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RESUMO

O carcinoma epidermoide de cavidade oral (CEC oral) € o tipo mais frequente de
carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco, sendo registrados cerca de 263 mil
novos casos e 128 mil mortes por ano, em escala mundial e é considerado o oitavo
tipo mais frequente no mundo. Alguns marcadores prognosticos expressos no tumor
ja foram identificados para esse tipo de carcinoma, porém estudos do infiltrado
inflamatdrio ainda sdo escassos na literatura. No infiltrado inflamatério do CEC oral,
a expressao génica da HIF-1a ja foi descrita como relacionada ao progndstico de
pacientes mostrando que as células do infiltrado inflamatério presentes no
microambiente tumoral nem sempre atuam na defesa antineoplasica. A proteina
PAI-1, inibidora do plasminogénio tipo 1, é transcrita pela HIF-1a e atua como
inibidora da degradacdo da matriz extracelular com envolvimento nos processos de
metastase. Quando expressa no tumor, a PAI-1 esta relacionada a um pior
prognéstico dos pacientes com CEC oral. Com o intuito de analisar a relacdo da
expressdo de PAI-1, no infiltrado inflamatério intratumoral, com as caracteristicas
clinicopatologicas dos pacientes com CEC oral foi realizado um estudo com 50
amostras de tumores de cavidade oral. Foi feita a analise da expresséo de PAI-1 por
meio da técnica de imuno-histoquimica e sua expressao categorizada em negativa,
positiva fraca e positiva forte, dependendo do numero de células marcadas e da
intensidade da marcacdo. O resultado foi correlacionado com as caracteristicas
clinicas dos pacientes e histopatoldgicas do tumor. Os dados gerados mostraram
gue houve expressdo da proteina em todas as amostras analisadas. A expressao
forte de PAI-1 foi observada em 26 amostras (52%) e a expressao fraca foi
observada em 24 amostras (48%). A expressdo forte de PAI-1 ndo foi
significativamente relacionada com caracteristicas como habito tabagista (p=0.21),
etilismo (p=0,48), tamanho do tumor, (p=0,41), linfonodos acometidos (p=0,16),
invasdao linfatica (p=0,16), invaséo sanguinea (p=0,34) e invaséo perineural (p=0,11).
N&o houve significancia ainda com recidiva (p=0,53) nem o6bito (p=0,94). Porém, a
expressdo de PAI-1 foi correlacionada com o tamanho do infiltrado inflamatério,
havendo correlacdo entre expressao fraca da PAI-1 com a presenca de infiltrado
intenso (p=0,03). As altera¢gdes no microambiente tumoral como a degradagao e
remodelacdo matriz extracelular estdo relacionadas ao progndstico de diversos tipos
de tumores, porém, ainda sédo pouco compreendidas. Desta forma, o entendimento
das proteinas expressas nas células do infiltrado inflamatério intratumoral pode
esclarecer o papel que cada proteina desempenha no processo de iniciacao,
promocdo e progressdo dos carcinomas. Este trabalho auxilia na melhor
compreensao do microambiente tumoral, da relacdo de seus expressos com o status
de inflamacao, abrindo perspectivas para a composicdo de um painel de proteinas
gue possa ser utilizado na pratica clinica para auxilio no prognostico dos pacientes.

Palavras-chave: Microambiente Tumoral. Infiltrado Inflamatério. PAI-1



ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma is the most frequent type of head and neck squamous
cell carcinoma (SCC), having approximately 263 thousand new cases and 128
thousand deaths per year worldwide and it is considered the eighth most frequent
type of cancer in the world. Some tumor prognostic markers have been identified,
however studies about the inflammatory infiltrate are still scarce in the literature. In
the oral squamous cell carcinoma infiltrate, HIF-1a expression has been described as
related to patient prognosis, showing that inflammatory cells present in the tumor
microenvironment may not function to protect the patient against cancer. The PAI-1
protein, plasminogen type 1 inhibitor, is transcribed by HIF-1a and acts as inhibitor of
extracellular matrix degradation, being involved in tumor metastasis. When
expressed in the tumor, PAI-1 is related with a worse prognosis of patients with oral
SCC. Aiming to analysis PAI-1 expression in the oral cavity inflammatory infiltrate, we
have analyzed PAI-1 expression by immunohistochemistry and categorized
expression as negative, weak and strong, depending on the number of positive cells,
as well as staining intensity. Results were correlated with patient clinical
characteristics and tumor histopathology. Our data show that expression was positive
in all samples analyzed. Strong expression was observed in 26 samples (52%) and
weak expression as observed in 24 samples (48%). Expression was not significantly
associated with smoking habit (p=0.21), alcohol consumption (p=0.48), tumor size
(p=0.41), positive lymph nodes (p=0.16), lymphatic invasion (p=0.16), blood
dissemination (p=0.34) and perineural invasion (p=0.11). Furthermore, there was no
significant association with relapse (p=0.53), nor with death (p=0.94). However, PAI-
1 expression was related to the size of inflammatory infiltrate, being weak PAI-1
expression associated with intense infiltration (p=0.03). Tumor microenvironment
alterations, such as degradation and remodeling of extracelullar matrix are related to
prognosis in diverse tumor types, but are not yet well understood. Therefore, a better
understanding of tumor infiltrate protein expression may help us comprehend the role
of each protein in the initiation, promotion and progression of cancer. This work help
us understand the tumor microenvironment and the relation of expressed proteins
with inflammation status, helping in the design of a protein expression panel for
clinical practice use and prognosis of patients.

Key words: Tumoral Microenvironment. Inflammatory Infiltrate. PAI-1



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Mecanismo de acdo do ativador uroquinase (uPA). O complexo
formado por uPA/UPAR encontrado na membrana celular, converte o
plasminogénio em plasmina, que pode atuar degradando a matriz extracelular
ou ativando outras proteinas. Modificado de DASS et al,

Figura 2. Mecanismo de regulacao do sistema fibrinolitico por PAI-1. PAI-1 se
liga ao complexo formado por uPA/JUPAR. Este complexo é entdo inativado
ligando-se a proteina LR-1 e em seguida todas as proteinas sao internalizadas
sendo que PAI-1 e uPA sdo levadas a degradacao proteossomal e uPAR e
LPR-1 retornam para a membrana. Modificado de DASS et al,

Figura 3. Fotomicrografia de carcinoma epidermoide oral em humano. A —
Célula inflamatdria mononucleada em infiltrado inflamatorio intratumoral com
expressdo fraca da proteina PAI-1 (seta). B — Célula inflamatéria
mononucleada em infiltrado inflamatorio intratumoral com expressao forte da
proteina PAI-1 (cabeca de seta). Em asterisco (*) células tumorais. Técnica de
imuno-histoquimica. Coloracdo DAB. Objetiva de 40X. Barra =

20

21



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas epidemioldgicas dos pacientes diagnosticados com CEC

Tabela 4. Caracteristicas de tratamento e progndéstico dos pacientes diagnosticados
COM CEC OF@l...ciiiiiiiiii i e s e e e e et e et e e e e e e e e e aaaeeeeeeeeaeennnnes

