimento de metdstases (DOBLE; WOODGETT,
2007; LUO, 2009; MISHRA, 2010). GSK3p atua como uma potencial proteina supressora de
tumor na via de sinalizacdio Wnt/B-catenina, uma vez que sua inibicdo na via promove a
estabilizacdo de B-catenina e seu acimulo e consequente translocacio para o nicleo, levando
a ativacao da expressao de oncogenes tais como CCND1, MYC e c-JUN (JOPE et al., 2007).

Considerando que a possibilidade de inibicio de GSK3PB pode contribuir para
tumorigénese, € particularmente interessante o fato de nao ter sido encontradas mutagdes em
GSK3p em canceres humanos. Isso pode ser explicado pelo fato de cada isoforma de GSK3f3
ser codificada por um gene diferente e que mutacdes espontineas em ambos 0Os genes
aparecerem com raridade. Assim, o envolvimento de GSK3B na tumorigénese esta
relacionado com desregulacdo em sua atividade e nao com mutagdes de inativagdo, como ja
foi encontrado em alguns cénceres humanos para os genes codificadores de [-catenina ou
APC na via de sinalizacdo Wnt/ B-catenina (POLAKIS, 1999; SAMUELS; ERICSON, 2006;
JOPE et al., 2007).

Evidéncias mostram que a inativagdo de GSK3p também estd relacionada com
crescimento tumoral e metdstase. Neste sentido, a forma ativa de GSK3p (GSK3pB- Tyr*'®) foi
mais frequentemente encontrada em carcinomas gastricos nos estagios iniciais e apresentou
uma relacdo negativa com metédstase nodal. Além disto, foi positivamente associada ao
melhor progndstico, sendo candidata a biomarcador progndstico em cancer gastrico (CHO et
al., 2010).

Sobre este ultimo papel, € de amplo conhecimento que aumento da motilidade e
invasdo das células cancerosas sdo os eventos que ocorrem primariamente no processo de
metéstase, um fendmeno conhecido como transi¢ao epitélio-mesénquima (LUO, 2009). De
um modo geral, as caderinas interagem com a actina do citoesqueleto para manter a
integridade dos tecidos. Todavia, nos carcinomas, a perda de E-caderina favorece a invasao

das células, pelo favorecimento do rompimento da adesdo intercelular (MISHRA, 2010).
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O fator de transcricio Snail tem um papel fundamental na transi¢do epitélio-
mesénquima através da supressdo da expressdo de E-caderina. Nas células tumorais, GSK3
promove a degradacdo de Snail e a inibicado de GSK3p causa o aumento da atividade de Snail
e consequente regulacdo negativa de E-caderina. Assim, hd a inibi¢do da transcri¢do do gene
CDHI1, responsavel por codificar a proteina E-caderina, proporcionando um aumento da
invasdo e metastase (JOPE et al., 2007). Por fim, cabe mencionar que moléculas da matriz
extracelular implicadas com a progressao de CCEB, como coldgeno, fibronectina, tenascina,
laminina e integrinas, sdo também alvos indiretos da GSK3p via proteina Snail, o que reforca

ainda mais o seu papel do desenvolvimento de metédstase (MISHRA, 2010).

2.3.2 APC

O gene APC é um gene supressor de tumor localizado no cromossomo 15q21-22 e
codifica uma proteina citoplasmética denominada APC. APC € o acronimo para o nome da
doenca polipose adenomatosa do célon, do inglés Adenomatous Poliposis Coli, no qual o
gene foi descrito pela primeira vez (ANASTAS; MOON, 2013).

No contexto da via Wnt/B-catenina, a proteina APC é capaz de se ligar a B-catenina,
atuando na formagdo do complexo que favorecerd a degradagdo da B-catenina (TSUCHIY A
et al., 2004). Mutagdes que eventualmente estejam envolvidas com o gene APC levam a
producdo de uma proteina andmala, incapaz de ligar-se a B-catenina, interferindo no processo
de fosforilagdo mediada pela GSK-3f e, consequentemente, sua degradagio via proteassomo.
Como ja descrito anteriormente, esta alteracdo tornard a B-catenina estavel no citoplasma,
aumentando a possibilidade de transcri¢ao de genes alvos da via Wnt/B-catenina (IWAI et al.,
2005).

Em alguns tumores, tais como hepatocarcinomas, carcinoma de células renais e os
carcinomas de pulmaio, as alteracdes em expressdo de APC ou mutagdes no gene APC tém
sido observadas (BRABENDER et al., 2001; OHGAKI et al., 2004). No estudo de Gray et al.
(2011) uma redugdo da expressao de APC em 95% das amostras de carcinomas epiderméides
de pele foi encontrada sendo que 60% delas apresentavam LOH para o gene APC. Em
carcinomas epidermoides de laringe, foi encontrado LOH para o gene APC em 20% dos casos
e mutacdes no éxon 11 do mesmo gene em 33% (PECINA-SLAUS et al., 2005). PENG et al.
(2009) estudaram a expressdo da proteina APC em carcinomas epidermdides de es6fago, em
relacdo a mucosa normal, células hiperpldsicas e displdsicas. Em seu estudo, os autores

observaram uma redugdo da expressao da proteina APC de um estado normal a neoplasico.
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Ainda, mutagdes em APC também foram identificadas em outras neoplasias, como adenomas
gdstricos, hepatoblastomas e carcinoma de prostata (ODA et al., 1996; LEE et al., 2002;
MIYAKI et al., 1999; GERSTEIN et al., 2002). Esses dados mostram que alteracdes no gene
APC, que de certa forma € refletido na expressao da sua respectiva proteina dentro da célula,
parece estar relacionado com desenvolvimento de diferentes tipos de tumores, inclusive os
carcinomas de células escamosas de cavidade bucal.

Também, a proteina APC pode se ligar a vdrias outras proteinas e exercer diferentes
fungdes em diferentes compartimentos subcelulares (LUSTIG; BEHRENS, 2003). Varios
sinais de importacdo celular (SIC) e sinais de exportagdo celular (SEC) estdo associados a
APC. No total, cinco SEC foram identificados, dois deles localizados na por¢do N-terminal, e
os outros trés proximos ao centro entre os dominios de ligagdo de B-catenina (HENDERSON;
FAGOTTO, 2002; LUSTIG; BEHRENS, 2003). Os SEC N-terminais parecem estar bem
conservados e, devido sua localizagdo, estdo presentes e funcionando em canceres de c6lon. O
papel funcional dos diferentes SEC, e, em particular, sua relativa importancia para exportagao
de APC para o nucleo constitui-se, ainda, um assunto controverso. APC pode sim transitar
entre citoplasma e nucleo e foi proposto que delecdes das SEC centrais (proximas aos
dominios de B-catenina) de APC em tumores levam ao um sequestro das proteinas APC
andmalas e de B-catenina para dentro do nidcleo. Porém hd evidéncias de que a B-catenina
pode transitar entre niucleo e citoplasma independente de APC. Contudo, ainda ha
controvérsia se a fun¢do de exportacdo nuclear de APC € crucial para sua fun¢do como

supressor de tumor (HENDERSON; FAGOTTO, 2002; LUSTIG; BEHRENS, 2003).

2.3.3 p-Catenina

Na auséncia de sinalizacdo Wnt/B-catenina, a 3-catenina estd associada a E-caderina
nos complexos juncionais € suas concentracOes citosOlicas sdo mantidas baixas por sua
ubiquitinizagdo e degradacdo via proteassomo (LI ef al., 2012). Também, a sua ligagao a APC
fosforilada, a sua fosforilagao via GSK3p e o complexo de formacdo Axina/conductina/CK1-
dependente sdo responsdveis pela degradacdo continua de P-catenina no citoplasma
(BEHRENS et al., 1993; KORINEK et al., 1997; IKEDA et al., 1998; LIU et al., 2002; LI et
al.,2012).

Quando da ativacdo da via Wnt/B-catenina, a P-catenina regula a atividade de

transcricdo de genes apds a sua translocacdo para o nicleo e a ativacdo de fatores de

transcricdo (MOLENAAR et al., 1996; SIMIC et al., 2013).
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Uma vez que vdrios tipos de tumor foram relacionados a alta expressdo de genes alvo
de B-catenina, esta proteina tem sido usada como um biomarcador em vérios tipos de
canceres. Por exemplo, expressdo nuclear de B-catenina parece ser um critério para percepgiao
de perfis invasivos e de disseminagdo de carcinomas bem diferenciados. Nestas lesdes, a [3-
catenina ainda € encontrada associada a E-caderina, estando expressa no citoplasma de células
diferenciadas e com a unido intercelular preservada (BRABLETZ et al., 2001; ANDRADE et
al., 2013).

Mutagdes no gene da B-catenina tém sido descritas em vdrios tipos de tumor. Anélise
de tumores colorretais ndo relacionados a polipose hereditdria mostrou uma frequéncia
elevada de mutacdes (43%) em CTNNBI, todas em locais de reparo do gene. (LOVIG et al.,
2002). Mutagdes em CTNNBI também foram encontradas em carcinomas hepatocelulares (de
LA COSTE et al., 1998; KOCH et al., 1999; PARK et al., 2001; TANIGUSHI et al., 2002);
em carcinomas de endométrio (MIRABELLI-PRIMDAHL et al., 1999) e cancer de préstata
(VOELLER et al., 1998).

Quanto a localizacdo nuclear de B-catenina, esta foi primeiramente constatada em
adenomas colorretais (INOMATA et al., 1996). Em seguida foi demonstrado que a marcagao
nuclear para B-catenina em cortes de tecido parafinado nem sempre coincide com a ativagdo
da via Wnt, sendo a expressdo nuclear de P-catenina heterogénea. Particularmente, a
imunolocalizag¢do de B-catenina em carcinomas de c6lon mostrou-se intensa nas dreas de front
invasivo do tumor; nas demais partes do tumor, a [3-catenina foi expressa em citoplasma e
membrana apenas. Isso pode indicar que altos niveis de B-catenina nuclear tem um importante
papel na transicdo para o estado invasivo das células tumorais, € mais, aponta mecanismos
regulatérios que controlam o aumento de expressao nuclear de -catenina independente da via
Wnt. Pode-se especular que sinais vindos do estroma vizinho ao tumor invasor possam
desempenhar um papel na modulagio da translocag¢do nuclear de B-catenina (BRABLETZ et
al., 2002; LUSTIG; BEHRENS, 2003).

A participagdo de B-catenina e sua associacdo com a adesdo celular e tumorigénese

foi demonstrada em varios trabalhos para varios tumores, entre os quais citam-se: carcinoma
de célon e reto (RUBINFELD ef al., 1996), meduloblastoma (THOMPSON et al., 2006; CHO
etal.,2011) e leucemia miel6ide aguda (WANG et al., 2010).
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2.4 A Via WNT e o Carcinoma de células escamosas bucal

Falando especificamente dos CCBE, hd poucas informagdes na literatura cientifica
sobre a participagdo da via de sinalizacdo Wnt/B-catenina no desenvolvimento e progressao
desses tumores. Muitos dos estudos avaliam o papel isolado da principal molécula efetora
dessa via, a [-catenina, em especial correlacionando-a com fatores clinicopatolégicos.
Contudo, os resultados sao ainda contraditérios. Alguns estudos demonstraram que células
positivas para Wnt apresentavam concomitantemente alta expressdao de [-catenina
difusamente no citoplasma e nicleo, bem como de c-Myc e MT1-MMP (URAGUCHI et al.,
2004); por outro lado, baixa expressdo de P-catenina tem sido observada em CCEB
metastaticos quando comparado com as células de tumores ndo metastiticos (KUDO et al.,
2004). Ainda, estudos t€m mostrado uma relacao entre reduzida expressao de -catenina com
grau histolégico do tumor, fenétipo agressivo, pior progndstico e risco aumentado para
invasao e metastase (LAXMIDEVI er al., 2010; RAVINDRAN; DEVARAIJ, 2011). Além
disso, alguns trabalhos tém observado que o acimulo intracelular de B-catenina ocorre nos
estagios iniciais do processo de carcinogénese bucal, de forma semelhante ao que ja foi
descrito para a carcinogénese do c6lon (BRABLETZ et al., 2000; SATO et al., 2002). Em um
estudo analisando carcinomas de cabeca e pescogo, foi sugerido que a f-catenina tem um
papel importante no complexo de adesdo celular e menor como molécula sinalizadora nesses
tipos de tumores (YU et al., 2005). No estudo de LAXMIDEVI et al. (2010), a expressao de
B-catenina no citoplasma relacionou com grau histolégico menos diferenciado de CCEB e,
como consequéncia, maior agressividade tumoral. Contudo, isso parece ndo ser sempre o
caso visto que outro estudo mostrou que a expressao de B-catenina ndo estava correlacionada
com invasdo tumoral, as caracteristicas da metastase para linfonodos regionais € o grau
histolégico, embora uma reduzida expressao dessa molécula tenha sido associada a metastase
linfonodal (TANAKA et al., 2003).

Assim, embora os estudos sugiram um importante papel para B-catenina em alguns
aspectos relacionados com progressdo tumoral, os mecanismos moleculares ndo sdo ainda
completamente compreendidos e outros estudos s@o necessarios.

Outro componente importante da via de sinalizacdo Wnt/ B-catenina, mas que ainda é
pouco estudado no contexto da carcinogénese bucal € a proteina quinase de glicogénio sintase
3B (GSK3-B). Estudos sobre a expressio de GSK3B em adenocarcinomas ovarianos e
carcinomas de cavidade bucal, por exemplo, ttm mostrado que a sua expressdo estd

aumentada (GOTO et al., 2002; RASK et al., 2003). Contudo, o papel da GSK3-B na
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carcinogénese bucal é desconhecido, embora estudos em modelos de tumorigénese de mama
bem como de carcinogénese de pele imputem-lhe papel oncogénico (FARAGO et al., 2005;
LEIS et al., 2002). No estudo de Leis et al. (2002) foi mostrado que durante o processo de
carcinogénese de pele, a atividade de GSK3 diminuiu a medida que o grau histolégico das
lesdes progredia, sendo maior a expressdo de GSK3[ em um estdgio inicial, ou seja, com
desenvolvimento de papilomas, do que em estdgios mais avancados, na presenca de
carcinomas. Ao mesmo tempo, essa reduzida atividade foi acompanhada de aumento da
expressdo por imuno-histoquimica de GSK3BSer9, ou seja, a forma inativa de GSK3[3 bem
como actimulo nuclear de ciclina D1. Esses dados sugerem que GSK3f inativa induz um
aumento da expressdo de ciclina D1 nuclear e, por consequéncia, leva a ativacdo da
proliferagdo celular. Embora os estudos permitam supor que a GSK3p esteja envolvida com o
desenvolvimento de tumores bem como a progressao tumoral, ndo hd ainda na literatura
nenhum estudo que avalie o papel dessa molécula nos CCEB como na associacdo da sua
expressao com fatores clinicopatoldgicos de importancia progndstica.