Tabela 5. Caracteristicas clinicopatolégicas e sua relacdo com a expresséo de PAI-1
nas células mononucleadas do infiltrado inflamatdério intratumoral de carcinoma
epidermoide de cavidade Oral..............uuuiiiiiiiiii e

24

25

26

27

33



LISTA DE SIGLAS

CEC oral — Carcinoma Epidermoide de Cavidade Oral
CECP - Carcinoma Epidermoide de Cabeca e Pescoco

HIF-1a — Fator Induzivel por Hipoxia 1 alpha (do inglés Hypoxia-inducible fator 1
alpha)

HPV — Papilomavirus humano (do inglés Human Papillomavirus)
INCA — Instituto Nacional de Cancer

LRP-1 — Proteina 1 relacionada ao Peceptor de Lipoproteina de Baixa Densidade

(do inglés Low-density lipoprotein receptor-related protein)
MMPs — Metaloproteinases de Matriz (do inglés Matrix Metalloproteinases)
OMS - Organizagédo Mundial de Saude

PAI-1 — Inibidor do Plasminogénio Ativador 1 (do inglés Plasminogen activator
inhibitor 1)

uPA — Ativador Uroquinase (do inglés Urokinase-type activator)

uPAR — Receptor de Uroquinase (do inglés Urokinase receptor)



SUMARIO

(R0 ] 510070 T 13

1.1 Aspectos Gerais e epidemiologia do Carcinoma Epidermoide de Cabeca e

TS o 0o o PP 13
1.2 Microambiente TUMOTAl ........cocuiiiiiiiiiee e 16
1.3 MEtASLASE € PAI-L ...t 18
2. OBIETIVOS ...t e et e e e et e e e e et e e e e ea e aees 22
2.1 ODJEUIVO GEIal ... 22
2.2 ODbjetivoS ESPECITICOS .ouuuuiiiiii i 22
3. MATERIAL E METODOS ....coiiviiteciecteete ettt ettt sttt sae e 23
I XY o T=Yox (o ol = o] o LSOO 23
I O ] U1 ] o= RSP 23
3.3 IMUNO-NIStOQUIMICA ..eeeviiiiii e e 27
3.3.1 ConfecCao das LAMINGAS ......ccooiiiiiiiiiiie e 27
3.3.2 Reacdo de IMuno-hisStoqUIMICa .....cevieiiiiiiiiiiiiiiiee e 28
3.3.3 Analise semi-quantitatiVa ...........eueeiiiiiiiiiiiiecee e 30
3.3.4 ANAIISE ESTAtiSTICA. . .uuueiiiieiiiiiiiiiii e 31
4. RESULTADOS . ...t e et e e e e et e e e e et e e e e eena e eaeees 32
5. DISCUSSAD ...ttt ettt s st s e e e e an s 34
B. REFERENCIAS . ......cuiiiiiieeieieeeieteies ettt e et ne e nenens 39

APENDICE ... ..o et 48



13

1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos Gerais e epidemiologia do Carcinoma Epidermoide de Cabeca e
Pescoco

O carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco (CECP) é uma neoplasia que
acomete 600 mil novos individuos por ano. De acordo com a Organizagdo Mundial
de Saude (OMS), no ano de 2012 o CECP provocou 8,2 milhdes de mortes e € um
dos principais fatores de morbimortalidade representando 10% dos tumores
malignos em nivel mundial (ALVARENGA et al., 2008). Estima-se que em 2030 o
namero de ébitos suba para 13,2 milhdes e, 60% destes casos ocorrerdo em paises
em desenvolvimento (WHO, 2002; OMS, 2007; JEMAL et al., 2012; INCA, 2014).

O carcinoma epidermoide de cavidade oral (CEC oral) é o tipo mais frequentes de
carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco, sendo registrados cerca de 263 mil
novos casos e 128 mil mortes por ano, em escala mundial (JEMAL et al., 2012). Este
tipo de tumor, que é considerado o oitavo tipo mais frequente no mundo, acomete
mais frequentemente individuos do sexo masculino. No entanto, nos ultimos anos
houve um aumento na incidéncia de casos de cancer entre mulheres, o que deve
refletir uma mudanca de habitos nestes individuos pelo aumento do uso de é&lcool e
tabaco. No Brasil, dados do INCA (2014) mostram que o risco estimado é de 11,54
novos casos a cada 100 mil homens e 3,92 a cada 100 mil mulheres. Para o estado
do Espirito Santo a estimativa foi de 400 novos casos de cancer oral e 170 casos de

cancer de laringe.

Dados da literatura mostram que existe uma relacdo positiva entre o uso de tabaco e
alcool e o aparecimento de tumores na cavidade oral (ALVARENGA et al., 2008). O
tabaco apresenta mais de 7.000 substancias quimicas, muitas das quais s&o
mutagénicas e carcinogénicas e, individuos tabagistas apresentam um risco
aumentado em 5 a 25 vezes de desenvolvimento de tumores de cavidade oral

mantendo relag&o direta com a quantidade consumida. O tabaco é responsavel por
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42% das mortes por este tipo de tumor (SINGH et al., 2011; JEMAL et al., 2012;
VILAR E MARTINS, 2012; FRESQUEZ et al., 2013).

O alcool por sua vez, € responsavel por 16% dos Obitos por tumores de cavidade
oral e funciona como um potencializador dos efeitos danosos do tabaco, além de
ocasionar deficiéncias nutricionais e supressdo imunologica (SINGH et al., 2011;
JEMA et al., 2012). Este risco é potencializado em até 30 vezes quando o uso de
tabaco e alcool sdo associados. Em pacientes com tumores ja diagnosticados, a
persisténcia do tabagismo e do etilismo diminui o indice de cura do paciente e
aumenta a ocorréncia de um segundo tumor (GILLISON, 2007; INCA, 2011).

A etiologia do cancer de cavidade oral & multifatorial e, além do tabagismo e etilismo
outros fatores sdo relacionados ao surgimento desta neoplasia. Problemas sociais e
econdbmicos como baixa renda e escolaridade, deficiéncias nutricionais, ma higiene
bucal, fatores ocupacionais, além de infec¢Bes virais, sdo os principais fatores
associados ao surgimento de tumores de cavidade oral. Além disso, a predisposicdo
e suscetibilidade genéticas sao fatores intrinsecos individuais de risco (ALVARENGA
et al., 2008; FERREIRA E ROCHA, 2010; VILAR E MARTINS, 2012).

Os tumores de cavidade oral séo classificados clinicamente de acordo o sistema de
estadiamento clinico de tumores (TNM) que visa estabelecer os prognésticos, ajudar
na avaliagdo dos resultados de tratamento e auxiliar na escolha terapéutica mais
adequada (LOURENCO et al., 2007; SOBIN et al., 2009). Este sistema avalia trés
categorias distintas da caracterizacdo tumoral: T — caracterizacdo dos tumores de
acordo a extensdo anatémica no sitio primario levando em consideracdo tamanho,
localizagdo ou ambos; N — auséncia ou presenca e o grau de comprometimento de
metédstases em linfonodos regionais; M - auséncia ou presenca de metédstase a
distancia (UICC, 2009).

O sistema TNM tem ainda uma classificagéo clinica para o pré-tratamento (CTNM)
na qual sdo realizados exame fisico, diagnéstico por imagem, endoscopia e
biépsia e, em caso de submissdo cirdrgica, determina-se o estagio patologico
(PTNM) por meio de uma avaliagdo histopatologica do tumor e dos linfonodos
regionais coletados no procedimento cirargico (PATEL E SHAH, 2005; UICC, 2009).

O estadiamento clinico do tumor, portanto € realizado pela correlacdo de dados

destes trés parametros e dependendo das caracteristicas observadas em cada um
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deles é possivel gerar uma classificagdo do tumor em quatro estadios diferentes (I,
I, Ill e IV). Para carcinomas de cabeca e pescoco o diagndstico de 60 a 70% dos
casos ocorre em estagios avancados da doenca (estadio Ill e IV) que apresentam
uma taxa de sobrevida média de 10 a 40% em 5 anos. Os casos diagnosticados nos
estagios iniciais (estadios | e IlI) correspondem a 30-40% e, a taxa de sobrevida
destes pacientes aumenta para 60 a 90% ap0s o tratamento. Desta forma, o exame
histopatolégico é essencial para selecionar e avaliar a terapia adjuvante poés-
operatdria e para estimar o prognéstico do paciente (LOURENCO et al., 2006bbb;
SANO E MYERS, 2007; JEMAL et al., 2012).

7

A andlise histopatologica é realizada através da observacdo da invasividade do
tumor, identificacdo do infiltrado inflamatério e células inflamatérias nos tecidos,
presenca de invasao perineural, linfatica e sanguinea, presenca de émbolos
tumorais, tipo de crescimento tumoral, presenca de necrose, além da observacédo da
interface entre as células tumorais e o tecido adjacente (LOURENCO et al., 2007;
SANO E MYERS, 2007).

O tratamento de tumores é multimodal, podendo ser aplicada a cirurgia, radioterapia
e quimioterapia. Diversas pesquisas tém sido realizadas a fim de aperfeicoar os
resultados destes tratamentos, porém, a escolha do melhor método ndo depende
somente das caracteristicas observadas pela andlise histopatologica. Faz-se
necessario também uma andlise molecular ou histoquimica para uma melhor
avaliacdo dos mecanismos envolvidos no processo de progressdo, invasdo e
metastase tumoral. Este conhecimento permite entender melhor como o tumor se
comporta frente ao tratamento administrado permitindo uma melhor resposta e um
progndéstico mais preciso ao paciente (DELANEY et al., 2005; CHAWAPUN, 2006).
Desta forma, muitos grupos de pesquisa tém se dedicado a estudos que visem a
validacdo de marcadores moleculares como a analise da expressao de proteinas
especificas que sdo de grande importancia para o prognostico e tratamento (DUTRA
et al., 2012; SANTOS et al., 2013; MENDES et al., 2014).

Atualmente, pesquisas também relacionam o microambiente tumoral, através do
estudo de células e interacbes do sistema imune e o tumor na participacdo da
progressao tumoral, na angiogénese, metastase e proliferacdo celular (ONUCHIC E
CHAMMAS, 2010). Estes estudos permitem uma melhor compreensdo do
desenvolvimento tumoral, da atuacdo de genes que sao candidatos a marcadores
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moleculares tumorais e melhores condi¢des para resposta ao tratamento (MENDES
et al., 2014; PETERLE et al., 2015).

1.2 Microambiente Tumoral

O microambiente tumoral € definido como o conjunto de todas as condi¢cbes
fisiolégicas e metabdlicas do tumor. Em sua grande maioria, apresenta
caracteristicas como baixa concentracao de glicose, altas concentracdes de lactato,
pH baixo e baixas concentracdes de oxigénio, o que leva a hipoxia tumoral
(SEMENZA, 2012). A hipoxia é uma condi¢do na qual o fornecimento de oxigénio
atinge valores inferiores a 7%, sendo responsavel pela ativacdo de mecanismos
necessarios para suprir as necessidades de aporte de oxigénio e nutrientes. Esta
condicdo é causada pela estrutura anormal da organizacdo tecidual e pela baixa
capacidade de transporte de oxigénio dentro do tumor (TADDEI et al., 2013).

O microambiente tumoral pode ser constituido por diversos tipos celulares como
fibroblastos, células epiteliais, células do sistema imune inato e adaptativo, células
formadoras do sistema linfatico e sanguineo e também por um microambiente
composto principalmente pela matriz extracelular, elementos neurais sustentados
por uma rede vascular, fatores sollveis como citocinas e quimiocinas bem como
tipos de células mesenquimais especializadas para cada microambiente tecidual
(PARK et al., 2000; BLANKENSTEIN, 2005; VISSER, 2006).

O sistema imunoldgico é composto tanto por células de defesa do organismo como
por outros tipos celulares que atuam como mediadores interagindo entre si e com as
demais células do microambiente tumoral em um sistema que garante a defesa e
manutencdo da homeostase impedindo a absorcdo de agentes exdgenos,
infecciosos e particulas virais, além de modular processos fisiologicos em
descontrole (VISSER et al., 2006).

A relacdo entre sistema imune e cancer foi primeiro relatada por Rudolph Virchow na
década de 1860 quando observou a presenca de células inflamatérias no tecido

neoplasico (MACARTHUR et al., 2004). Desde entdo, diversos estudos tém



17

demonstrado a relagdo do infiltrado inflamatério com a progressao tumoral, porém,
com resultados controversos em alguns tipos de tumor. Paul Ehrlich, em 1909, foi
um dos primeiros a propor o que o0 sistema imune teria um papel importante no
desenvolvimento tumoral. Diversos autores também relatam que a ativacdo de
efetores imunes, como linfécitos, macréfagos e granulécitos atuam na resposta
imunologica antitumoral inibindo o desenvolvimento do tumor (CHEN et al., 2007;
CHEN et al., 2007*; LANZA et al., 2009; CHOW et al., 2012; PYLAYEVA-GUPTA et
al., 2012).

Outros pesquisadores, porém, acreditam que componentes do infiltrado inflamatorio
e a presenca de inflamacdo podem favorecer o crescimento e a disseminacéo
tumoral pela promocdo da angiogénese e destruicdo do tecido, bem como pela
producdo de fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas e cininas (WILSON E
BALKWILL, 2002; BISACCHI et al., 2003; DIDONATO et al., 2012; QUAIL E JOYCE,
2013).

O sistema imune possui um mecanismo denominado vigilancia imunolégica, na qual
tumores em desenvolvimento podem ser reconhecidos e eliminados por meio dos
diversos antigenos tumorais, como proteinas modificadas, produtos de oncogenes
ou de genes supressores de tumor, ou em grande parte, proteinas que sao
expressas em excesso ou de forma aberrante, podendo assim evitar o surgimento
de tumores clinicamente aparentes, mesmo na auséncia de intervencao
terapéutica (ABBAS, LICHTMAN E PILLAI, 2007; ONUCHIC E CHAMMAS, 2010;
CHOW et al., 2012).

Atualmente, estudos tém demonstrado que cerca de 25% dos tumores estao
associados com inflamacédo sustentada por infec¢cdes ou condi¢Bes inflamatorias de
origem diversa (BALKWILL E MANTIVANI, 2012). E, mesmo que 0s tumores nao
estejam diretamente relacionados com a inflamacdo, sdo caracterizados pela

presenca de células e mediadores da inflamagdo (BRENNECKE et al., 2015).