A proteina APC bem como o status do gene tem sido investigada em CCEB. Estudos
de Chang et al. (2000) e Iwai et al. (2005) em CCEB revelaram LOH em APC como o
principal mecanismo de reducdo intracelular da proteina. Trabalhando com oito linhagens
celulares tumorais e 50 amostras de lesdo de CCEB, Uesugi et al. (2005) observaram, por
imuno-histoquimica, uma redugdo de 30% na expressao da proteina APC; em duas das oito
linhagens celulares (25%) uma hipermetilacao de regidao promotora do gene foi demonstrado.
Nao obstante, Gao et al. (2005) investigaram, além de LOH, a hipermetilagdo do gene
promotor APC. Nesse estudo, eles observaram que 4/31 (12,9%) e 5/34 (14,7%) das amostras
de carcinoma apresentaram, respectivamente, LOH e hipermetilacio do gene alvo. No
entanto, diferentemente dos estudos de Tsuchiya et al. (2004), o grau de diferenciacdo do
tumor ndo foi considerado estatisticamente significante quando comparado com o tipo de
alteracdo do gene.

Alteracdes em componentes da via Wnt/B-catenina ja foram descritas em desordens
(ou alteracdes) cancerizaveis da mucosa oral, tanto para lesdes cancerizdveis, isoladamente,
quanto na dindmica da transformacdo maligna a partir das lesdes displésicas. Isso foi
demonstrado por Ishida e colaboradores (2007), que encontraram expressdo nuclear de [3-
catenina em 92% dos casos de leucoplasias com displasia e em 29% das leucoplasias sem
displasia. Também observaram que a expressdo nuclear de B-catenina aumentou de maneira

significativa com a severidade das displasias. Por fim, nesse mesmo estudo, os autores
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observaram que a expressao Wnt-3 e ciclina D1 (CCND1) era significativamente maior nos
casos com expressdo nuclear da B-catenina. Os autores concluiram que a ativag¢do da via de
sinalizacdo Wnt/B-catenina é importante na progressdo das displasias nas leucoplasias bucais
(ISHIDA et al., 2007). Um estudo do nosso grupo de pesquisa (BARBOSA DE PAULO,
2016) mostrou evidéncias de que a via de sinalizacdo Wnt/B-catenina nio esteja ativa no
processo de evolucdo e transformagdo das leucoplasias bucais. Barbosa de Paulo (2016)
observou que a reducdo da expressdo génica de CCNTBI, CDHI e APC realmente parecem
ser um evento importante na progressdo da displasia epitelial e transformacdo maligna de
lesdes leucoplésicas e que o aumento da expressdo génica de CCNDI em leucoplasias de alto
risco sugere maior potencial de proliferacao celular e logo pior progndstico para a doenca.
Todavia, ndo demonstrou aumento de B-catenina nuclear nos casos de cincer, como deveria
ser observado nos casos de ativacdo da via classica. Estes resultados somam-se aqueles da
literatura que colocam duvidas ainda na ativacao da via na carcinogénese bucal.

Nesse sentido, outros estudos concernentes ao papel da via e do seu principal
mediador B-catenina, além da proteina GSK3-beta e proteina APC e demais proteinas alvos,
sd0 essenciais para elucidar os mecanismos envolvidos na patogénese desse importante tumor

de cabeca e pescoco e correlacionar com fatores de progndstico.



3 JUSTIFICATIVA E PROPOSICAO

A via de sinalizagcdo Wnt/B-catenina é conhecida por estar envolvida na transformagao
maligna de diferentes tipos celulares e, em especial, em célon. Dentre os componentes dessa
via, destaca-se a beta-catenina, uma proteina efetora que atua na ativacdo transcricional de
varios genes como o da ciclina D1 e c-myc, ambos considerados importantes marcadores de
proliferacao celular. Nao menos importante nesse intrincado mecanismo de sinalizacdo celular
e, no caso, da via de sinalizacdo Wnt/ B -catenina, tem a proteina APC. Essa proteina
juntamente com a GSK3p e axina formam um complexo de destruicdo da beta-catenina na
auséncia do sinal Wnt.

Assim, estudar a expressao gé€nica e proteica dos componentes efetores pertencentes a
essa via de sinalizacdo (GSK-3p, APC e B -catenina) bem como as alteragdes na expressao
génica e proteica de marcadores de proliferacdo e adesdo celular que possam ocorrer em
virtude da ativacdo dessa via (c-Myc, ciclina D1 e E-caderina) € crucial para o entendimento
do processo de inicio e desenvolvimento de tumores e, em especial, no que diz respeito a um
dos tumores de cabeca e pescoco de maior incidéncia, o carcinoma de células escamosas de
boca (CCEB).

Embora estudos anteriores tenham procurado estudar os componentes proteicos dessa
via de sinalizacdo em amostras de CCEB de forma isolada, ndo ha ainda nenhum estudo que
estude em conjunto a expressdo dessas proteinas chaves e sua correlacdo com fatores de
progndsticos bem estabelecidos na literatura para esse tipo de lesdo.

Nesse sentido, a avaliacdo da expressdo dessas proteinas em uma amostra de
conveniéncia de CCEB poderd dar novos subsidios para a compreensdao dos mecanismos
relacionados com o seu desenvolvimento e a progressao tumoral.

Nossa hipétese de trabalho € que a via Wnt/B-catenina estd ativa na carcinogénese
bucal e na progressdo do cancer de boca, traduzido pelo aumento de B-catenina nuclear;
acreditamos também que nestas lesdes teremos uma menor expressao de E-caderina, de forma

marcante nas amostras de lesGes metastaticas.



4 OBJETIVOS

Geral

Identificar o padrdo de transcri¢do de genes pertencentes a via de sinalizacdo WNT

bem como os seus respectivos produtos proteicos fosforilados e ndo fosforilados em uma

amostra de CCEB metastético e ndo metastitico obtidos do Laboratério de Patologia Bucal da

Faculdade de Odontologia e Anatomia Patoldgica da Faculdade de Medicina da Universidade

Federal de Uberlandia e relagdo da expressao deles com fatores clinicopatolégicos.

Especificos

1. Tabular e descrever os dados clinicopatolégicos da amostra de CCEB de pacientes
metastaticos € ndo metastaticos;

2. Quantificar a expressdo génica dos genes GSK-3p, APC, CTNNBI, c-Myc, CCNDI e
CDH1 em fragmentos cirurgicos de pacientes com diagnéstico de CCEB.

3. Avaliar a expressdo das proteinas GSK-3f, pGSK3p-Ser9, APC, B -catenina, c-Myc,
ciclina D1 e E-caderina em fragmentos parafinados de pacientes com CCEB e grupo
controle;

4. Avaliar a expressdo das proteinas GSK-3p, pGSK3p-Ser9, APC, B-catenina, c-Myc,
ciclina D1 e E-caderina em fragmentos parafinados de CCEB de pacientes
metastaticos € ndo metastaticos;

5. Associar a expressao das proteinas GSK-3f3, pGSK3B-Ser9, APC, B-catenina, c-Myc,

ciclina D1 e E-caderina com fatores clinicopatolégicos na amostra de CCEB de

pacientes metastiticos € ndo metastaticos.



5 MATERIAL E METODOS

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Uberlandia (UFU) (CAAE: 00593312.1.0000.5152), segundo o parecer de nimero 5715/12
(ANEXO A e B).

5.1 Casuistica

Foram incluidas no estudo 90 casos de CCEB, cujos fragmentos teciduais provenientes
de biopsias incisionais ou excisionais, foram fixados em formalina (solucdo de formol a 10%) e
incluidos em parafina, e outros 17 casos, dos quais se utilizou fragmentos de tecido fresco, ndo
fixados. Os fragmentos fixados foram coletados retrospectivamente dos Arquivos do
Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia e Anatomia Patolégica da
Faculdade de Medicina da UFU no periodo de janeiro de 2006 a fevereiro de 2013; as amostras
coletadas prospectivamente foram obtidas de casos tratados cirurgicamente no Hospital de
Clinicas da UFU no periodo entre janeiro de 2013 a dezembro de 2014 foram usadas no estudo.
Todos os casos incluidos estavam dentro da codificacdo CID: C00 a C06, C09 e C10. Foram
ainda considerados dois outros grupos para o estudo: um grupo controle utilizado para os
ensaios imuno-histoquimicos e sua andlise (n = 16), constituido de fragmentos de mucosa, cujos
epitélios de revestimento eram destituidos de displasia ou neoplasia benigna ou maligna; e outro
grupo controle utilizado para o experimento de expressao funcional génica (n = 11), constituido
de fragmentos de mucosa de bochecha doados por individuos sauddveis, e de mucosas
aparentemente normais, adjacentes a mucoceles tratadas por exérese na Unidade de Diagndstico
Estomatol6gico da Faculdade de Odontologia da UFU.

Todos os casos incluidos no estudo tiveram suas laminas histolégicas revistas para
confirmacao do diagnéstico de CCEB conforme os critérios estabelecidos pela Organizacdo
Mundial de Sadde (OMS) (BARNES et al., 2005), e para confirmagdao da auséncia de
neoplasias e displasias ou outras alteragdes histopatoldgicas que pudessem comprometer a
qualidade dos controles..

A inclusdo dos casos para o trabalho levou em consideracdo as lesdes categorizadas
segundo os CIDs descritos anteriormente. Os critérios de exclusdao foram a auséncia de
material tecidual em quantidade suficiente para os ensaios, principais dados

sociodemogréficos e clinicopatolégicos incompletos e perda de seguimento do paciente.
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Informagdes sociodemogréficas e clinicopatoldgicas dos pacientes participantes foram
obtidas a partir de consulta aos prontudrios médicos. Todos os dados foram coletados através
do uso de um instrumento de coleta qualificado semiestruturado (ANEXO C). As informagdes
relativas as caracteristicas sociodemograficas dos pacientes, como idade, sexo, cor e
comportamentos relacionados a doenca (tabagismo e etilismo), e dados clinicopatoldgicos,
como sintomatologia, tempo de evolucdo, localizagdo, tamanho, estadiamento clinico,
gradacdo histolédgica, tratamento, metastase, recidiva e condicao clinica, foram levantadas.

Para o estadiamento clinico da doenca, utilizou-se o sistema estabelecido pela Union
for International Cancer Control (UICC) e American Joint Committee on Cancer (AJCC)
(SOBIN et al., 2009), conforme Tabela 1. Para a gradacdo histolégica dos tumores,
empregou-se os critérios estabelecidos pela OMS (BARNES er al., 2005), como segue: bem
diferenciado, moderadamente diferenciado e pobremente diferenciado. A presenca de
metastase locorregional foi inicialmente estabelecida por exames clinicos e de imagem
(Tomografia Computadorizada), confirmados posteriormente por exames histopatolégicos dos
linfonodos coletados durante o esvaziamento cervical do paciente, no transcurso da cirurgia.
A confirmacdo de metdstase foi usada para categorizar os pacientes com CCEB em dois
grupos: aqueles com tumores primdrios ndo metastiticos (PNM) e primdrios metastéticos

(PM) para fins comparativos quanto a expressao das proteinas e genes investigados.

QUADRO 1 - Descrigdio dos parametros para o estadiamento clinico
adotado no estudo

ESTAGIO CLASSIFICACAO TNM
I T1INOMO
II T2NOMO
I T3NOMO ou T1, T2, T3 com N1
v T4NOMO ou qualquer T com N2, N3, ou qualquer lesdo com M

Fonte: Sobin et al. (2009).

5.2 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (Real Time PCR, qPCR)

5.2.1 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores (primers)

Os iniciadores ou primers foram desenhados com o auxilio da ferramenta de design de
primers da empresa Integrated DNA Technologies (IDT®), através do link PrimerQuest®
Tool. Os parametros escolhidos foram definidos para gPCR Intercalating Dyes, levando em
consideragdo os seguintes fatores: temperatura de melting de 60°C, porcentagem de bases GC

de 50%, tamanho do primer de 18-22pb, tamanho do amplicon de 80 a 100pb e energia livre
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de Gibbs (AG) baixa (THORNTON; BASU, 2011). As sequéncias dos genes alvos foram
obtidas pelo site da National Center for Biotechnology Information (NCBI). Em seguida, para
selecao do melhor primer/gene, utilizou-se o site da IDT® e, finalmente o programa Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST), tal que primers de menor expect-value (e-value)
foram finalmente selecionados (THORNTON; BASU, 2011). O Quadro 3 detalha os primers

forward e reverse empregados no estudo de acordo com os parametros acima mencionados.

QUADRO 2 - Sequéncia dos primers forward e reverse com suas respectivas referéncias.

GENE SEQUENCIA REFERENCIA IDT REFERENCIA NCBI
GSK3p F CTACCATCCTTATTCCTCCTCA 128954099 NM_001146156.1
GSK3B R GTCCACGGTCTCCAGTATTA 128954100 NM_001146156.1
APCF GCCCTAGAAGCAGAATTAGATG 129829704 NM_001206729.1
APCR CTTACTACGATGAGATGCCTTG 129829705 NM_001206729.1
CNNTBI F CCAGGTGGTGGTTAATAAGG 128954095 NM_001243027.2
CNNTBI R CTGAGGAGAACGCATGATAG 128954096 NM_001243027.2
c-MYC F CTGCTTAGACGCTGGATTT 128954098 NM_00507111.5
¢-MYC R CGAGGTCATAGTTCCTGTTG 128954098 NM_00507111.5
CCNDI F CCACAGCTACTTGGTTTGT 128954097 NM_004958.3
CCNDI R CCTACACCTATTGGACTGAAAG 128954097 NM_004958.3
CDHI F GTCAGCTACTCTAGTTCTGTTG 128954089 NM_006218.2
CDHI R GGACACACCAGTGTAGTAATG 128954090 NM_006218.2
B2M F TATCCAGCGTACTCCAAAGA NM_004048.2
B2M R GGATGAAACCCAGACACATAG NM_004048.2

Fonte: dados da pesquisa

5.2.2 Extracdo de RNA

As extracdes de RNA de todas as amostras congeladas (mucosa normal e amostra
tumoral [PMN e PM]) congeladas foram realizadas no aparelho Maxwell® 16 Instrument
(Promega, Madison, WI, USA) juntamente com o kit de extracdes de RNA Maxwell® 16
LEV simply RNA Tissue Kit (Referéncia: AS1280, Promega, Madison, WI, USA). Todas
as etapas seguiram as recomendacdes do fabricante, bem como todas as solucdes
utilizadas disponiveis no kit. Em resumo, apds a pesagem (mdximo de 0,05g), cada
amostra foi macerada em ambiente refrigerado em meio contendo 200 pL da solugdo de
trabalho (ImL de solu¢do de homogeneizagdo para cada 20uL de 1-tioglicerol) com
auxilio do Pellet Pestles® (Sigma Aldrich Brasil Ltda. Sao Paulo, Brazil). Seguida a
aplicacdo de 200uL de tampao de lise, as amostras foram agitadas em vortex por 15
segundos, centrifugadas a 1000xg por 2 minutos a 4°C e os sobrenadantes coletados
(400uL) e colocados nas cartridges (suporte disponivel no kit), posteriormente foram

colocadas dentro do aparelho Maxwell® 16 Instrument (Promega, Madison, WI, USA)
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para extracdo dos RNA. Ao final, o RNA total eluido de cada amostra foi aliquotado e
posteriormente quantificado em espectofotometro NanoDrop® ND1000, utilizando a
relacdo 260/280 (indice de absorbancia variando de 1,6 a 2,1) e 260/230 (indice de
absorbancia variando de 1,9 a 2,4). Todos os RNA foram armazenados em freezer -80°C

até a transcri¢ao reversa.