A matriz extracelular, um dos componentes do microambiente tumoral, € constituida
por proteinas fibrosas como o colageno e elastina, glicoproteinas alongadas como a
fibronectina e laminina, glicosaminoglicanas, proteoglicanas além de mediadores de
inflamagéo como quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento. A degradacao
desta matriz, mediada por enzimas proteoliticas conhecidas como

metaloproteinases, esta diretamente relacionada com angiogénese, invasao e
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metastase tumoral (PEREIRA et al., 2005; FANJUL-FERNANDEZ et al., 2013).
Porém, estudos nesta &area ainda séo restritos a andlise da relagdo do infiltrado
inflamatorio, seus componentes tumorais e os inibidores de metaloproteinases,
como a PAI-1 (inibidor do plasminogénio ativador 1) podem levar a descoberta de
novos marcadores prognoésticos (MACARTHUR et al.,, 2004; MANTOVANI et al.,
2008; MOHAMMED et al., 2012; TOUGERON et al., 2013).

1.3 Metéstase e PAI-1

A metastase é um processo complexo que envolve multiplas etapas ainda pouco
esclarecidas. O conhecimento acerca dos mecanismos envolvidos no processo
metastatico € fundamental para o delineamento do tratamento do paciente, bem
como no controle do céancer, isto porque a presenca de metastase esta relacionada
a um pior prognostico (ALBERTS et al., 2010; GAO et al., 2010; JING et al., 2012).

O processo metastatico envolve mudancas citofisioldgicas incluindo alteracdes na
adesdo celular que leva a um desprendimento de células neoplasicas do tumor
primario, a protedlise dos tecidos incluindo a membrana basal, matriz extracelular e
vasos adjacentes, o que leva a migracdo e invasao para outros tecidos e o
estabelecimento de uma nova colénia em novos sitios tumorais (DANERI-NAVARRO
et al., 1998; ALBERTS et al.,, 2010; FERREIRA E ROCHA, 2010; GAO et al., 2010;
SCHOOTBRUGGE et al., 2013).

Assim, o processo de degradacao da matriz extracelular, realizado pelas proteinases
como as metaloproteinases de matriz (MMPSs), proteases de cisteina e proteases de
serina do sistema ativador do plasminogénio desempenham um papel critico na
invasdo tumoral e metastase podendo ser um bom marcador de prevencédo e
inibicdo da metastase (CURINO et al.,, 2004; BJORKLUND E KOIVUNEN , 2005;
HSEU et al.,, 2009; GAO et al., 2010; KESSENBROCK et al., 2010; JING et al.,
2012).

A fibrindlise € um dos principais mecanismos do processo metastatico que consiste

na conversao do plasminogénio inativo em sua forma proteolitica ativa (plasmina).
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Esta conversao é realizada por duas proteases de serina que sao o ativador tissular
do plasminogénio (tPA) e o ativador uroquinase (uUPA). Estas duas proteases
apresentam estrutura semelhante, mas, apresentam funcdes biolégicas distintas
onde o tPA esta relacionado com os mecanismos de fibrindlise e trombdlise atuando
na formagdo da plasmina, e uPA esta diretamente associado a degradacdo da
matriz extracelular ou indiretamente ativando proteases. Desta forma, a conversao
do plasminogénio mediada pelo uPA esta diretamente relacionada a proliferacao,
migracdo, invasao e formacdo de metastases e apoptose (DANERI-NAVARRO et
al., 1998; CARROLL E BINDER, 1999; SIDENIUS E BLASI, 2003; BAKER et al.,
2007; GIACOIA et al., 2014).

Este sistema € regulado por dois inibidores enddégenos, os inibidores do
plasminogénio ativador 1 e 2 (PAI-1, PAI-2). Estas proteinas pertencem a
superfamilia das Serpinas que, para se tornarem ativas sofrem uma clivagem da
ligacdo peptidica central reativa (P1-P1) que leva a um rearranjo conformacional
(BINDER E MIHALY, 2008; HOTTZ et al.,, 2010). PAI-1 estd localizado no
cromossomo 7921.3-g22 e codifica um polipeptideo de 48 kDa. Ele é sintetizado por
uma variedade de células, incluindo células vasculares endoteliais, adipdcitos,
macrofagos, cardiomiocitos e fibroblastos e, apresenta uma meia-vida ativado e

latente é de 32 e 7 minutos, respectivamente (REILLY et al., 1991) .

O mecanismo de acédo deste sistema fibrinolitico ocorre, na superficie da membrana
plasmatica, pela ligacdo de uPA ao seu receptor uPAR (receptor de uroquinase).
Neste momento, o zimogénio € convertido em plasmina ativa que pode degradar a
matriz extracelular ou ainda ativar outras proteinas como as metaloproteinases,
fatores de crescimento e fatores angiogénicos favorecendo o desenvolvimento e
progressao tumoral. A plasmina recém produzida modifica o receptor uPAR através
da clivagem de uma ligacdo peptidica entre lisina e interleucina que resulta em um
feedback positivo potencializando a sua ativacao (Figura 1) (GAO et al., 2010; KIM
et al., 2013).



20

Matriz Extracelular

Nucleo

Figura 1. Mecanismo de acdo do ativador uroquinase (uPA). O complexo formado por uPA/uPAR
encontrado na membrana celular, converte o plasminogénio em plasmina, que pode atuar
degradando a matriz extracelular ou ativando outras proteinas. Modificado de DASS et al., 2008.

Este sistema é regulado pela ligacdo de PAI-1 ao complexo uPA/UPAR inativando-o.
Esta inativacdo permite a ligacdo da proteina LRP-1 (Proteina-1 relacionada ao
Receptor de Lipoproteina de Baixa Densidade) que promove a internalizacdo destas
proteinas que sao levadas a degradacéo lisossomal (Figura 2). No entanto, uPAR e
PAI-1 ndo sdo degradadas e sim recicladas e reencaminhadas & membrana
plasmatica (BINDER E MIHALY, 2008; DASS et al., 2008; GAO et al., 2010; KIM et

al., 2013).
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Matriz Extracelular

DEGRADACAO LISOSSOMAL

Figura 2. Mecanismo de regulagdo do sistema fibrinolitico por PAI-1. PAI-1 se liga ao complexo
formado por uPA/UPAR. Este complexo é entdo inativado ligando-se a proteina LRP-1 e em seguida
todas as proteinas sdo internalizadas sendo que PAI-1 e uPA sao levadas a degradacao
proteossomal e UPAR e LPR-1 retornam para a membrana. Modificado de DASS et al., 2008.

O estudo da superexpressao de PAI-1 em tumores sélidos ja é bem elucidada sendo
relacionada a um pior progndéstico para o paciente, porém, sua expressao em
infiltrado inflamatério ainda é pouco esclarecido (BAKER et al., 2007; IACOVIELLO
etal.,, 2013).

Desta forma, novos estudos sao necessarios para melhor entender como a
expressdo alterada de PAI-1 pode afetar mecanismos de tumorigénese e ainda
tentar elucidar os mecanismos que ocasionam estas alteracfes de expressao bem
como auxiliar em uma melhor avaliacdo da evolugéo clinica do paciente ou mesmo

na conduta terapéutica a ser tomada.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar pela técnica de imuno-histoquimica, a expressdo da proteina PAI-1 no
infiltrado inflamatorio intratumoral de pacientes com carcinoma epidermoide de

cavidade oral e sua relacdo com caracteristicas clinicopatoldgicas e prognasticas.

2.2 Objetivos Especificos

% Analisar as caracteristicas clinicopatolégicas dos pacientes diagnosticados com
CEC oral e correlacionar com a expressdo da proteina PAI-1 no infiltrado

inflamatério intratumoral;

% Relacionar a expressao de PAI-1 com caracteristicas progndsticas no infiltrado
inflamatorio intratumoral de pacientes com carcinoma epidermoide de cavidade

oral;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Helidpolis, Sdo Paulo, sob o registro 818, referente ao projeto “Analise da expresséo
génica em individuos com carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco e células

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

3.2 Casuistica

A populacdo em estudo foi composta de 50 pacientes com carcinoma epidermoide
de cavidade oral oriundos do banco de amostras do Head and Neck Genome Project
(GENCAPOQO), um grupo multi-institucional e multidisciplinar, que desde 2001 coleta
rotineiramente dados clinicos e epidemiologicos, além de amostras tumorais e de
sangue de pacientes diagnosticados com CECP, provenientes das seguintes
instituicdes: Instituto Arnaldo Vieira de Carvalho de S&o Paulo, Hospital Helidpolis de
Sao Paulo, Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo, entre outros.

Todos os pacientes selecionados foram operados e tiveram um acompanhamento
clinico de pelo menos 48 meses apds a cirurgia. Foram excluidos deste grupo,
pacientes submetidos a quimioterapia, 0s que apresentaram metastases a distancia
ao diagnéstico, pacientes com linfonodos cervicais ndo removidos, aqueles com

margens cirargicas positivas e carcinomas de labio.

As caracteristicas clinicas e histopatolégicas foram obtidas através de exames
anatomopatologicos sendo que, todos os tumores foram classificados de acordo
com os critérios de Estadiamento de Tumores Malignos (TNM) por meio de uma
analise realizada por patologistas do GENCAPO (UICC, 2009) e revisados por n0Sso

grupo de pesquisa.
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Além disto, ocorreu a caracterizagdo dos pacientes de acordo com género, faixa
etaria e caracteristicas do tratamento. Desta forma, observou-se que do total de 50
individuos incluidos neste estudo, 14 (28%) foram do sexo masculino e 36 individuos
(72%) do sexo feminino. Em relacdo uso de alcool, observa-se que 17 individuos
(34%) sao etilistas e 33 (66%) ndo fazem uso desta substancia. Além disso, o habito
tabagista também foi observado onde, 19 individuos (38%) séo tabagistas e 31
(62%) ndo fumam a pelo menos um ano completo ou nunca fumou. Em relacéo a
idade, 15 (30%) apresentam sessenta anos ou menos e 35 (70%) tém mais de
sessenta anos. A média da faixa etéria € de 64,23 anos, com um desvio padréo de +
13,93 (Tabela 1).

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

Casos
Caracteristicas epidemiol6gicas
No. (%)
Género
Feminino 36 72
Masculino 14 28
Faixa etéria, anos
média 64,23 / desvio padrdo + 13,93
<60 anos 17 30
> 60 anos 35 70
Habito tabagista
Nao 31 62
Sim 21 34
Habito etilista
Nao 33 66
Sim 19 34
Total 50 100,0

As caracteristicas clinicas dos pacientes diagnosticados com CEC oral e que
compdem esta casuistica estdo descritas na Tabela 2. Em relacdo ao sitio tumoral
de acometimento, observou-se que 13 (26%) dos casos possuiam o assoalho da
boca como sitio, 10 (20%) apresentavam a gengiva, 21 (42%) dos casos eram na
area retromolar, 1 (2%) caso era no palato mole, 2 (4%) casos na orofaringe e 1
(2%) em partes ndo especificadas da boca. Ha quatro classificacbes para o

estadiamento dos tumores e neste trabalho, 16 (30,8%) pacientes se enquadram no
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estadio I, 13 (25%) no estadio Il, 6 (11,5%) no estadio Ill e 17 (32,7%) no estadio IV.
A classificagdo histopatolégica pos-cirdrgica, designada pTNM, diferencia quatro
classes para o tamanho do tumor (pT1, pT2, pT3, pT4). Neste trabalho, 29 (55,8%)
pacientes foram classificados como pT1, 13 (26%) pT2, 17 (34%) como pT3 e 17
(32,7%) como pT4. Além disso, 19 (36,5%) pacientes apresentaram linfonodos
acometidos.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas dos pacientes diagnosticados com CEC oral.

Casos
Caracteristicas clinicas
No. (%)
Sitio
Assoalho da Boca 13 26,0
Gengiva 10 20,0
Lingua 21 42,0
Area Retromolar 2 4,0
Palato Mole 1 2,0
Orofaringe 2 4,0
Outras Partes Nao especificadas da boca 1 2,0
Estadiamento*
Estéadio | 13 26,0
Estadio Il 17 34,0
Estéadio Il 4 8,0
Estadio IV 16 32,0
Tamanho do tumor (pT) ¥
pT1 13 26,0
pT2 17 34,0
pT3 4 8,0
pT4 16 32,0
Linfonodos (pN) ¥
Negativo 33 66,0
Positivo 17 34,0
Metastase a distancia (pM)
Negativo 50 100,0
Total 50 100,0

“TNM 7 edicao.

Em relacéo as caracteristicas histopatolédgicas, 25 (50,0%) pacientes apresentaram
tumores bem diferenciados e 25 (50%) moderadamente. Para a invaséo linfatica, 11
(22%) foram positivos para a invasdo e 32 (64%) ndo. Ja para a invasao perineural,
20 (40%) casos mostraram positividade e 27 (54%) ndo (Tabela 3).
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Por fim, em relagdo ao tratamento, 22 (44%) foram submetidos a cirurgia e
radioterapia e 28 (56%) foram submetidos apenas a cirurgia. Para a recidiva geral,
32 (64%) nao apresentaram e 17 (34%) foram positivos para esta variavel. Ainda em
relacdo a recidiva, 7 (14%) apresentaram recidiva local e 43 (86%) ndo. Dos
pacientes selecionados nesta casuistica, 31 (62%) vieram a o6bito e 19 (38%) nao
(Tabela 4).

Tabela 3. Caracteristicas histopatoldgicas dos pacientes diagnosticados com CEC oral.

Casos
Caracteristicas histopatoldgicas
No. (%)
Grau de diferenciagcdo
Bem 25 50,0
Moderadamente 25 50,0
Pouco 0 0,0
Invasdao linfatica
Ausente 32 64,0
Presente 11 22,0
Nao avaliado 7 14,0
Invaséao perineural
Ausente 27 54,0
Presente 20 40,0
Nao avaliado 3 6,0
Total 50 100,0

Todos individuos que aceitaram participar deste estudo assinaram o termo de
consentimento do Comité de Etica consentindo na participagdo da pesquisa e
responderam a um questionario composto por perguntas demograficas, bem como

guestdes relativas ao histérico médico, tabagismo e consumo de alcool.
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Tabela 4. Caracteristicas de tratamento e prognéstico dos pacientes diagnosticados com CEC Oral.