5.2.3 Transcrigcdo reversa

Utilizou-se o kit GoScript™ Reverse Transcription System (Referéncia: A5001,
Promega, Madison, WI, USA) para a sintese de DNA complementar (cDNA). Todas as
etapas foram seguidas de acordo com as recomendag¢des do fabricante. Inicialmente, para
cada amostra, 7ulL de Primer Mix (1uL de Oligo DT, 1uL de Random Primer e SuL de
RNA total foi incubado a 70°C por 5 minutos) e 13uLL de RT Mix (5uL de 4gua livre de
RNAe, 4ul de 5X Reaction Buffer, 1luL de ANTP Mix, 1,5uL de MgCl, (1,5mM), 0,5uL
de RNAin e 1uL de Enzima RT) foram misturados e incubados em termociclador por uma
hora a 42°C e entdo por 10 minutos a 70°C para a desnaturacdo da enzima transcriptase
reversa. Ao final, o cDNA/amostra foi aliquotado, quantificado em espectofotdometro
NanoDrop® NDI1000 (indices de absorbdncia variando de 1,6 a 2,1 para os indices
260/280 e de 1,9 a 2,1 para os indices 260/230) e armazenado em freezer -20°C até a
utilizagdo para gPCR.

5.2.4 gPCR

A quantificagdo da expressdo dos genes GSK3f, APC, CCTBN, c-MYC, CCNDI e
CDHI foram realizados no aparelho StepOnePlus™ Real Time PCR Systems (Applied
Biosystems, Foster, CA, USA) por meio do método comparativo de threshold cycles (Ct).
Todos os experimentos realizados foram montados em placas de 96 pogcos MicroAmp® Fast
Optical, 0,ImL (Applied Biosystems, Foster, CA, USA). Para montagem dessas placas de 96
pocos, empregou-se o StepOne Software versao 2.1 (Applied Biosystems, Foster, CA, USA).
Todos experimentos foram conduzidos em duplicata com apenas um controle negativo para
cada gene. As condi¢des da reacdo foram determinadas em ciclos previamente padronizados
de 95°C por dois minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto. Para
determinac¢do da curva de melting, empregaram-se ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por
1 minuto e 95°C por 15 segundos. A reagdo teve um tempo total de corrida de

aproximadamente duas horas.
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Para a reacdo, utilizou-se o GoTalq® gPCR Master Mix (Referéncia: A6001, Promega,
Madison, WI, USA), que contém sondas com propriedades espectrais semelhante ao SYBR®
Green I com excitagdo a 493nm e emissdo a 530nm. As propor¢des dos reagentes utilizados
no mix para cada amostra foram as seguintes: 6ul de GoTaq® qPCR Master Mix, 0,5uL de
primer forward, 0,5uL de primer reverse e 3,1uL de dgua livre de RNAe, totalizando 10,1uL
de mix em cada poco. A quantidade de cDNA utilizada foi de 1,9uL (200ng de cDNA),
totalizando em cada poco 12uL de solugdo.

A expressao relativa 6tima de cada gene foi estabelecida através da normalizagdo
do g-PCR em relacdo ao gene endégeno f2-microglobulina (B2M) (Tabela 4), pois foi o
gene que teve os menores indices de variagdes entre as amostras. O modelo matematico
adotado para a avaliacdo da expressao relativa (r) entre o gene alvo e o gene enddgeno foi
através da diferenca entre os valores de Ct do gene enddgeno e dos valores de Ct do gene
alvo (ACt = Ct do gene alvo - Ct do gene enddégeno) sem considerar a correcdo da
eficiéncia (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). A partir dos valores de ACt dos grupos PM e
PNM, foi possivel ainda subtrair a variagdo de ACt das amostras controles através da
média do ACt (calibrador) delas, tal que ao final foi obtido o AACt = ACt — calibrador.
Para as anélises dos resultados finais foram considerados a quantificagdo relativa pelo
método 222" considerando as médias das duplicatas (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008;
BUSTIN et al., 2009).

5.3 Arranjo em matriz de amostras teciduais (Tissue Microarray- TMA)

Para o estudo da expressdo (deteccdo por ensaio imuno-histoquimico,
colorimétrico) das proteinas GSK3p, pGSK3B-Ser9, APC, B-catenina, c-Myc, ciclina D1 e
E-caderina empregou-se o arranjo em matriz de amostras teciduais descrita por Kononen
et al. (1998) conhecida, em inglés, como Tissue Microarray (TMA) (FIG. 4). Essa técnica
consiste na incorporacdo de amostras de tecidos diferentes em um bloco de parafina,
designado como “bloco de tecido multitumor”. Este procedimento permite o estudo e
andlise de expressdo de marcadores moleculares em larga escala, com grande
aproveitamento de material arquivado a partir do emprego de pequena, mas representativa
quantidade de tumor, reducdo de tempo de andlise, e custo na sua obtengdo, e
possibilitando também a uniformizagdo das reacdes, facilitando assim a andlise

comparativa dos casos (ANDRADE et al., 2007).
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Para cada bloco recuperado, foram selecionadas duas areas tumorais (duplicata)
situadas lateralmente uma a outra, no front de invasdo, tendo o cuidado para que os cortes
contenham células tumorais. Para a defini¢ao destas areas, foram selecionadas duas dreas por
corte/lamina, utilizando-se um microscépio de campo claro (Nikon Eclipse E400, Tokyo,
Japdo), no aumento de 10x. As duas regides selecionadas foram entdo marcadas na lamina
com uma caneta de retroprojetor que serviu de referéncia para a transferéncia da area do bloco
original para o bloco de TMA.

Para confeccio do TMA, utilizou-se o Core Facilite (Beecher Instruments, Sun
Prairie, W1, USA), do Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital AC Camargo.
Assim, a partir do bloco doador, uma agulha de captura de 1,0 mm de didmetro foi
introduzida no bloco doador; em seguida, o material foi transferido para o bloco receptor
obedecendo a um padrao de matriz espagado de precis@do com nucleos de um milimetro de

didmetro.

Routine histologic Tissue core Construction of

paraffin block Collection of cohort tissue microarray SjimBsetion Tisug microaray

(GILTNANE e RIMM. 2004)

FIGURA 4 - Principio bésico para técnica de constru¢do de matrizes teciduais (TMA). Uma 4area
definida previamente é retirada do bloco doador (donor) através de uma “agulha oca”. Esse fragmento
¢ colocado em um bloco receptor (recipient). Entdo o bloco é cortado em micrétomo e processado.
Fonte: Giltnane e Rimm (2004).

Por fim, o bloco receptor foi cortado e a lamina confeccionada para os ensaios, sendo
que duas dessas laminas (inicial e final) foram coradas pela técnica da Hematoxilina e Eosina
(H&E). As demais reservadas para a realizacdo dos ensaios imuno-histoquimicos. A
localizag¢do de cada amostra tumoral no TMA em duplicata foi devidamente identificada no

mapa do TMA (FIG. 5).
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FIGURA 5 — Mapa do TMA confeccionado, indicando a posi¢do de cada caso na lamina.
Fonte: dados da pesquisa.
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5.4 Ensaio imunohistoquimico

A técnica utilizada para identificacdo da expressdo das proteinas GSK3p, pGSK3j-
Ser9, APC, p-catenina, c-myc, ciclina D1 e E-caderina foi a estreptavidina-biotina-
peroxidase. As dilui¢des consideradas para cada anticorpo, controle positivos, bem como a

referéncia dos mesmos estio detalhados na Quadro 2.

QUADRO 3 — Anticorpos utilizados nos ensaios imunohistoquimicos.

ANTICORPOS DILUICAO ORIGEM CONTROLE REFERENC  CLONE
POSITIVO IA

Anti-GSK3p 1-1500 IgG monoclonal de Coelho Carcinoma de célon SC'-9166 3D10

Anti-pGSK3p- 1-100 IgG policlonal de Coelho  Carcinoma de c6lon SC-11757

Ser9

Anti-APC 1-400 IgG policlonal de Coelho  Carcinoma de c6lon SC-896

Anti-Beta- 1-500 IgG policlonal de Coelho  Carcinoma de mama SC- 7199

catenina

Anti-c-Myc 1-500 IgG policlonal de Coelho  Célon normal SC-788

Anti-Ciclina D1 1-50 IgG Monoclonal de Ca Basocelular Ab’- 16663 SP4
Coelho

Anti-E- 1-50 IgG Monoclonal de Coélon normal SC-56527 SPM47

caderina Camundongo 1

SC = Santa Cruz Biotechnology® , Sta Barbara, CA, USA.°Ab = Abcam®, Cambridge, UK.
Fonte: dados da pesquisa

Para o ensaio imuno-histoquimico, cortes teciduais de 3um de espessura obtidos do
bloco de TMA foram montados em laminas polarizadas StarFrost® (Knittel Glaser,
Brunsvique, Alemanha). Os cortes foram desparafinados em xilol e hidratados em
concentracdes decrescentes de etanol (100%, 90%, 85%). Para a remocdo do pigmento
formolico os cortes foram imersos em solu¢do de hidréxido de amodnio 10% em etanol 95%,
por 10 minutos, em seguida as 1aminas passam por sete lavagens em dgua destilada.

A recuperagdo antigé€nica foi realizada de acordo com a padronizacdo do laboratério e
recomendacdes dos fabricantes, utilizando solu¢do tampao EDTA (pH 8.0) em Decloaking
Chamber™ NxGen (Biocare Medical, Concord, CA, USA) com ciclo de 110°C por 15
minutos. Apds o resfriamento e lavagem em cinco banhos de dgua destilada, os cortes foram
submetidos primeiramente, ao bloqueio da biotina endégena com solucdo de clara de ovo, na
propor¢ao de duas claras de ovo para 200 mL de dgua destilada, essa solugao é previamente
homogeneizada e filtrada e entdo incubada com as ldminas a 37°C, por 20 minutos, em
seguida € necessdrio 10 lavagens em dgua destilada, para retirar todo o excesso da solucdo. Na
sequéncia, deu-se o bloqueio da avidina enddégena empregando-se solucdo de leite em po

desnatado Molico® (30g de Molico® para 180mL de dgua destilada) a 37°C, por 20 minutos,
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seguido de lavagem com 10 banhos em 4gua destilada. O bloqueio da peroxidase enddgena
foi realizado com solu¢dao de H202 a 10%, em trés banhos de 10 minutos cada; apds esse
bloqueio os cortes foram lavados em cinco banhos de dgua destilada. Os cortes foram
submetidos a trés banhos de cinco minutos cada em solu¢do tampao TRIS-HCI (pH 7.4).
Depois desses passos os cortes foram incubados com solugdes do kit Starr Trek™ Universal
HRP Detection System (Referéncia: STUHRP700, Biocare Medical, Concord, CA, USA).
Todas as incubacdes foram realizadas em camara imida a 37°C, seguindo-se o protocolo:
primeira solugdo utilizada foi a solu¢dao de bloqueio Background Sniper, por 15 minutos em
camara Umida a 37°C, para bloqueio de ligacdes inespecificas, com a remocao do excesso
com auxilio de papel filtro; o préximo passo foi a incuba¢do com os anticorpos primérios. O
tempo de incubacdo padronizado para os anticorpos foi de duas horas a 37°C.

Na sequéncia, os cortes foram lavados em solu¢do de TRIS-HCI, em dois banhos de
dois minutos cada, e entdo incubados com a solug@o Trekkie Universal Link (disponivel no
kit) contendo anticorpo secundério a 37°C, por 20 minutos. Os cortes foram novamente
lavados em TRIS-HCI, em dois banhos de dois minutos cada, e imersos com a solugdo
contendo o complexo tercidrio TrekAvidin-HRP (disponivel no kit) a 37°C, por 10 minutos,
seguido de lavagem em TRIS-HCI, em dois banhos de dois minutos cada, novamente.

A revelacdo foi realizada com cromoégeno 3-3'-diaminobenzidina tetrahidroclorido
(DAB) (disponivel no kit) por trés minutos. Apds esse passo, os cortes foram lavados em dgua
corrente e depois contracorados com Hematoxilina de Harris. Os cortes foram desidratados
em concentracdes crescentes de etanol, diafanizados em xilol e montados com auxilio de
balsamo do Canadd. Os controles positivos estdo especificados na Tabela 2; a omissdo dos

anticorpos primarios foi utilizada como controle negativo.

5.5 Avaliacao da Imuno-histoquimica

Para analisar a expressdo das proteinas foi utilizado o método semiquantitativo
Quickscore (Q), considerando a sua média (M) e mediana (m) (DETRE; SCLANI;
DOWSETT, 1995). Essa andlise leva em consideracao dois parametros, a saber: intensidade e
a proporc¢ao de células marcadas, os quais foram aplicados para cada spor da 1amina do TMA.
Cada spot do TMA foi dividido em seis campos, aumento de 400X. Ao final o Q obtido por
cada caso/proteina foi dado pela formula Q = P x I, tal que P representa a porcentagem de
células positivas e I intensidade de marcagdo (I). A distribuicdo dos scores esta detalhada na

Tabela 1.
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TABELA 1 — Distribuicao dos scores conforme a porcentagem e intensidade de células marcadas

VARIAVEIS CLASSIFICACAO
Score 1 2 3 4 5 6
Porcentagem (P) 0-4% 5-19% 20-39% 40-59% 60-79% 80-100%
Score 0 1 2 3
Intensidade (I) Negativo Fraco Moderado Forte

Fonte: Detre, Sclani e Dowsett (1995).

5.6 Estatistica

A descri¢ao dos dados foi realizada a partir de principios de estatistica descritiva,
utilizando-se as medidas média, mediana e percentagens. Todas as andlises foram realizadas
utilizando-se o software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
Para a definicao do teste estatistico empregado na andlise da imuno-histoquimica, realizou-se
a andlise de distribuicdo da amostra por meio do teste de normalidade D’ Agostino-Pearson.
Para as andlises de multiplas comparagdes, empregou-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido
do pés-teste de Dunn ou One Way ANOVA, seguido do pds-teste de Tukey. Para as andlises
quanto a expressdo imuno-histoquimica e expressdo relativa dos genes entre os grupos
controles e CEB, empregou-se os testes nao pareados bicaudais U de Mann-Whitney ou teste
t. Para andlise de sobrevida, empregou-se a curva de Kaplan-Meier e o teste log-rank de
Mantel-Cox para estimar as diferencgas entre elas.

Para todas as andlises, foi definido o intervalo de confiangca de 95%, sendo
considerados significativos os valores de p <0,05.