Casos
Caracteristicas do tratamento e progndstico
No. (%)
Cirurgia
Sim 50 100,0
Radioterapia
Néao 28 56,0
Sim 22 44,0
Quimioterapia
Nao 50 100,0
Recorréncia da Doenca
Nao 32 64,0
Sim 17 34,0
Néao avaliado 1 2,0
Recidiva local
Nao 43 86,0
Sim 7 14,0
Obito
Nao 19 38,0
Sim 31 62,0
Total 52 100,0

3.3 Imuno-histoquimica

Toda a reacdo de imuno-histoquimica foi realizada seguindo o protocolo padréo,

descrita em 3.3.2, segundo orientacdo do fabricante, com adaptacdes.

3.3.1 Confeccédo das Laminas

Para a confeccdo das laminas contendo amostras de CEC oral, os blocos foram
seccionados realizando cortes de 3 um de espessura que foram fixados em laminas
previamente silanizadas em etapas de imersdo em organosilano 20% e etanol. Em
seguida, as laminas contendo os cortes secaram em estufa a 60°C por no minimo 24

horas. Como controle positivo foram utilizados blocos de carcinoma hepatocelular
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humano. A escolha do tecido utilizado para controle positivo baseou-se nas
indicacdes presentes na bula do anticorpo utilizado na reacdo de imuno-
histoquimica. Todas estas etapas foram realizadas em parceria com o Departamento
de Patologia da Faculdade de Medicina de Sédo José do Rio Preto e com o

Laboratorio de Patologia Cirargica da Faculdade de Odontologia/USP.

3.3.2 Reac¢édo de Imuno-histoquimica

Para andlise das células imunorreativas a proteina PAI-1, os cortes histolégicos
selecionados passaram inicialmente pela Solu¢gdo de Recuperagdo Antigénica 3x1
PMB1-250 [Tampédo Citrato, pH 6,0 (Spring Bioscience®, California, EUA)]
previamente aquecida, que faz a desparafinizacdo e a recuperacdo antigénica
simultaneamente, em banho-maria, a 98°C, por 47 minutos. As laminas foram entéo
retiradas do banho-maria e deixadas para resfriarem por 10 minutos em temperatura

ambiente.

A etapa seguinte consiste na a lavagem em tampao tris-(hidroximetil)-aminometano
(TRIS), pH 7,6, por 5 minutos sendo que posteriormente as laminas foram incubadas
em Solucdo de Peroxido de Hidrogénio, reagente do Kit SPD-125 (Spring
Bioscience®, Califérnia, EUA), para o bloqueio da peroxidase endogena, por
15 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas com 3 banhos em tampao de
lavagem e o excesso ao redor dos cortes foi secado com papel filtro e os mesmos
foram circulados com caneta hidrofobica Super PAP Pen (Kiyota®, Japéo, JP).

Depois disso, foi aplicado o Bloqueio de Proteinas Ultra V, reagente do Kit SPD-125
(Spring Bioscience®, Califérnia, EUA) e as laminas foram incubadas por 10 minutos,
em camara umida, temperatura ambiente. O excesso do reagente foi escorrido e em
seguida o anticorpo primario diluido foi aplicado em quantidade suficiente para cobrir
os cortes. As laminas foram incubadas no escuro, em camara Umida, temperatura

ambiente, por 90 minutos.

Os anticorpos primarios foram padronizados em cortes histoldgicos de carcinoma

Hepatocelular por ser um tecido no qual a expressdo de PAI-1 ja é sabidamente
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positiva e a melhor diluicdo 1/100. Todas as diluicdes foram realizadas de acordo
com as orientagbes do fabricante, utilizando o Diluente de Anticorpo ADS-125
(Spring Bioscience®, California, EUA). O anticorpo utilizado foi o Anti-PAI1 antibody—
mouse monoclonal [1D5] (ab125687)/Abcam®, Cambridge, EUA.

Decorridos os 90 minutos, as laminas foram submetidas a uma bateria de 3
lavagens em TRIS pH 7,6 por 5 minutos cada sendo que, apos este procedimento
ocorreu a secagem ao redor dos cortes. O passo seguinte foi a aplicacdo do
Complemento, reagente do Kit SPD-125 (Spring Bioscience®, Califérnia, EUA), em
quantidade suficiente para cobrir os cortes e, as laminas foram incubadas, em
camara umida, por 10 minutos a temperatura ambiente. O excesso do reagente foi
escorrido e em seguida foi aplicado o Conjugado HRP, que também é reagente do
Kit SPD-125 (Spring Bioscience®, California, EUA). As laminas foram novamente

incubadas em camara Umida por 15 minutos a temperatura ambiente.

O passo seguinte foi a lavagem das laminas em TRIS pH 7,6 por quatro vezes,
permanecendo no tampdo 5 minutos em cada lavagem. O material foi secado
ao redor dos cortes e foi aplicado o Substrato Cromégeno DAB Plus diluido 1/50 em
Tampao Diluente de DAB, reagentes do Kit SPD-125 (Spring Bioscience®,
California, EUA). As laminas foram entdo incubadas em camara umida, temperatura
ambiente, por 10 minutos. Procedeu-se em seguida a lavagem das laminas em agua
destilada por 5 minutos e a operacao foi repetida por 3 vezes. Como contra-corante
foi utilizada Hematoxilina de Harris e as laminas permaneceram nesta solugcéao por 5

minutos.

Apés este procedimento, as laminas foram lavadas em agua corrente por também, 5
minutos. E, por fim, sucedeu-se hidratacdo e clareamento pré-montagem das

laminas nas seguintes etapas:

1) Alcool 70% - s6 passagem; 2) Alcool 75% - s6 passagem; 3) Alcool 80% - so
passagem; 4) Alcool 85% - 3 minutos; 5) Alcool 90% - 3 minutos; 6) Alcool 95% - 3
minutos; 7) Alcool 100% | - 3 minutos; 8) Alcool 100% Il - 3 minutos; 9) Alcool 100%
Il - 3 minutos; 10) Alcool + Xilol - s6 passagem; 11) Xilol 1- 3 minutos; 12) Xilol 2 —

até a montagem das laminas.

As laminas foram montadas em meio ndo aquoso: DPX [p-xylene-bis(N-pyridinium
bromide)] (Sigma-Aldrich®, Saint-Louis, EUA).
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3.3.3 Analise semi-quantitativa

A analise das laminas ocorreu por meio de microscopia optica (Zeiss®, Alemanha),
sob os aumentos de 100, 200 e 400 vezes e, a expressao da proteina foi avaliada de
forma semiquantitativa utilizando dois padroes de analise, a intensidade de
coloracdo e o percentual de células marcadas. Assim, scores foram atribuidos a
cada tipo de classificagao.