Para as anélises, os casos foram separados em grupos da seguinte forma: 1) Grupo
Controle; 2) Grupo Primdrio Nao Metastatico (PNM); 3) Grupo Primario Metastitico (PM).
As varidveis foram estratificadas da seguinte forma:

e Jdade: < 60 anos; > 60 anos

e Sexo: masculino e feminino;

e Etilismo: sim/ndo;

e Tabagismo: sim/nao;

e Historia familiar de cancer: sim/nao;

e [ocalizacdo das lesdes: Lingua, Assoalho Bucal e Outros;

¢ Sintomatologia: sim/nao;
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Dimenséio da lesdo: £ 4 cm; > 4 cm (baseado no sistema de estadiamento clinico
TNM onde lesdes iniciais T1 e T2 possuem até 4 cm)

Estagio da doenca: estdgio inicial (pacientes diagnosticados nos estdgios I e II),
estagio avancado (pacientes diagnosticados nos estagios IIl e IV);

Metéstases: metastitico € ndo metastitico

Tratamento: cirurgia (C), radioterapia (R), cirurgia + radioterapia (CR),
cirurgia + quimioterapia (CQ), cirurgia + radioterapia + quimioterapia
(CRQ)

Metéstase (regional e/ou a distincia): sim/nao;

Condig¢do Clinica: vivo sem doenga (VSD), vivo com doenga primaria (VCDP),

vivo com doenga metastatica (VCDM), 6bito.



6 RESULTADOS
6.1 Analise da Expressao Génica

6.1.1 Descricdo séciodemogrdfica e clinicopatologica da amostra de CCEB utilizada para
ensaio qPCR

A amostra utilizada para gPCR foi composta por 17 pacientes sendo 9(52,9%)
classificados como tumores primdrios ndo metastéticos e 8(64,7%) classificados com tumores
primdrios metastaticos. A maioria dos pacientes era do sexo feminino (58,8%), com idade
média de 56,5 anos, variando entre 38 e 78 anos. Quanto aos fatores de risco, a maioria dos
pacientes era fumante (n=11; 64,7%) e consumia uma média de 23 cigarros por dia. Também
a maioria dos pacientes fazia o uso de bebida alcéolica (n=10; 58,8) e consumi a uma média
de 0,5 litros de bebida alcdolica por dia, principalmente cerveja e/ou pinga. Quanto as
caracteristicas clinicas da lesdo, a maioria (64,7%) dos pacientes possuiam lesdes menores ou
iguais a 4 centimetros em seu maior didmetro, sendo a lingua a topografia mais afetada com
8(64,7%) casos, seguido de assoalho bucal com 5(29,4%) casos; regido retromolar (n=2;
11,7%), gengiva (n=1; 5,8%) e mucosa jugal (n=1; 5,8%). A sintomatologia estava presente
em 14 (82,3%) sendo a dor (n=12; 70,5%) o sintoma mais observado. Quanto ao
estadiamento, a maioria dos pacientes (n=11; 64,7) foi diagnosticada em estdgio inicial da
doenca sendo que apenas trés pacientes (17,3%) foram a O6bito. A Tabela 2 descreve as
principais caracteristicas clinicopatoldgicas dos 17 casos de CCEB incluidos no estudo

prospectivamente, utilizados para o ensaio de gPCR.

TABELA 2 — Distribuicdo dos 17 pacientes com CCEB cujas amostras
foram utilizadas em ensaio de gPCR, quanto aos dados sociodemograficos e

clinicopatolégicos
. N° DE PACIENTES
VARIAVEIS CATEGORIAS (%)

Idade < 60 anos 8(47,1)
> 60 anos 9(52,9)
Sexo Masculino 7(41,1)
Feminino 10(58,8)
Tabagismo Sim 11(64,7)
Nao 6(35,2)
Etilismo Sim 10(58,8)
Nio 7(41,1)
Sim 6(35,2)
Historia de cancer na familia Nao 2(11,7)
st 9(52,9)
Tamanho <4 cm 11(64,7)
>4 cm 6(35,2)

'SI: sem informagio; “VSD: vivo sem doenga; *VCDP: vivo com doenga primdria;
*VCDM: vivo com doenga metastatica.
Continua...
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... Continuac¢do da TABELA 2
VARIAVEIS CATEGORIAS N° DE PACIENTES
(%)
Localizag¢ao Lingua 8(64,7)
Assoalho bucal 5(29,4)
Outros 4(23,5)
Sintomas Sim 14 (82,3)
Nao 3(17,6)
Metéstase Regional Sim 8(64,7)
Nio 9(52,9)
Estadiamento Inicial 11(64,7)
Avancado 6(35,2)
Condicdo Clinica VSD? 1(5.8)
VCDP? 6(35,2)
vCbM* 7(41,1)
Obito 3(17,6)

'SI: sem informacao; 2VSD: vivo sem doenca; 3VCDP: vivo com doenga primaria;
*VCDM: vivo com doenga metastatica.
Fonte: dados da pesquisa.

6.1.2 Expressdo génica relativa entre os grupos CCEB e controle

N

Os dados referentes a avaliagdo quantitativa dos genes (expressao gé€nica funcional
relativa) GSK3p, APC, CCTBN, c-MYC, CCNDI e CDHI do grupo controle e dos pacientes
com CCEB estao distribuidos na Figura 6. No geral, a expressao relativa dos genes GSK 3p,c-
MYC,CDHI e CCNDI foi maior no grupo CCEB do que no grupo controle. A expressao
relativa do gene APC nao diferiu entre os grupos, e a expressao do gene CCTBN foi maior no
grupo controle que no CCEB. Contudo, uma diferenca estatisticamente significante foi

encontrada para CCND1, CDHI e CCBTN.

8- — Controle

_ =1 CCEB

Expressao relativa (r)
T
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FIGURA 6 — Expressao relativa dos genes GSK3p, APC, CCTBN, c-Myc, CCNDI e CDHI nos grupos
controle e CCEB. Dados expressos como média + desvio padrdo. Diferencas significativas estdo
realcadas em asteriscos: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,0001 (Teste U de Mann-Whitney).

Fonte: dados da pesquisa — elaborag¢do da Marilia Ferreira Andrade



49

6.1.3 Expressdo Génica Relativa entre os grupos PNM, PM e controle:

Os dados referentes a avaliacdo quantitativa dos genes (expressdo gé€nica funcional
relativa) GSK3p, APC, CCTBN, ¢-MYC, CCNDI e CDH1 entre o grupo controle e o grupo de
pacientes com CCEB PNM e PM podem ser observados na Figura 7.
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FIGURA 7 — Expressao relativa dos genes GSK3p, APC, CCTBN, c-Myc, CCNDI e CDHI nos grupos
controle e PNM e PM. Dados expressos como mediana + desvio padrdo. Diferencgas significativas

estdo realcadas em asteriscos: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,0001 (Teste de Kruskal-Wallis, seguido
do péds-teste de Dunn).

Fonte: dados da pesquisa — elaborag¢do da Marilia Ferreira Andrade

6.2 Analise da expressao proteica

6.2.1 Descricdo sociodemogrdfica e clinicopatologica da amostra de CCEB utilizada para
ensaio imunohistoquimico

A Tabela 3 mostra as principais caracteristicas clinicopatolégicas dos 90 casos de
CCEB incluidos neste estudo. A maioria era do sexo masculino (75,5%) com idade

média de 60 anos, variando de 34 a 99 anos. Com relacdo a exposi¢cdo aos dois
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principais fatores de risco para o CCEB, a quase totalidade dos pacientes era de
fumantes (93,3%) e etilistas/ex-etilistas (80%), com média de 25,6 cigarros/dia e 1,1
L/dia, respectivamente. Quase que a metade dos pacientes tinha histéria familiar de
cancer. Sintomatologia foi observada em 65,5% deles, sendo dor (35,5%) e disfagia
(31,9%) as mais frequentemente registradas. Outros sintomas registrados, mas em menor
propor¢do, foram trismo, sangramento, xerostomia, ardéncia, disfonia e dispneia,
totalizando 8,4% dos pacientes. Quanto ao aspecto clinico das lesdes, 84,4% eram
ulceradas, sendo 37 delas (41,1%) localizadas na lingua, mostrando dimensao inferior a
4,0 cm no maior didmetro (47,7%).

Sessenta e seis (73,2%) dos pacientes apresentavam tempo de evolu¢ao da doenca
(tempo transcorrido entre a percepcao da lesdo pelo paciente e a busca de atendimento)
superior a trés meses e 57(87,8%) deles ja se encontravam em estdgio avancado (estagio
[IeIV).

Detalhando um pouco mais, quanto ao estadiamento dos pacientes, 36 foram
diagnosticados no estagio IV (40%), seguido pelo estagio III (n=26, 28,9%), estdgio II
(n=17, 18,9%) e estagio I (n=11; 12,2%). Metéstases locorregionais foram observadas
em 48 pacientes (53,3%), com apenas dois deles desenvolvendo metédstases a distancia.
Quanto a gradagdo histolégica dos casos com informagdes recuperadas, 38,8% dos
tumores foi classificado como bem diferenciado, seguido de moderado/pobremente
diferenciado (41,1%). Embora a maioria dos pacientes fosse diagnosticada com doenga
em estdgio avancado, a metade deles ndo desenvolveu recidiva local (55,5%), sendo a
mesma observada em apenas 19 (21,1%) casos. Destes 19 casos que tiveram recidiva
local, 8 (42,1%) foram diagnosticados em estdgio avancado e 11 (57,8%) em estdgio
inicial da doenca.

Quanto ao tratamento empregado, a combinacdo de cirurgia, radioterapia e
quimioterapia (terapia trimodal) foi a mais empregada (n=31; 34,4%), seguido por radio
e quimioterapia (n=21; 23%), e cirurgia associada a radioterapia (n=13; 14%). Quanto a
radioterapia, a cobaltoterapia foi a mais utilizada (n=55, 61%), seguida por acelerador
linear (n=12, 13,5%). Sobre a quimioterapia a droga mais utilizada foi a cisplatina.

Quanto a condi¢do clinica dos pacientes ao final do estudo, 40% dos casos
evoluiram para 6bito e os demais ou se encontravam vivos sem doenca (34,4%) ou com

doenca primdria residual (n=19;21,1%) ou metdstases (n=4;4,4%).



TABELA 3 — Distribuicdo dos 90 pacientes com CCEB cujas amostras foram
utilizadas em ensaio imunohistoquimico, quanto aos dados sociodemogréficos e

clinicopatoldgicos:
VARIAVEIS CATEGORIAS N° DE PACIENTES (%)

Idade < 60 anos 13(14,4)
> 60 anos 77(85,5)
Sexo Masculino 68(75,5)
Feminino 22(24,4)
Tabagismo Sim 81(93,3)
Nio 9(10,0)
Etilismo Sim 72(80,0)
Nio 18(20,0)
Historia de cancer na familia Sim 40(44.,4)
Nao 41(45,5)

ST' 9(10,0)
Tamanho <4 cm 43(47,7)
>4 cm 36(40,0)
SI 11(12,2)
Localizagdo Lingua 37(41,1)
Assoalho bucal 23(25,5)
Outros 30(33,3)
Evolugdo da doenga <3 meses 20(22,2)
>3 e <6 meses 17(18,8)
>6 meses 49(54.,4)

SI 44,4)
Sintomas Sim 59(65,5)
Nao 26(28,8)

SI 5(3,5)
Classificac¢do Histoldgica BD’ 35(38.8)
MD/PD’ 37(41,1)
SI 18(20,0)
Metdstase Regional Sim 48(53,3)
Nio 42(46,6)
Estadiamento Inicial 28(31,1)
Avancado 62(68,8)
Recidiva Local Sim 19(21,1)
Nio 50(55,5)
SI 21(23,3)
Tratamentos ct 13(14.,4)
R’ 10(11,1)
CR® 13(14,4)
QR’ 21(23,3)
CRQ* 31(34.,4)
Condicdo Clinica vSD’ 31(34,4)
vCDP" 19(21,1)

VvCDM'"' 4(4,4)
Obito 36(40,0)

SI': sem informacao; BD* bem diferenciado; MD/PD*: moderadamente

diferenciado/pobremente diferenciado; C*: cirurgia; R’:radioterapia; CR®: cirugia+radioterapia;
QR’: quimioterapia+radioterapia; CRQ®:cirurgia+radioterapia+quimioterapia; VSD”:vivo sem
doenca; VCDP'*:vivo com doenca priméria;VCDM“: vivo com doenca metastatica.

Fonte: dados da pesquisa
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O tempo de acompanhamento médio dos 90 pacientes foi de 24,5 meses, com minimo
de um més e maximo de 128 meses. Porém, como os dados de acompanhamento seguiram
uma distribuicdo ndo paramétrica, assumiu-se a mediana global de sobrevida de 53 meses
para anélise de sobrevida de acordo com as varidveis clinicopatoldgicas.

A Figura 8 apresenta os graficos com as curvas de Kaplan Meier para o tempo de
sobrevida global, e curvas de Kaplan Meier para o tempo de sobrevida segundo histérico de
cancer familiar, tamanho da lesdao, metdstase regional, estigio da doenga e tratamento cujos

valores de p foram estatisticamente significantes apds realizagdo do teste log-rank de Cox-
Mantel (FIG. 8).
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FIGURA 8 — Curvas de Kaplan-Meier para tempo de sobrevida global dos 90 pacientes com CCEB.
Em A, tem-se a anélise de sobrevida global. Em B, tem-se a andlise de sobrevida quanto ao histdrico
de cancer familiar; em C quanto ao tamanho das lesdes (£ 4 cm ou > 4 cm); em D quanto a presenca
ou auséncia de metéstase regional; em E quanto ao estigio da doenca (inicial ou avangado) dos
pacientes; e em F, quanto ao tipo de tratamento realizado. Os resultados foram analisados pelo teste
log-rank de Cox-Mantel.

Fonte: dados da pesquisa — elaborag¢do da Marilia Ferreira Andrade
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6.2.2 Descricdo do padrdo de marcagdo para cada anticorpo estudado e andlise de Quickscore

O numero de amostras analisadas para cada anticorpo investigado variou e as
razdes disso foram desde auséncia do spot no TMA como também auséncia de tumor
dentro do spot. No geral, a expressdo imuno-histoquimica de todas as proteinas
investigadas foi observada na membrana, no citoplasma e nicleo das células tumorais, o
mesmo sendo observado no controle. Quanto a intensidade de marcacdo, ela variou de
negativo a forte para todas as proteinas estudadas, especialmente no grupo experimental.
No caso do grupo controle, a intensidade foi predominantemente fraca e envolveu
principalmente as camadas basal, parabasal e espinhosa do epitélio escamoso estratificado
oral. A Figura 9 corresponde as imagens das reagdes imuno-histoquimicas para as proteinas
GSK3 B, pGSK3p-Ser9, APC, B-catenina, c-Myc, ciclina D1 e E-caderina nos grupos
controle, PNM e PM respectivamente.

Os seguintes achados semiquantitativos de imunoexpressao foram identificados
para:

> GSK3p: No grupo controle observou-se uma auséncia de marcacdao em
membrana, marcagdo citoplasmdtica moderada e fraca marcacdo nuclear. No grupo
CCEB, uma imunomarcag¢io predominantemente citoplasmadtica, tendo sido avaliados 87
casos, sendo 41 casos do grupo PNM e 46 casos do grupo PM. Em ambos os grupos a
marcacgdo citoplasmatica foi a mais prevalente e de maior intensidade, com mediana
igual a 18 no grupo PNM e 12 no grupo PM. Houve auséncia de marcagdo em membrana
para GSK3/ no grupo CCEB. Marcacao nuclear foi moderada no grupo PNM e fraca no
grupo PM.