Para a analise de intensidade de coloracdo foram atribuidos os seguintes valores, 0
(marcacdo nula), 1 (marcacéo fraca dentre as células inflamatérias), 2 (marcacao
moderada dentre as células inflamatoérias) e 3 (marcacdo forte dentre as células
inflamatorias). Para percentual de células marcadas foram fixados os scores de 0
(campos onde ndo havia  células imunorreativas), 1 (1-25% de células
imunorreativas), 2 (25-50% de células imunorreativas) e 3 (>50% de células

imunorreativas).

Finalizou-se com a multiplicacdo dos scores para cada campo, seguindo a
metodologia de analise de Soini et al. (2000), modificada por Campos et al. (2009).
O resultado da multiplicacdo foi utilizado para categorizar as expressées
citoplasmaticas da proteina estudada em:

% Marcacéao negativa = 0;

% Marcacéao positiva fraca = 1-3;

¢ Marcacéo positiva forte = >3.

Desta forma, foi considerada marcacdo fraca, quando as multiplicacbes entre o
namero de células marcadas vezes a intensidade da marcagéo foi menor ou igual a
3. Foi considerada marcacdo forte, quando a multiplicacdo resultou em numero

maior que 3.

Estes resultados de expresséo fraca e forte foram comparados com cada uma das
caracteristicas clinicopatologicas, tamanho do tumor (pT), acometimento de
linfonodos (pN), grau de diferenciacdo tumoral, presenga ou auséncia de invasao
linfatica e peritumoral e tamanho do infiltrado inflamatério. Além disso, estas
expressdes fraca e forte de PAI-1 foram comparadas com caracteristicas
relacionadas ao tratamento e progndstico como submissao a cirurgia e radioterapia,

presenca de recidivas e obito.
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As fotos das marcagBes de PAI-1 foram tiradas através do Microscopio Olympus
AX70 (Olympus®, Japéo, JP).

3.3.4 Analise Estatistica

A analise de associacdo dos dados obtidos foi realizada utilizando-se os testes nao-
paramétricos do Qui-quadrado, Exato de Fisher e Teste G. Para todos os testes o

nivel de significancia foi de 5% e os célculos obtidos no programa BioEstat 5.0®.
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4. RESULTADOS

A expressdo de PAI-1 foi observada no infiltrado inflamatério linfocitario intratumoral
em 50 casos analisados. A expresséo categorizada como forte foi observada em 26

(52%) amostras e a fraca em 24 (48%) amostras (Figura 3 a e b).

Figura 3. Fotomicrografia de carcinoma epidermoide oral em humano. A — Célula inflamatéria
mononucleada em infiltrado inflamatério intratumoral com expresséo fraca da proteina PAI-1 (seta). B
— Célula inflamatoria mononucleada em infiltrado inflamatério intratumoral com expressao forte da
proteina PAI-1 (cabec¢a de seta). Em asterisco (*) células tumorais. Técnica de imuno-histoquimica.
Coloracdo DAB. Objetiva de 40X. Barra = 29uM

A expressdo de PAI-1 nas células inflamatérias intratumorais ndo mostrou

dependéncia do habito tabagista (p=0.21) e etilista (p=0,48), bem como ndo mostrou
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relacdo com o tamanho do tumor (p=0,41), linfonodos acometidos (0,16), invasao
linfatica (p=0,16), invasao sanguinea (p=0,34) e invasao perineural (p=0,11) (Tabela
5).

Os resultados da analise da expressao de PAI-1 em células mononucleadas do
infiltrado inflamat6rio intratumoral, quando comparadas com recidiva (p=0,53) e 6bito
(p=0,94) também ndo mostraram resultados significativos, porém, quando a
expressdo foi comparada com o tamanho do infiltrado inflamatério observou-se

significancia estatistica (p=0,03) (Tabela 5).

Tabela 5. Caracteristicas clinicopatoldgicas e sua relagdo com a expressdo de PAI-1 nas células
mononucleadas do infiltrado inflamatério intratumoral de carcinoma epidermoide de cavidade oral.

Variaveis Expressao de PAI-1
Frequéncia Fraco Forte p
No. (%) No. (%) No. (%)
Habito Tabagista
Nao 31 (62) 7 (14) 12 (24) 0,21
Sim 21 (34) 17 (34) 14 (28)
Habito Etilista
Nao 33 (66) 7 (14) 10 (20) 0,48
Sim 19 (34) 17 (34) 16 (32)
Tamanho do Tumor (pT)*
pT1, pT2 30 (60) 13 (26) 17 (34) 0,41
pT3, pT4 20 (40) 11 (22) 9 (18)
Status Linfonodo (pN)*
Presente 32 (64) 13 (26) 19 (38) 0,16
Ausente 18 (36) 11 (22) 7 (14)
Invaséo Linféatica
Presente 11 (22) 8 (16) 3 (6) 0,16
Ausente 32 (64) 14 (28) 18 (36)
N&o avaliado 7 (14) - - - -
Invasdo Sanguinea
Presente 4 (8) 1 2) 3 (6) 0,34
Ausente 41 (82) 22 (44) 19 (38)
N&o avaliado 5 (20) - - - -
Invaséo Perineural
Presente 20 (40) 12 (24) 8 (16) 0,11
Ausente 27 (54) 10 (20) 17 (34)
N&o avaliado 3 (6) - - - -
Infiltrado Inflamatério
Escasso 20 (40) 9 (18) 11 (22) 0,03*
Moderado 22 (44) 8 (16) 14 (28)
Intenso 8 (16) 7 (14) 1 (2)
Status de Sobrevivéncia
Morto 19 (38) 9 (18) 10 (2) 0,94
Vivo 31 (62) 15 (30) 16 (32)
Recidiva Local
Sim 17 (34) 9 (18) 8 (16) 0,53
Nao 32 (64) 14 (28) 18 (36)
N&o avaliado 1 (2) - - - -

“TNM 7 edicao.
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5. DISCUSSAO

O trabalho de loachim e colaboradores (1979) demonstrou, pela primeira vez, a
correlacdo do infiltrado inflamatério e desenvolvimento tumoral. Mais recentemente,
uma associacdo positiva de algumas proteinas expressas em células linfoides do
infiltrado inflamatorio e progndstico foi demonstrada para cancer colorretal (GUO et
al., 2008; OKADA et al.; 2000; ROXBURGH et al., 2009; PRYCZYNICZ et al.; 2010;
LIPSON et al., 2012), melanoma (BOZDOGAN et al., 2010) e mama (MAHMOUD et
al., 2011; LIU et al., 2012; MAHMOUD et al., 2012; GU-TRANTIEN et al., 2013).
Entretanto, alguns autores também encontraram relacdo negativa entre algumas
proteinas expressas nestas células do infiltrado inflamatorio e um pior progndéstico
para cancer de mama (QIAN et al., 2010; CHEN et al.; 2013).

Os trabalhos tém relacionado expressao de proteinas com fatores prognosticos em
tumores, com Varios relatos na literatura, porém poucos trabalhos fazem a
correlagdo com o infiltrado inflamatério. Porém recentemente, Peterle e
colaboradores (2015) observaram que a expressao forte do ligante FasL em células
linfoides do infiltrado inflamatério de tumores de cavidade oral esta relacionado com
melhor sobrevida livre de doenca e doenca local, 0 que sugere que esta proteina
tenha um fator de protecdo podendo ser considerado um potencial marcador

progndstico para estes tipos de tumores.