> GSK3p fosforilada (pGSK3p-Ser9): No grupo controle observou-se apenas
marcacdo em citoplasma de intensidade fraca a moderada. J4 no grupo CCEB, houve
marcagdo citoplasmdtica fraca a moderada, tendo também sido avaliados 86 casos, 40 do
grupo PNM e 46 do grupo PM, sendo a mediana para o grupo PNM foi igual a 10,8 e para o
grupo PM 17,5. Também observou-se auséncia de marcagdo em membrana e imunomarcagao
nuclear de baixa intensidade.

> APC: No grupo controle houve uma marcacdo extremamente fraca em
citoplasma e auséncia de marcagdo em membrana e nucleo. J4 em CCEB, a marcagdo foi de

intensidade moderada em citoplasma e nicleo com 86 casos analisados, sendo que a maioria
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deles (95%) apresentava marcagdo citoplasmatica, com mediana igual a 12 nos grupos PNM e
PM.

> B-catenina: No grupo controle, houve predominio de forte marcacdo em
membrana e marcagdo moderada em citoplasma, com auséncia de imunomarcag¢do nuclear.
Para o grupo CCEB, a marcacdo foi predominantemente citoplasmatica em 80% das
células analisadas; tendo sido avaliados 89 casos. Marcagcdo nuclear de intensidade
moderada a forte foi observada apenas em casos do grupo primdrio metastatico (PM) com
mediana igual a 7,2. A mediana para marcagcdo em membrana foi de 6,0 no grupo PNM
(menor que a mediana do grupo controle) e de 12,0 no grupo PM (igual ao grupo
controle). J4 a marcacgdo citoplasmatica teve mediana igual a 6,0 no grupo PNM e 12,0 no
grupo PM.

> c¢-Myc: No grupo controle, houve auséncia de marcacdo em membrana,
fraca marcacdo citoplasmdtica e auséncia de marcagdo nuclear. Em CCEB, a
imunomarcagao foi predominantemente citoplasmética e nuclear de intensidade moderada
nos 81 casos analisados. Por se tratar de uma proteina propria do nicleo a andlise de
marcagdo nesse compartimento mostrou uma mediana de 0,0 para o grupo PNM e 8,0 no
grupo PM.

> Cilcina D1: No grupo controle houve auséncia de marca¢do em membrana e
fraca positividade citoplasmdtica e nuclear. Para os 89 casos analisados, a marcacdo foi
predominantemente nuclear, de intensidade moderada; no citoplasma, a marcagdo foi de fraca
a moderada. Nao houve marcacdo em membrana e a marcacdo nuclear foi predominante no
grupo PM com mediana igual a 8,1.

> E-caderina: No grupo controle houve forte marcacdo em membrana com a
mediana igual a 5,9 e auséncia de marcacao citoplasmatica e nuclear. No grupo CCEB apenas
76 casos foram passiveis de andlise. A membrana foi o principal compartimento celular
marcado para essa proteina, com intensidade forte. Para o citoplasma, observamos marcagao
fraca a moderada. A mediana para marca¢do em membrana foi de 18,0 e 17,5 para os grupos
PNM e PM respectivamente, nio diferindo muito o padrdo de imunomarca¢do em membrana
para E-caderina em todo grupo CCEB.

A Tabela 4 descreve as medianas encontradas apds andlise de Quickscore do grupo
controle e dos grupos PNM (primdrio nao metastatico-CCEB) e PM (primario metastatico-

CCEB).
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TABELA 4 — Descri¢cdo dos valores de mediana de indices
Quickscore de cada uma das proteinas estudadas encontrados
na andlise semiquantitativa dos ensaios imuno-histoquimicos
nos grupos controle, carcinomas de células escamosas,
primarios metastaticos e nao metastaticos

GRUPO CONTROLE

Proteinas N Membrana Citoplasma Niicleo  Total
m’ m m m
GSK3p 17 0 8 4 6
pGSK3p-Ser9 18 0 7,6 0 5,1
APC 18 0 0 0 2
Beta-catenina 17 12 7 0 2,3
c-Myc 18 0 4.8 0,9 1,9
Ciclina D1 16 0 0 0 3
E-Caderina 18 5.9 0 0 2
GRUPO CCEB2 PRIMARIO NAO METASTATICO
Proteinas N Membrana Citoplasma Nicleo  Total
GSK3p 41 0 18 8 13
pGSK3p-Ser9 40 0 10,6 1,3 6,5
APC 40 0 12 18 10
Beta-catenina 41 6 6 0 4
c-Myc 39 0 8,6 0 2,8
Ciclina D1 41 0 1,8 4,2 2
E-Caderina 35 18 8,3 6,9 8
GRUPO CCEB 2 PRIMARIO METASTATICO
Proteinas N Membrana Citoplasma Nicleo  Total
GSK3p 46 0 12 5,5 8,7
pGSK3p-Ser9 46 0 17,5 1,7 4
APC 46 0 12 12 8
Beta-catenina 48 12 12 7,2 10,4
c-Myc 42 0 12 8 6,6
Ciclina D1 48 0 2,7 8,1 3,6
E-Caderina 41 17,5 6 1,7 8.4

1 = numero de casos avaliados; 2 = carcinoma de células escamosas
bucais; 3 = mediana. Apds ter sido realizado o célculo de Quickscore
de cada caso do grupo experimental (CCEB) para cada proteina
estudada, observou-se que a distribui¢do destes ndo seguia os
padrées de normalidade, tratando-se de dados ndo paramétricos.
Sendo assim a mediana (m) passou a ser utilizada para realizacdo de
todas as andlises estatisticas pertinentes.

Fonte: dados da pesquisa

A Figura 9 corresponde as imagens das reacdes imunohistoquimicas para as proteinas
GSK3 B, pGSK3B-Ser9, APC, PB-catenina, c-Myc, ciclina D1 e E-caderina nos grupos

controle, PNM e PM respectivamente.
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GSK 3-Beta

pGSK 3-Beta

Beta-catenina

APC

controle; B: grupo PNM; C: grupo PM), pGSK3B-Ser9(D: grupo controle; E: grupo PNM; F:
grupo PM), B-catenina (G: grupo controle; H: grupo PNM,; I: grupo PM), APC (J: grupo controle;
K: grupo PNM; L: grupo PM), c-Myc (M: grupo controle; N: grupo PNM; O: grupo PM)
[Continua na Fig. 9b.].
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FIGURA 9b — [Continuacdo da Fig. 9a] Imagens das reacdes imunohistoquimicas para as
proteinas ciclina D1 (P: grupo controle; Q: grupo PNM; R: grupo PM) e E-caderina (S:
grupo controle; T: grupo PNM; U: grupo PM) nos grupos controle, PNM e PM
respectivamente.

Fonte: dados da pesquisa — fotdgrafo: Marilia Ferreira Andrade.

6.2.3 Expressdo das proteinas da via Wnt-[-catenina:

Na Figura 10 estao demonstrados os dados da avaliacdo semiquantitativa das proteinas
estudadas: GSK3 B, pGSK3p-Ser9, APC, B-catenina, c-Myc, ciclina D1 e E-caderina. Estes
dados representam o dado médio do que foi avaliado nos trés compartimentos celulares. No
geral houve um aumento na expressiao de quase todas as proteinas estudadas no grupo CCEB
quando comparado ao grupo controle, sendo este aumento estatisticamente significante para
APC, c-Myc e E-caderina. J4 para Ciclina D1, nota-se que o padrdo de expressdo entre os

grupos praticamente nao se alterou.
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FIGURA 10 — Expressdo imuno-histoquimica de cada proteina em relacdo aos grupos controles e o
grupo CCEB. Dados expressos como média e intervalo de confianca de 95% para todas as proteinas.
Diferencas significativas estdo real¢cadas em asteriscos: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,0001 (Teste U
de Mann-Whitney).

Fonte: dados da pesquisa — elaborag¢do: Marilia Ferreira Andrade

A Figura 11 mostra a expressao imuno-histoquimica das proteinas estudadas em
relacdo aos grupos controle, PNM e PM. Houve diferenca estatisticamente significante
para APC (entre os grupos controle e PNM, e grupos controle e PM, onde p<0,0001),
para c-Myc (também entre os grupos controle e PNM, e grupos controle e PM onde
p<0,05) e para e-Caderina apenas entre os grupos controle e PM com p<0,05 (FIG.
11).
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FIGURA 11 — Expressao imuno-histoquimica das protefnas nos grupos controle, PNM e
PM. Diferencas significativas estdo realcadas em asteriscos: * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,0001 . De A-F, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de Dunn. Os
dados sdo apresentados na forma de médias e intervalo de confianga de 95%.

Fonte: elaboragdo para a pesquisa.

6.2.4 Expressdo das proteinas em relacdo as varidveis clinicopatologicas:

Os parametros clinicopatolégicos avaliados foram: sexo, idade, tabagismo etilismo,
histérico familiar de cancer, localizacdo, sintomatologia, tamanho do tumor, estigio, metastase e
condicdo clinica. A Tabela 4 mostra o nimero de casos com alta expressdao quanto a mediana do
Quickscore encontrada no grupo controle para cada proteina nos varios parametros analisados. Foi
aplicado o Teste Chi-quadrado ou teste exato de Fischer associando-se alta (expressdo maior ou
igual a mediana do grupo controle) e baixa expressdao (expressdo menor a mediana do grupo
controle) com as varidveis clinicopatoldgicos dicotomicas. Houve diferenca estatisticamente
significante para GSK3 (p=0,0017) e B-catenina (p=0,0089) quanto ao sexo. Para idade, apenas
houve diferenca entre pacientes jovens e idosos quanto a expressao de c-Myc (p< 0,0001). Também
para expressdo de c-myc houve diferenga estastisticamente significante quanto a localizacdo das
lesdes (p=0,001). Quanto a presenca ou auséncia de sintomas, houve diferenca estatisticamente
significante para expressao de GSK3B (p=0,0077), pGSK3B (p=0,001), B-catenina (p=0,001),
ciclina D1 (p< 0,0001) e e-caderina (p=0,0057); sendo a sintomatologia a varidvel que mais
apresentou diferenca estatisticamente significante dentre a expressao das proteinas estudadas. Houve

também diferenca estatisticamente significante entre tamanho e a expressdo de f-catenina (p<
0,0001) (TAB. 5).



60

TABELA 5 — Expressdo das proteinas da via Wnt-B-catenina, GSK3 B, pGSK3B-Ser9, APC, B-catenina, c-Myc, ciclina D1 e E-caderina e sua
relacido com as varidveis sociodemogréficas e clinicopatoldgicas dos 90 pacientes com CCEB

X GSK-3BETA PGSK- BETA- APC c-MYC CICLINA e-
3BETA CATENINA D1 CADERINA
Varidveis
Sexo N p P p p p p p
Masculino 68 27 35 50 68 41 22 45
Feminino 22 2 0,0017 16 NS 9 0,0089 22 NS 11 NS 7 NS 16 NS
Idade
>60 13 5 7 9 43 10 4 9
<60 77 25 NS 42 NS 45 NS 47 NS 43 < 0,0001 25 NS 40 NS
Tabagismo
Sim 81 27 43 55 81 48 29 61
Nio 9 3 NS 6 NS 4 NS 7 NS 4 NS 0 NS 6 NS
Etilismo
Sim 72 26 39 50 71 42 25 50
Nio 18 4 NS 10 NS 9 NS 16 NS 11 NS 4 NS 13 NS
HF Cancer**
Sim 41 16 20 24 41 23 12 27
Nio 40 12 NS 25 NS 29 NS 40 NS 27 NS 15 NS 32 NS
Localizacao
Lingua + Assoalho 60 22 33 38 60 34 20 55
Outra 30 8 NS 18 NS 19 NS 30 NS 21 0,001 8 NS 22 NS
Sintomatologia
Presente 59 20 32 37 75 32 16 43
Ausente 26 9 0,0077 11 0,001 11 0,001 11 NS 9 NS 11 < 0,0001 11 0,0057
Tamanho
<4cm 43 11 22 34 39 27 14 31
<

> 4cm 36 14 NS 21 NS 16 0,0001 37 NS 22 NS 13 NS 27 NS
Estagio
Inicial 28 9 15 21 27 17 10 18
Avancado 62 20 NS 36 NS 35 NS 61 NS 37 NS 19 NS 48 NS
Metastase Regional
N+ 48 19 28 32 48 26 17 37
N-** 42 10 NS 24 NS 28 NS 42 NS 30 NS 11 NS 29 NS
Condicéo Clinica
Vivo 54 14 29 31 53 32 17 37
Obito 36 15 NS 21 NS 21 NS 37 NS 18 NS 10 NS 22 NS

1- valor de p (teste Chi-quadrado ou teste exato de Fischer); 2 - presenga de metdstase regional; 3 - auséncia de metastase regional; 4- histéria familiar de cincer.
Fonte: dados da pesquisa
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6.2.5 Andlise da expressdo proteica por compartimento celular em relacdo ao grau de

diferenciacdo do tumor

Para esta avaliagcdo, considerou-se as observacdes das proteinas naqueles
compartimentos em que estdo associadas a uma funcdo especifica na via. Assim sendo
considerou-se a expressdo de GSK 3B, pGSK3p-Ser9 ¢ APC em citoplasma; [B-catenina em
citoplasma e nucleo; c-Myc e Ciclina D1 em nicleo e E-caderina em membrana. Estes dados
foram analisados em funcdo dos diferentes graus histologicos de diferenciacdo tumoral, nos
tumores PM e PNM. Assumiu-se como positivo aqueles casos onde o Quickscore do grupo
tumoral foi maior que a mediana do Quickscore para aquele compartimento no grupo controle
e negativo aqueles casos que ndo tiveram expressdo ou que a expressao foi menor que a
mediana do Quickscore para aquele compartimento no grupo controle. Como opciao de
andlise, associamos os grupos moderadamente e pobremente diferenciados.

A Tabela 5 descreve o que foi encontrado na andlise da expressdo proteica por

compartimento celular.

TABELA 6 — Andlise da expressdo proteica de acordo o
compartimento celular de expressao de cada uma das proteinas
estudadas segundo o grau de diferenciacdo dos 90 casos de

CCEB
PROTEINA MEMBRANA
Grau de diferenciagdo p'
E-caderina BD’ MD/PD’
Alta expressdo 25 28 Ns*
Baixa expressao 4 4
Proteina  Citoplasma
Grau de diferenciagdo p
GSK 3p BD MD/PD
Alta expressao 26 26 NS
Baixa expressio 8 6
pGSK 3 BD MD/PD
Alta expressao 29 23 NS
Baixa expressio 5 11
APC BD MD/PD
Alta expressdo 31 31
Baixa expressio 4 2 NS
p-Catenina BD MD/PD
Alta expressao 23 25 NS
Baixa expressio 9 12

1 - valor de p (Teste Chi-quadrado); BD”: bem diferenciado; MD/PD?:
moderadamente diferenciado/pobremente diferenciado.

Continua...
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Continuagdo da Tabela 5

PROTEINA MEMBRANA
Grau de diferenciagdo p'
Proteina  Nucleo
Grau de diferenciagdo p
c-Myc BD MD/PD
Alta expressao 16 19 NS
Baixa expressio 15 16
Ciclina D1 BD MD/PD
Alta expressdo 25 21 NS
Baixa expressao 10 14
p- Catenina BD MD/PD
Alta expressdo 6 12 p=0,0254
Baixa expressdo 29 15

1 - valor de p (Teste Chi-quadrado); BD* bem diferenciado; MD/PD?:
moderadamente diferenciado/pobremente diferenciado.
Fonte: dados da pesquisa

Houve diferencga estatisticamente significante apenas na comparagdo entre expressao
de B-catenina em nucleo e grau de diferenciagdo, onde houve uma maioria de casos negativos
para B-catenina nuclear dentre os tumores bem diferenciados.

Em 10 casos (um pertencente ao grupo PNM e nove pertencentes ao grupo PM) a
expressdo das proteinas estava biologicamente de acordo com uma possivel ativa¢do da via
Wnt, onde observou-se um aumento da expressao de GSK 3B, p GSK 3B ¢ APC em
citoplasma, um aumento de expressdo de beta-catenina em citoplasma e nucleo, expressdo de
c-Myc e Ciclina DI em nucleo e diminuicdo da expressdo de E-caderina em membrana.
Destes 10 casos, a maioria eram masculinos (9/90%), maiores de 60 anos (9/90%), tabagistas
e etilistas (9/90%), com sintomatologia (8/80%) e tempo de evolucdo da lesdo superior a 6
meses (7/70%), sendo a lingua a topografia mais afetada (4/40%), diagnosticados em estagio
avancado (8/80%), com lesoes histologicamente classificadas como
moderadamente/pobremente diferenciadas, sendo que metade (5/50%) destes pacientes foram

a 6bito.

6.2.6 Correlagdo geral entre as proteinas estudadas:

Foi realizado um estudo de correlacdo entre todas as proteinas estudadas a fim de
perceber se ha alteracdes de expressdao entre elas de maneira direta. Houve correlagao
estatisticamente significante entre a expressao das proteinas beta-catenina e c-Myc; correlacao
esta que foi positiva, sendo quando ha aumento da expressdo de c-Myc hd também aumento

da expressdo de beta-catenina; com valor de p< 0,0001. Houve também resultados
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estatisticamente significantes para GSK3p e pGSK-3p, GSK-3 e E-caderina, pGSK-3 e E-
caderina, APC e c-Myc e APC e Ciclina D1, todos representados na Figura 12.
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FIGURA 12 - Andlise de correlagdo entre as proteinas estudadas que foram estatisticamente
significativas (r - coeficiente de variacio).
Fonte: elaboracdo para pesquisa



7 DISCUSSAO

Este estudo teve como principal objetivo avaliar o papel da via se sinalizagdio Wnt/j3-
catenina na progressio dos CCEB por meio da andlise da expressio génica e da
semiquantificagdo proteica dos componentes efetores. Analisamos aqueles componentes
pertencentes a via Wnt/B-catenina que se relacionam com os mecanismos intrinsecos de
controle da proliferacdo celular em virtude da sua ativacdo e de alteracdes de mecanismos
externos a via que resultem na maior disponibilidade de B-catenina. Além disso, observar se
houve relacdo entre alteragdes na expressdo proteica dos alvos estudados com fatores
sociodemogréficos e clinicopatolégicos dentro de uma amostra de conveniéncia de CCEB
também foram objetivo desse estudo.

Para tanto, procuramos ajustar o estudo utilizando uma amostra de conveniéncia em
que houvesse dois grupos principais que se diferenciassem pela presenca e auséncia de
metéstases. Sendo assim, a amostra utilizada foi constituida predominantemente por pacientes
masculinos, com idade igual ou superior a 60 anos, que eram tabagistas e etilistas cronicos. A
predominancia do paciente do sexo masculino, com a média etdria situando-se entre 6* e 7°
décadas de vida no CCEB esta descrita na literatura (FELLER; LEMMER, 2012;
WARNAKULASURIYA, 2009) como representativa dos pacientes mais acometidos pela
doenca. Esta é uma realidade também observada no Brasil, no qual a estimativa de novos
casos de CCEB para homens no ano de 2016 é duas vezes maior que estimativa de
diagnosticos de CCEB em mulheres, com cerca de 11.140 novos casos em homens e 4.350 em
mulheres (INCA, 2016). A exposicao aos fatores de risco (tabaco e élcool principalmente)
também € um achado frequente na literatura quanto ao CCEB (DANTAS et al., 2016). A
exposi¢do aos produtos do tabaco e do dlcool pode influenciar diretamente nas taxas de
mortalidade pela doenca (DANTAS et al.,, 2016), estando também relacionada ao pior
prognéstico, traduzido pela presenca de metastases e perda de diferenciagdio (MOYSES,
2013).

Quanto as caracteristicas clinicas da lesdo, os pacientes de nossa amostra possuiam
lesdes menores ou iguais a quatro centimetros em seu maior diametro, sendo a lingua a
principal topografia afetada, estando de acordo com achados descritos na literatura para
mesma regido brasileira (PIRES et al., 2013). Alta incidéncia nas regides anatomicas
intrabucais, especialmente lingua e assoalho bucal, é frequentemente observada nos paises

ocidentais. Contrariamente, nos paises orientais, especialmente asidticos, ha maior incidéncia
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em mucosa alveolar e palato, traduzindo uma relacdo da lesdo com outros geograficamente
determinados, como noz areca, betel, e formas ndo convencionais de exposi¢do ao tabaco
fumado (JOHNSON et al., 2005; WARNAKULASURIYA, 2009; TSENG et al., 2011).

Em nossa amostra, a expressao da doencga se deu por uma lesdo ulcerada e sintomética
em mais de 80% dos casos. A dor foi o sintoma mais frequentemente relatado pelos pacientes
(35,3%). A presenca de ulceracdo foi observada em 84,4% dos pacientes. Dor e ulcera sao,
classicamente, descritos como um dos principais sinais e sintomas comumente observados em
pacientes com CCEB e, normalmente, estdo associados com estdgios avancados da doenga
(BAGAN; SARRION; JIMENEZ, 2010; JOHNSON et al., 2005), fato observado em 67,8%
dos nossos pacientes.

Isto, de certa forma, pode estar associada ao atraso no diagndstico da doenga, fato
ainda discutivel na literatura. A maioria de nossos pacientes possuiam um histérico de
evolucdo da lesdo (tempo transcorrido entre a percep¢ao da lesdo pelo paciente e a busca de
atendimento) superior a seis meses. Existem algumas explicagdes que podem justificar essa
demora, e uma delas estd ligada a percepcdo e/ou desconhecimento dos pacientes quanto a
ocorréncia de CCEB e seus sinais e sintomas iniciais, atrasando o diagnéstico e, por
consequéncia, elevando o tempo de evolucdo (FARIA et al., 2003; (BAGAN et al., 2010).
Um tempo de evolugdo longo também influenciard negativamente a sobrevida do paciente,
estando os riscos socioecondmicos (que influenciam diretamente o tempo entre percepcdo da
doenca e seu diagnéstico e tratamento) como determinantes na mortalidade relacionada ao
cancer oral (DANTAS et al., 2016).

Quanto ao tratamento, a modalidade empregada para cada paciente depende de vérios
fatores, tais como condi¢do clinica, o sitio afetado, tamanho clinico, extensdo e invasdo
tumoral, mas de maneira geral a cirurgia é o tratamento de escolha. No presente estudo, a
modalidade trimodal (cirurgia combinada com radioterapia e quimioterapia adjuvantes) foi o
tratamento predominantemente empregado (34,4%), provavelmente porque muitos casos ja
estavam em estdgios avangados da doenca (FELLER; LEMMER, 2012; SHAH et al., 2009).
O tratamento do CCEB, caso o tumor seja ressecavel, consiste em cirurgia do tumor primario
ou radioterapia, principalmente nos estagios III e IV da doenga. O tratamento combinado (ex:
resseccado do tumor com no minimo 1 cm de margem clinicamente saudével, seguido de
radioterapia) €, no entanto, melhor sucedido. Radioterapia pds-cirtirgica combinada com
quimioterapia aumenta as taxas de sobrevida global, mas estd associada com um aumento
substancial dos efeitos colaterais adversos, que incluem mucosite oral severa e

osteorradionecrose (COOPER et al., 2004; ROGERS et al., 2009; HOFFMANNOVA et al.,
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2010). Em nosso estudo, nenhum paciente foi tratado exclusivamente por quimioterapia e iSso
pode ser explicado pela natureza quimioresistente das neoplasias epiteliais de cabeca e
pescoco, incluindo o CCEB (GOLD et al., 2014).

Bobdey et al. (2016) propds um monograma (ferramenta progndstica preditiva visual)
para CCEB para predizer com acuricia a sobrevida global dos individuos acometidos por essa
malignidade. Os fatores que influenciaram a probabilidade de mortalidade foram: idade, co-
morbidades, status clinico linfonodal, estigio da doenca, tamanho do tumor, grau de
diferenciacdo e invasao perineural (BOBDEY et al., 2016). Também Dantas et al. (2016)
encontrou uma relacdo entre baixa sobrevida e pacientes diagnosticados em estagios
avancados do CCEB. E consenso na literatura que os parimetros estigio e metdstase sio
fatores prognoésticos associados com baixa sobrevida (TEICHGRAEBER; CLAIRMONT,
1984; CORTESINA; MARTONE, 2006; WARNAKULASURIYA, 2009). O tempo médio de
acompanhamento dos pacientes do estudo foi de dois anos e a mediana de sobrevida global foi
de 53 meses. Houve relacdo estatisticamente significante entre presenca de metdstase
linfonodal, lesdes maiores que quatro centimetros em seu maior didmetro e estdgio avangado
da doenga com uma sobrevida global mais baixa, estando de acordo com a literatura.

Nossa amostra revelou 70% dos pacientes ja em estdgio avancado da doencga e 53,3%
com metdstases regionais ao diagnéstico, o que refletiu em uma sobrevida ruim, com 40% dos
casos tendo evoluido a 6bito. Neste sentido, as caracteristicas do diagndstico do cancer no
Brasil, dado por esta amostra de conveniéncia, aproxima-se daquilo que se vé em estudos de
grandes amostras, nacionais e internacionais. A maior parte dos pacientes chega ao
profissional com lesdes avancadas (PIRES et al., 2013; DANTAS et al., 2016).

A via de sinalizagdo Wnt//B-catenina estd implicada na desregulacdo da proliferagio,
diferenciacdo, e no estabelecimento de um fendtipo de transi¢do epitelial-mesenquimal em
vdrios tipos de carcinomas, incluindo o de células escamosas bucais (LO MUZIO, 2001;
URAGUCHI et al., 2004). Evidéncias recentes aumentam o painel de genes da via Wnt/B-
catenina relacionados com a carcinogénese bucal, tais como c-MYC, CDH1 e CCNDI
envolvidos com a tumorigénese e proliferacao celular (JOPE et al., 2007; LUTZ et al., 2002;
URAGUCHI et al., 2004; GHOSH et al., 2016).

Nao ha na literatura estudos que abordem a expressao funcional relativa dos genes da
via de sinalizacdo Wnt/B-catenina em conjunto no CCEB como seu principal objetivo, sendo
encontrados apenas relatos pontuais de investigagdes a cerca de alguns dos genes da via, em
especial o CTNNBI. A tentativa de se estudar um maior nimero de elementos da via, em

especial aqueles entre os quais se estabelece uma relacdo funcional na sua ativacdo, nos daria,
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em tese, a oportunidade de verificar se a relagdo de expressdo funcional estd dentro de uma
légica prevista na sua ativacdo cldssica, ou se, de outra forma, teriamos pistas que nos
informassem sobre a necessidade de pesquisar outros mecanismos de regulacdo de sua
expressao.

Em nosso estudo houve uma maior expressio do gene CTNNBI no grupo controle
quando comparado ao grupo CCEB, sendo essa diferenca também estatisticamente
significante quando comparamos 0s grupos controle € o grupo primdrio metastatico. Uma
explicacdo simpldria para esse achado seria o fato de que se na auséncia de sinalizac@o
Whnt/B-catenina, o pool citosélico de -catenina é continuamente degradado, como resultado
da sua fosforilagao pela proteina GSK3p e subsequente degradacao através da via ubuquitina-
proteossomo (DAKENG et al., 2012); na presenca de sinal Wnt/B-catenina a proteina -
catenina € acumulada no citoplasma e assim por compensacdo negativa ndao haveria a
necessidade de maior expressao funcional génica de CTNNBI. A literatura mostra a auséncia
de mutacdes génicas CTNNBI em CCEB (YEH et al., 2003; LO MUZIO et al., 2005),
apontando que outras alteragdes tais como modificagdes epigenéticas possam interferir na
expressdo proteica de B-catenina e sua consequente translocagio para o nicleo.

Ghosh (2016) em um estudo onde demonstrou a influéncia de miRNA em modulacao
do tipo de transicdo epitelial-mioepitelial em CCEB através da andlise do ganho de
marcadores CSC (cancer steem cells) associados com inducdo da transi¢do epitelial-
mioepitelial em CCEB resistente a cisplatina comparados a CCEB primario. Observou-se que
ha uma amplificacdo génica de CTNNBI no mRNA apenas em linhagens celulares resistentes
a cisplatina em CCEB, sendo observado também o aumento da expressdo proteica. Nas
células de CCEB primdrio houve uma diminuicdo de CTNNB1, aumento da expressdao de [3-
catenina acompanhada do aumento da expressao de E-caderina. O estudo conclui que em
linhagens celulares de CCEB ndo resistentes (tumores primdrios) a transi¢do epitelial-
mioepitelial provavelmente ocorra de forma dependente de [P-catenina e relacionada a E-
caderina, porém nas células resistentes (metastaticos) outros mecanismos como os miRNA
possam interferir nesse processo. Esse artigo nos mostra indicios de que outros fatores atuem
na transformacdo do fenétipo invasivo de CCEB que ndo apenas o actimulo de -catenina e
sua transloca¢do para o nicleo. Comparando nossos resultados aos achados descritos acima,
parece estar de acordo por tratarmos de tumores primarios, onde a expressao de CTNNB1

Assim como observado na literatura, também observamos um aumento da expressao

proteica de B-catenina no grupo CCEB como um todo, especialmente no grupo PM. Embora
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nosso estudo ndo tenha utilizado uma estratégia de grupos pareados, a expressdo gé€nica do
grupo teste em relacdo ao controle foi diferente do que ai encontramos para a proteina. A
expressdo aberrante de B-catenina pode estar associada com inativagdo epigenética dos genes
antagonistas i de Wnt, como sugerido por Pannone et al. (2010). Nesse estudo foi analisado,
em uma amostra de CCEB primérios e tecido bucal normal correspondente, o status de
metilacdo de um painel de genes que estdo envolvidos diretamente e indiretamente com a via
de sinalizacdo Wnt/B-catenina, a fim de demonstrar a ativagdo da via Wnt/B-catenina na
auséncia de mutagdes em P-catenina e/ou APC durante a carcinogénese oral. O estudo sugere
que a causa da alteragdo de localizagdo de P-catenina pode ser devida a ativacdo da via
Whnt/B-catenina, através de alteragcdes epigenéticas dos genes inibidores da via, tais como,
SFRP, WIF-1 e DKK-3 (PANNONE et al., 2010).

Observando a localizagdo celular de P-catenina, houve uma expressido
predominantemente citoplasmatica no grupo CCEB enquanto no grupo controle essa
expressao foi predominantemente em membrana. Houve também forte expressdao nuclear de
B-catenina em casos do grupo PM. Quanto ao grau de diferenciagdo das lesdes, houve
diferencga estatisticamente significante apenas na comparacgéo entre expressdo de P-catenina
em nicleo e grau de diferenciagdo, onde houve uma maioria de casos negativos para -
catenina nuclear dentre os tumores bem diferenciados. Esses achados concordam com o que
ha descrito na literatura (LO MUZIO et al., 1999; LAXMIDEVI et al., 2010; RAVINDRAN
etal.,2012; MAHOMED, 2006; SOARES et al., 2015) Uragushi (2005), encontrou expressao
citoplasmatica e nuclear de B-catenina em 42 casos de CCEB invasivos. Este achado estava de
acordo com Zhi-gang (2008) que também observou a imunoreatividade nuclear e
citoplasmatica de P-catenina principalmente em carcinomas pobremente diferenciados,
reforcando o achado de que a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina € crucial para predisposi¢cao
do CCEB a um estado mais avancado de progressao e metéstase.

Sendo assim, no nosso trabalho, B-catenina foi encontrada expressa de maneira
heterogénea em CCEB em variadas intensidades e diferentes compartimentos celulares, mas
foi especialmente detectada em membrana de células epiteliais normais. No entanto, essa
expressdo ¢ um fendmeno complexo que dificulta o entendimento da célula tumoral, uma vez
que expressdo em ambos, membrana e citoplasma/ntcleo, podem ocorrer simultaneamente.

Nao € possivel afirmar que a via de sinalizacio Wnt/B-catenina seja a Unica
responsavel por conferir a B-catenina uma condicdo de proteina oncogénica, através de sua

estailizacdo em citoplasma e translocagdo ao niicleo. Uma vez que a -catenina é crucial na
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formacdo da adesdo celular mediada por E-caderina, ela seria bi-funcional, agindo na via de
sinalizacdo Wnt/B-catenina e na adesdo celular (NAGAFUCHI et al., 1994; GOTTARDI et
al., 2001; URAGUSHI et al, 2004). Também, os niveis celulares de [-catenina sdo
constitutivamente regulados de maneira negativa por GSK-33. Em um trabalho utilizando
uma amostra de CCEB, Matsuo (2015), demostrou evidéncias de que a via de sinalizacdo
PI3K-Akt esteja ativa em CCEB. A via de sinalizagao PI3K-Akt interfere na sinalizagdo Wnt/[3-
catenina justamente nos sitios de fosforilagdo de GSK3P, e portanto poderia interferir na
regulac@o de B-catenina. . Outro componente essencial diretamente envolvido na estabilidade da
B-catenina é a proteina APC. MutagOes nas regides amino-terminais de [-catenina, onde ha
sitios de ligagdo para fosforilagdo por serina pela GSK, pode estabilizar a -catenina numa
maneira independente de APC e de sinalizagdio Wnt/B-catenina. Acimulo de P-catenina
também pode ocorrer através de mutagdes no sitio de ligacio de APC que bloqueia a
degradacdo de B-catenina (BEN-ZE’Ev et al., 1998).Houve também um aumento na expressao
funcional relativa de GSK3f em CCEB no nosso estudo, sendo maior no grupo PNM, enquanto
que a expressao imuno-histoquimica da proteina ndo foi dispare entre os grupos. Considerando
que a expressdo do RNAm ndo estd diretamente associado a presenca da proteina na célula, faz-
se necessario explorar a participacdo de alteracdes traducionais e pés-traducionais para explicar
o cendrio de produgdo proteica na amostra. Também nao podemos esquecer que na andlise de
expressao génica usamos tumores diferentes daqueles analisados por imunohistoquimica, e a
variacdo intertumoral, que pode ser explicado pela diversidade de células tumorais presentes
dentro do tumor e com perfis génicos e epigénicos completamente distintos, pode ter
contribuido para as diferencas observadas em nivel génico e proteico.

A expressdao imunohistoquimica da contraparte inativa de GSK38, a pGSK3p-Ser9, foi
maior no grupo CCEB quando comparada ao grupo controle ndo diferindo muito entre os
grupos PNM e PM em nosso estudo, sendo discretamente maior no grupo PM. Similar a isso,
Mishra (2010) também mostrou um aumento da expressao de GSK3f e da sua forma inativa
pGSK3B-Ser9 em CCEB quando comparado com o grupo controle. Em um estudo usando
modelo de carcinogénese bucal em camundongos através da aplicacdo tépica de 4NQO, foi
mostrado que a proteina pGSK3p-Ser9 estava significantemente associada com a progressao
de displasia para carcinoma (MENDONCA et al., 2012). Isso em parte pode ser explicado
pelo fato de que, em condig¢des fisioldgicas, a GSK3p ativa promove a degradacao de ciclina
D1, reduzindo a proliferacao celular (TAKAHASHI-YANAGA; SASAGURI, 2008). Uma

correlacdo positiva entre a expressdo de pGSK3p-Ser9 e ciclina D1 e p53 tem sido observada
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em amostras de CCEB (MISHRA; NAGINI; RANA, 2015). Sendo assim, parece que no caso
da amostra investigada, a expressdo de GSK3p e pGSK3B-Ser9 foi sempre maior no grupo
CCEB, com pGSK3p-Ser9 destacando-se mais no grupo PM, indicando que nesse grupo
predominou a expressao da forma inativa da GSK3p. Nesse sentido, € plausivel supor que no
grupo PM a ciclina D1 ndo deve estar sendo inibida, favorecendo uma progressdo tumoral
mais rdpida e com aparecimento de clones de células tumorais mais adaptadas a
desenvolverem metdstases.

Seguindo esta linha de raciocinio, um aumento na expressao relativa de CCNDI em
CCEB também mostrou-se estatisticamente significante em nosso estudo, porém a expressao
imuno-histoquimica de ciclina D1 mostrou-se semelhante nos grupos controle e CCEB (sendo
discretamente maior no grupo PM), sugerindo que a regulacdo de ciclina D1 via GSK3f de
fato ocorreu em nosso estudo e até, pressupor que o aumento de expressdo de pGSK33-Ser9
possa ser associado a presenca de metdstase. Em contra-partida, GOTO et al. (2002)
observaram um aumento da express@o imuno-histoquimica de ciclina D1 em carcinomas de
lingua em comparacao ao tecido normal mas nao detectou o aumento de expressao funcional
relativa de CCNDI, que ocorreu em apenas 2 dos 22 casos estudados (9,1%). No mesmo
estudo, a expressdo de GSK3f diminuiu em relacdo ao tecido normal. A intensidade de
marcacdo de GSK3 mostrou uma associa¢do inversa com ciclina D1. Os achados sugerem
que a superexpressao de ciclina D1 resulta primariamente de sua estabilizacdo devido reducdo
de GSK3p, mas ndo da amplificacdo do gene da ciclina D1 em carcinomas de lingua.

E consenso na literatura que alteracdes em expressdo e mutacdes no gene APC sdo
encontradas em hepatocarcinomas, carcinoma de células renais e nos carcinomas de pulmao
(BRABENDER et al., 2001; OHGAKI et al., 2004; ODA et al., 1996; LEE et al., 2002;
MIYAKI et al., 1999; GERSTEIN et al., 2002). Reducdo na expressio de APC
acompanhadas de LOH para o gene APC foram relatadas em carcinomas de laringe e pele
(GRAY et al., 2011; PENG et al., 2009). Porém nossos achados sd@o opostos aos descritos na
literatura para CCEB (UESUGI et al., 2005; GAO et al., 2005). Nao foi encontrada uma
alterac@o na expressao funcional relativa de APC entre os grupos estudados, no entanto sua
expressdo imuno-histoquimica mostrou-se significativamente aumentada no grupo CCEB,
sendo relativamente semelhante entre os grupos PNM e PM. Iwai (2005) afirma que mutacdes
que eventualmente estejam envolvidas com o gene APC levam a producdo de uma proteina
anOmala, incapaz de ligar-se a B-catenina, interferindo no processo de fosforilagdo mediada
pela GSK-3f e, consequentemente, sua degradacéo via proteassomo. Um explicagdo que se

possa verificar em futuros estudos seria vinculada a presenca de APC andmala que se
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acumularia no citoplasma, proveniente da ndo formagdo do complexo multiproteico
Axina/Conductina na presenca de sinaliza¢ao da via Wnt/B-catenina.

Houve um aumento da expressdao de c-MYC no grupo PNM quando comparado ao
grupo controle, embora nao tenha sido estatisticamente significante. O gene ¢-MYC, um
proto-oncogéne, tem sido identificado com sua expressdo aumentada em lesdes
potencialmente malignas e em CCEB (SAAWARN et al., 2012). Uragushi (2004), em seu
estudo com linhagens celulares de CCEB, identificou uma amplificacdo de MYC no nicleo
das linhagens celulares, apontando um aumento da expressao funcional relativa do mesmo nas
células cancerosas. A expressdao imuno-histoquimica de c-Myc também foi maior no grupo
CCEB em comparagdo ao grupo controle, sendo este aumento estatisticamente significante
entre os grupos controle e PNM, controle € PM. Também em nosso estudo a correlagdo entre
o aumento da expressdo de P-catenina e o aumento de expressao de c-Myc , sendo esse
estatisticamente significante, sugerindo que em CCEB, a medida que a expressio de [-
catenina cresce em decorréncia de seu acimulo em citoplasma e subsequente translocacdo
para o nucleo, ocorre o aumento da expressao de c-Myc. Essa mesma relagdo foi observada no
estudo de Ghosh (2016) principalmente nas células com perfil fenotipico mais agressivo.

Houve um aumento da expressdo funcional relativa de CDHI e um aumento
significante na expressao e E-caderina em CCEB, principalmente no grupo PM. Este ¢ um
achado também intrigante pois, a literatura tem mostrado alteracdes génica e proteica
refletindo uma diminui¢do da expressdo proteica em canceres epiteliais (HANSFORD et al.,
2015; HAN et al., 2016; HUANG et al., 2015; PAREDES et al., 2012; BREMNES et al.,
2002). Esta diminuicao poderia estar associado a mutagdes disfuncionais. Sabe-se que este
fenomeno tem sido relacionado com perda de adesdo celular, importante no processo de
dissemina¢do tumoral (PAREDES et al., 2012; STEMMLER, 2008; BEHRENS, 1991), indo
de encontro ao que aqui foi identificado. Para CCEB, na literatura ha descrito a diminui¢ao da
expressdo de E-caderina em células tumorais, sendo essa diminuicdo maior naquelas células
do front invasivo, apontando relacdo com recorréncia € morte, porém ndo sendo confidvel
como marcador de metastase nodal (LIU er al., 2009; MAHOMED, 2006; SOARES et al.,
2015; REN, 2016, THANGARAJ et al., 2016).

Sabe-se que o fator de transcri¢do Snail tem um papel fundamental na transi¢ao
epitélio-mesénquima por meio da supressdo da expressdo de E-caderina; por sua vez, a
inibicdo de GSK3p causa o aumento da atividade de Snail e consequente regulacdo negativa
de E-caderina. Assim, ha a inibicdo da transcricao do gene CDH 1, responsavel por codificar a

proteina E-caderina, proporcionando um aumento da invasiao e metdstase (JOPE et al., 2007).
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Em nosso trabalho houve o aumento da expressdo de GSK (pGSK3B-Ser9 ) inativa em
CCEB, mas nao correspondente a regulacdo negativa de E-caderina..No entanto, mecanismos
alternativos de controle da transi¢do epitélio-mesénquima, independente da via Wnt/B-
catenina e de E-caderina tem sido postulados na literatura. Sabe-se que EpCAM, uma
glicoproteina transmembrana que funciona como uma molécula de adesdo celular homofilica
que interfere no contato célula-célula mediado por caderinas, é um potente transdutor de sinal
que usa os componentes da via Wnt/B-catenina (no caso, a B-catenina em nucleo), para o
desenvolvimento tumoral, renovacdo celular e proliferacio (MAETZEL et al., 2009).
Também foi demonstrado que TGF-f3 pode induzir a transi¢cdo epitélio-mesénquima através de
uma cascata de eventos em carcinoma de mama (ZHANG er al.,, 2014). Em CCEB, as
proteinas ESRP1 e ESRP2 (Epithelial Splicing Regulatory Protein 1 e 2) que regulam eventos
de splicing associados a fenétipos epiteliais, estdo reguladas negativamente no front invasivo,
propiciando a transicdo epitélio-mesenquima e conferindo a essas células um fendtipo de
motilidade independente de seu grau de diferenciacdo e organizacdo de membrana celular
(relacionado a E-caderina) (ISHII et al., 2014). Como em nosso estudo as amostras teciduais
para composi¢cdo do TMA foram retiradas preferencialmente do front invasivo, pode ser que
os eventos de splicing descritos acima tenham ocorrido, ou que qualquer um desses outros
mecanismos citados possam ter iinterferido para verificacdo dessa expressdo ndo esperada de
E-caderina nos tumores, em especial naqueles metastaticos, tenha ocorrido.

Analisando os achados de expressio proteica e sua relagdo com fatores
clinicopatolégicos houve uma associagdo estatistica entre -catenina e sexo, tamanho e
presenca de sintomas; GSK3 e sexo; c-Myc entre idade e localizagdo; ciclina D1 e presenca
de sintomas e E-caderina e presenca de sintomas. Nenhuma associacéo entre expressao de 3-
catenina e idade e sexo dos pacientes, localiza¢do, tamanho e estdgio do tumor, diferenciacdo
histolégica, padrao de invasao, metdstase, recorréncia e prognostico foi reportada na literatura
(ANDRADE et al., 2013). Também nao ha na literatura relatos de associacdo a fatores
clinicopatolégicos para as demais proteinas, que nos aponte um papel da atuacdo da via
Whnt/B-catenina como fator prognéstico determinante em CCEB.

Enfim, ndo é possivel afirmar com os achados de nosso estudo que a via de sinalizacao
Whnt/B-catenina esteja ativa em CCEB, embora o comportamento da expressdo de B-catenina
encontrado seja similar ao que ocorre na presenga dessa sinalizagdo. Outros estudos se fazem
necessdrios para entender a progressdo tumoral em CCEB independente de sinal Wnt/B-

catenina.



8 CONCLUSAO

1. Considerando as condi¢des experimentais do presente estudo, percebeu-se que ha
alteracbes na expressdo génica da via Wnt/B-catenina e na transcricdo de seus
produtos proteicos na amostra estudada; estas alteracdes, contudo, ndo estdo dentro de
um padrdo usualmente considerado como representativa de sua ativacdo na
carcinogénese bucal, para a maioria dos casos analisados.

2. Da mesma forma, ndo encontramos evidéncias de que haja alteracdo da via Wnt-3-
catenina implicada no processo de progressao tumoral traduzido pelo aparecimento de

metastases.
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Apresentagio do Projeto:

O cancer bucal constitui-se em um importante problema que aflige ndo somente o Brasil. Aqui, o cdncer bucal
esta situado entre as 10 mais frequentes neoplasias e as 20 maiores causas de morte na populacdo. Apresenta
prognéstico ruim, pois a maioria & diagnosticada nos estagios Il e IV. E nesse contexto que o cincer de boca
pode ser considerado como um dos principais problemas de salde publica no Brasil e no mundo e esforgos tém
que ser tomados para descobrir os mecanismos que norteiam o seu desenvolvimento bem como a sua
progressao. Nesse sentido, a via de sinalizagdo Wnt e seus produtos génicos (proteina APC, beta-catenina, c-
myc, ciclina D1 e GSK3beta) aparecem como fortes candidatos no sentido de compreender os mecanismos
moleculares que culminam com a transformacao maligna e progressdo tumoral, em especial o cancer de boca.
Nesse sentido, o objetivo do presente estudo & identificar a expressao de produtos génicos relacionadas a via
candnica da ativagao do gene Wnt (GSKG, B-catenina, ciclina D1, c-myc, APC) em carcinomas epidermoides
bucais e verificar sua associacdo com o comportamento biolégico

tumoral e o progndstico dos pacientes acometidos. O estudo sera realizado a partir de uma amosfra inicial de
243 carcinomas Epidermaides Bucais (CEB) diagnosticados e/ou fratados no Complexo Hospitalar da
Universidade Federal de Uberldndia (Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina, Hospital Odontolégico e
Hospital do Cancer) entre 2006 e 2013 (amostra retrospectiva e prospectiva). Serdo incluidos no estudo todos os
casos com

diagnostico de CEB (ou sindnimos: carcinoma epidermoide, carcinoma espinocelularjacometendo os tecidos
bucais, labio e orofaringe, correspondendo aos seguintes cadigos CID: C00 a C006 e C09 e C10. Para os casos
Ja coletados e para os novos casos (a partir de 2012 até 2013), a coleta dos dados foi e sera baseado na
utilizacdo de m instrumento de coleta qualificado como um questionario semiestruturado onde constam os itens
a serem coletados, a saber: dados relativos as caracteristicas demograficas e sdcio-econdmico-culturais dos
pacientes como: idade, sexo, cor; sobre comportamentos relacionados a doenca: uso de produtos de fumo e
alcool; e sobre as caracteristicas clinico-patoldgicas da doenca: tempo de evolucdo, localizacdo, dimensao e
estadiamento baseado nos critérios do Sistema de Estadiamento da International Union Against Cancer.
Tambem serdo coletados, em formulario proprio, dados decorrentes da analise histopatolagica dos casos
incluidos no estudo, tais como, grau de diferenciacdo tumoral, profundidade de invaséo tumoral, invasdo
angiolinfatica e invasdo neural e/ou perineural. Para deteccdo das proteinas relacionadas a via de sinalizacéo
Wht sera realizada a técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase. A avaliacdo da imuno-histoquimica para cada
proteina sera feita pela técnica do Quickscore, que relaciona intensidade de marcacdo e porcentagem de células
marcadas. Os dados serdo descritos por meio de estatistica descritiva considerando, quando pertinente, o
emprego de médias e /ou medianas, e freqiéncias relativas (percentuais). Serdo empregados os testes do Qui
Quadrado de Pearson para analise de regresséo logistica univariada para avaliacdo das diferentes variaveis
estudadas quanto a sua associacdo com metastases linfonodais, considerando os diferentes antigenos
pesquisados, acompanhada de medidas de associacdo (odds ratio), considerando, a prion, valor de p 0,20.
Posteriormente, os dados selecionados quanto a significancia serdo testados em modelo de regressao logistica,
para valores de p 0,05. A analise de sobrevida considerara a construgdo de curvas de sobrevida (Kaplan-Meyer)
e analisadas por meio do teste de Log-Rank considerando valores de p0,05 para rejeitar a hipotese de nulidade.
Cada antigeno pesquisado sera considerado individualmente na analise. Todas as analises foram realizadas
utilizando o software Graphpad Prism, versao

4,01 (Graphpad Inc, USA, 2005).

Objetivo da Pesquisa:

Identificar a expressdo de produtos génicos relacionadas a via canénica da ativacdo do gene Wnt (GSKR, RB-
catenina, ciclina D1, c-myc, APC) em carcinomas epidermoides bucais e verificar sua associagdo com o
comportamento biolégico tumoral e o prognéstico dos pacientes acometidos.

Objetivos especificos: 1.Identificar e quantificar a expressdo dos antigenos (GSKR, B-catenina, ciclina
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D1, c-myc, APC) nos casos de carcinomas epidermdides atendidos e tratados no complexo hospitalar da
Universidade Federal de Uberlandia. 2 Analisar a presenca de associacdo entre a expressao dos diferentes
produtos génicos mencionados no item 1 com fatores clinico-patologicos dos casos incluidos no estudo.
3.Analisar, comparativamente, a expressdo dos produtos génicos da ativacdo do gene Wnt ja mencionados (item
1) nos casos de carcinomas epidermoides bucais primarios com comportamentos bioldgicos distintos

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O presente projeto tem por objetivo investigar a existéncia de associacdo dos fatores sdcio-demograficos e
clinico patolégicos de uma amostra de pacientes com cancer bucal (carcinomas epiderméides de boca) com a
expressdo dos antigenos GSK3RQ, B-catenina, ciclina D1, c-myc, e APC visando identificar o poder discriminador
da expressdo destes antigenos de tumores com comportamentos biolégicos distintos e prognostico. Para tanto,
utilizaremos uma planilha de banco de dados que esta em construcdo, da qual constam dados cuja natureza foi
mencionada anteriormente, dos pacientes com cancer bucal atendidos e tratados no Hospital de Clinicas e
Hospital de Cancer em Uberlandia e dados provenientes de analises histolégicas que se basearam na avaliacao
de fragmentos de tumor provenientes de cirurgias realizadas para seu tratamento. Estes fragmentos serdo
tratados em ambiente de laboratorio, sem nenhum envolvimento dos pacientes nestes procedimentos. Assim,
todos os dados serdo coletados mediante a utilizacdo de um questionario proprio, ja empregado anteriormente
em outra pesquisa aprovada neste Comité, referente ao trabalho da CD Cizelene Veloso Faleiros Guedes,
intitulado: ;Avaliacdo do atraso no diagndstico e tratamento de carcinoma espinocelular em cabeca e pescocog,
e de Inicacdo Cientifica das alunas Natalia Vieira Gongalves, sub projeto do projeto supracitado, e de Natalia
Pereira Alves referente ao projeto ; Carcinoma epidermdide bucal: estudo dos fatores associados ao diagndstico
de doenca avancadag,, com registros CEP aprovados sob os ndmeros 250/08; 202/09 e 264/11,
respectivamente. Todos os dados serdo coletados posteriormente a adesdo espontdnea do paciente a pesquisa
e sua assinatura no termo de consentimento livre e esclarecido sobre o conteudo do trabalho. Nesta planilha, os
pacientes sdo identificados segundo o nimero de seus prontuarios, codificados de forma a ndo permitir ao leitor
sua identificacio e a procedéncia dos dados. Todos os dados coletados estdo relacionados ao proprio paciente
e a sua doenca, sem que seja necessaria a sua manipulacdo ou mesmo a intervencéo direta do profissional no
paciente, de qualquer tipo para diagndstico ou tratamento das lesdes. Isto sera realizado na oportunidade do seu
exame clinico ou mesmo da bidpsia indicada pelos profissionais nas diferentes clinicas nas quais sera atendido,
ndo necessitando, portanto, sua presenca no ambiente hospitalar somente para a coleta dos dados. Desta
forma, o dnico risco presente na pesquisa em relacdo ao paciente & a sua possivel identificacdo na pesquisa, no
entanto havera todos os esforcos possiveis e o devido comprometimento da equipe executora com o sigilo
absoluto da identidade do sujeito.

Beneficios: Os beneficios para o paciente esto relacionados ao préprio objetivo do projeto, ja que visa
identificar os fatores preditivos e associados ao processo

de metastases, baseados na expressdo dos antigenos supracitados. Isto constituira informacdo relevante na
formulacdo de intervencdes que visem a minimizar o padrao de diagnostico inadequado ao tratamento e
prognéstico da doenca para os pacientes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa com relevancia ciéntifica e social. Apresenta ampla revisdo sobre o estado da arte dos processos
trelacionados ao tema em estudo.
Nao apresenta comprometimento ético

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Recomendagoes:
Aprovar o projeto com as avaliacdes subsequentes dos relatorios a serem apresentados.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
APROVAGAO do projeto de pesquisa

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

, 24 de Fevereiro de 2012

Assinado por.
Sandra Terezinha de Farias Furtado



ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa intitulada “Estudo da
expressdo de proteinas via de sinalizagdo wnt/beta-catenina em amostras de
carcinomas epidermdides de cavidade bucal e sua relagdo com fatores de
prognostico”. sob a responsabilidade do pesquisador Prof. Dr. Paulo Rogério de Faria.

Nesta pesquisa nds estamos buscando identificar e entender fatores relacionados
ao comportamento do fumor (carcinoma epidermoide bucal, carcinoma de células
escamosas bucais) e fatores que possam explica-los visando melhorar a deteccao de
metastases e o tratamento da doenga. Desta forma, nos comprometemos a coletar os
dados apenas no momento do atendimento do paciente na sua consulta previamente
agendada e na utilizagdo dos materiais bioldgicos provenientes da biopsia e do seu
tratamento.

Na sua participagdo voceé sera submetido a aplicagdo de um questionario semi-
estruturado, contendo perguntas sobre os dados de sexo, idade, cor, comportamentos
relacionados a doenca. e caracteristicas clinicas da doenca. Esclarecemos que estes
dados serao anotados em formuldrio especifico que, apds o seu uso, serdo totalmente
destruidos.

Em nenhum momento voeé sera identificado. Os resultados da pesquisa serdo
publicados e ainda assim a sua identidade sera preservada. Desta maneira, o iinico risco
presente nesta pesquisa ¢ a sua possivel identificacdo., no entanto havera todos os
esforcos possiveis e o devido comprometimento da equipe executora com o sigilo
absoluto da sua identidade.

Voceé nao tera nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa.

Nao havera, portanto, nenhum risco organico ou de natureza psicologica para
vocé. Os beneficios serdo aqueles decorrentes da propria investigacdo, ou seja,
identificar fatores relacionados ao diagndstico de metastases e na repercussao do
tratamento que podera ser importante na resposta ao tratamento da doenca.

Voce ¢é livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem
nenhum prejuizo ou coagao.

Uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com vocé.
Qualquer duvida a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em contato com: Paulo

Rogério de Faria e Flavia Sayuri Matsuo, Sala 2B256 (Laboratorio de Histologia —
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ICBIM/UFU), Umuarama — Uberlandia (MG), telefone: (34) 3218-2240, Ramal 23.
Podera também entrar em contato com o Comité de Etica na Pesquisa com Seres-
Humanos — Universidade Federal de Uberlandia: Av. Jodo Naves de Avila. n° 2121,
bloco A, sala 224, Campus Santa Moénica — Uberlandia -MG, CEP: 38408-100; fone:
34-32394131

Uberlandia, de de

Assinatura dos pesquisadores

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido devidamente
esclarecido.

Participante da pesquisa
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ANEXO C — Questionério de Entrevista

Prontuérios: HC: Onco Odonto:

Questionario de entrevista

A precisdo dos dades anotados nesse formuldrio é fundamental para a aceitagéo cientifica desse trabalho

Dados demograficos

Idade: anos
Sexo: O Masculino O Feminino
Cor ou raga informada: [ Branca O Preta O Parda

0 Amarela O Indigena

Dados sécio-econdmico-culturais

Profissao nos Ultimos dez anos:
Em atividade: O Sim
O Nao: O Aposentado
O Invalido
[0 Desempregado

Escolaridade: [ Analfabeto

[ Primario incompleto [ Primario completo
O Secundario incompleto O Secundario completo
[ Superior incompleto [ Superior completo

Renda em salarios minimos:

Habitos alimentares

Freqiiéncia em dias em que ingere:

- Arroz e feijao: dias / semana
- Carne: dias / semana
- Vegetais: dias / semana

Consumo de agentes carcindgenos para a mucosa bucal
Quanto ao consumo de fumo, vocé: O Nunca fumou
O E ex-fumante

O E fumante ativo

Qual produto vocé consome / consumia predominantemente:

Qual é a quantidade consumida por dia:
|dade em que iniciou o uso: anos

Usa ou ja usou outro tipo de fumo? [0 Nao
O Sim

Ex-fumante: ha quanto tempo abandonou o habito?

Tem filhos? O Nao O Sim:  Algum deles consome cigarro? O Ndo O Sim

Vocé consome algum tipo de bebida alcodlica? [0 Nao

O Cigarro industrial com filtro
[ Cigarro de palha / rolo

O Cachimbo

O Fumo de mascar

O Sim

Entrevista
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Prontuarios: HC Onco Odonto:
Qual o tipo de produto ingerido com maior freqiiéncia?: O Fermentado / cerveja
O Destilado / cachaga / whisky
Qual a frequiéncia mais comum de ingestao? O Diaria
O Semanal
O Mensal
O Ocasional
Qual a quantidade consumida em cada ocasido?:
Qual a idade em que vocé iniciou o uso:
Higiene e saude geral e bucal
Sua residéncia possui: [0 Agua encanada? [ Rede de esgoto?
O Asfalto na rua? O Rede de energia?

Vocé teve acesso a alguma dessas benfeitorias ha menos de cinco anos? O Nae O Sim
Como vocé geralmente obtém acesse a dentista? [ Servigo publico / posto de saude / UAI
O Servigo publico / faculdade
O Atendimento particular / convénio
Como vocé geralmente obtém acesso a médico? [ Servige publico / posto de satde / UAI
O Servigo publico / faculdade
O Atendimento particular / convénio
Sua ultima consulta com dentista (fora da UFU) foi relacionada a lesao? ONao [OSim

Ha quanto tempo foi realizada a Ultima consulta com dentista, exceto para examinar a leséo?

De quem foi a crientagdo para procurar tratamento para a doenga?
[ Proprio paciente O Familiares O Farmacéutico O Dentista O Médico

O que voceé acha que foi a causa da doenga?

Alguém da sua familia ja teve cancer: O de boca? O de garganta? O de pulm&o?)

Dados sobre a lesao

E dolorosa? ONzo O Sim
Apresenta sangramento? ONéo 0OSim
Ha quanto tempo foi notada? meses

Quem primeiro viu a lesédo?
O Proprio paciente O Familiares O Farmacéutico O Dentista O Médico

Entrevista
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