A analise do infiltrado inflamatério também foi objeto de estudo de Mendes e
colaboradores (2014), que avaliaram a presenca e expressdo da HIF-1a (Fator
Induzivel por Hipoxia 1 alpha) em células linfoides do infiltrado inflamatério
peritumoral e intratumoral de tumores de cavidade oral. Os resultados mostraram
que a expressao elevada da HIF-1a em células do infiltrado inflamatério peritumoral
foi significantemente relacionada com o pior prognostico, enquanto que a expressao
elevada na regiéo intratumoral foi correlacionada com um melhor progndéstico. Desta
forma, os autores correlacionaram a localizacdo da proteina expressa com seu papel
no desenvolvimento tumoral. Assim, com a associacdo destes dois fatores foi
possivel estabelecer um perfil de risco para a chance de recidiva e 0bito e observou-
se que a expressao forte de HIF-1a nos linfocitos peritumorais séo relacionados com
um pior progndstico, independente da expressao nas células intratumorais. Quando
se considera a expressdo fraca de HIF-1a nos linfécitos peritumorais e forte nos
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linfécitos intratumorais observou-se um perfil de baixo risco. O risco intermediario,
por sua vez, foi associado com baixa expressdao de HIF-1la tanto em infiltrado
inflamatorio intratumoral como peritumoral. Assim, avaliar a expressao da HIF-1a em
células linfoides do infiltrado inflamatorio intratumoral e peritumoral pode ser um

importante marcador progndéstico tumoral.

A PAI-1 é um dos mais de 100 genes transcritos pela HIF-1a (SALNIKOW E
ZHITKOVICH, 2008), o que justifica a necessidade de maiores estudos de sua
funcdo no desenvolvimento tumoral, tanto no tumor, como no infiltrado e a sua
correlacio com a presenca de determinadas citocinas produzidas pelo
microambiente tumoral (BRYNE, 1998; COSTA et al., 2005). Craen e colaboradores
(2012) sugerem que a expressdo de PAI-1 é regulada por citocinas inflamatérias.
Estes dados foram confirmados por Makrilakis e colaboradores (2014), que

observaram a atuacéo de IL-6 na producédo de PAI-1 em tecido adiposo humano.

No presente estudo, a expressao de PAI-1 foi significativamente relacionada com a
intensidade do infiltrado inflamatdrio (p=0,03), sendo a expressao forte de PAI-1
relacionada com o infiltrado inflamatério intenso. Ja foi observado por Eddy e
Giachelli (1995) que as alteragcbes na matriz extracelular (degradacdo e
remodelacdo) contribuem com a formacao do infiltrado inflamatério e que tais
alteracOes sdo causadas, principalmente, pela maior expressao de PAI-1, observada
nas células tumorais. Desta forma, pode-se sugerir que células inflamatérias
presentes tanto em sitios tumorais, como no microambiente tumoral nem sempre
atuam na defesa antineoplasica e podem estar fortemente relacionadas com a
iniciacdo, promocao e progressdao dos carcinomas (BRYNE, 1998; COSTA et al.,
2005).

Em relacdo as caracteristicas clinicas, foi observado que 60% dos casos analisados
sao de tumores pequenos e, destes 56,6% estao relacionados a expressao forte de
PAI-1. Observou-se ainda que 64% dos casos apresentavam linfonodos acometidos
e, que 59,37% destes casos estavam também relacionados com a expressao forte
de PAI-1. Estes dados sugerem que a forte expressdo de PAI-1 em infiltrado
inflamatorio intratumoral pode estar relacionada a tumores mais agressivos,
possibilidade esta ndo confirmada pela analise estatistica ndo descritiva em nossas

amostras possivelmente pelo tamanho no "n" amostral. No entanto, ao avaliar o

tecido tumoral, Harbeck e colaboradores (2004) que observaram que pacientes que
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apresentam menores niveis de uPA/PAI-1 nos tumores primarios exibem melhoras

taxas de sobrevida quando comparados aos que apresentam niveis mais elevados.

Baker e colaboradores (2007) também observaram que as expressoées teciduais de
UPA, uPAR e PAI-1 séo significativamente maiores em amostras de CEC oral do
que em tecido normal, afirmando que o aumento da expressao de PAI-1 tem
correlagcdo com o avanc¢o do CEC oral, com piores prognésticos.

A protedlise e mais especificamente, o sistema fibrinolitico uPA/UPAR/PAI-1,
desempenha um papel fundamental na tumorigénese, na formacdo de metastases,
na progressao e invasdo tumoral. Desta forma, é reconhecido, que certos inibidores
de proteases enddgenas, tais como o PAI-1, promovem a metastase tumoral ao
invés de inibi-la e que este fenbmeno ndo é um evento de causa Unica, estando
envolvido em diversos processos da génese tumoral, como angiogénese e
metastase (BAKER et al., 2007).

Binder e Mihaly (2008) atribuem a participacdo de PAI-1 na progressao tumoral a um
mecanismo que envolve a ligagcdo do complexo uPA/PAI-1 ao LRP-1 (Proteina-1
relacionada ao Receptor de Lipoproteina de Baixa Densidade). Sugere-se que apds
a formacao do complexo uPA/PAI-1, o sitio de ligacao de PAI-1 ao LRP-1 é exposto
0 que permite a ligacdo destas proteinas possibilitando a modulacédo da sinalizacdo
iniciada por uPA, com ativagao das cascatas de sinalizacao, principalmente das vias
MAP guinases (Proteinas quinases ativadas por mitbgenos) e JAK/STAT [(Proteina
Janus Kinase) / (Transdutores de sinais e ativadores de transcricdo)], que induzem

mudancas na migracao e na adesao celular.

A ligagédo de PAI-1 ao LRP-1 também detém o mecanismo de internalizagédo celular
do complexo uPA/UPAR/PAI-1, o que impede a degradacdo lisossomal das
proteinas. Assim, PAI-1 é secretado pelas células tumorais e estimula a
angiogénese de forma paracrina, 0 que garante um aporte de oxigénio e nutrientes
suficientes para o crescimento tumoral e de uma maneira autécrina modula a
sinalizagdo celular, o que aponta para um aumento da migracdo e da adeséo,
refletido pelo aumento da formacéo de metastases (BINDER E MIHALY, 2008).

Para outros pesquisadores, o papel-chave de PAI-1 na invasdo tumoral ocorre pela
sua interferéncia na ligacdo entre as moléculas vitronectina e integrina que séo

responsaveis pelos processos de adesdo e migracdo celular. As integrinas séo
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proteinas de adesé&o, presentes na membrana celular e competem com a PAI-1 pela
ligacdo ao sitio catalitico da vitronectina, presente na matriz extracelular. Acredita-se
que a ligacdo de PAI-1 ao dominio somatomedina B, da vitronectina, forma um
complexo estavel que impede a associacdo das integrinas a essa proteina. Neste
contexto, elevados niveis de PAI-1 resultam em uma menor disponibilidade de sitios
de ligacédo entre integrinas e vitronectinas, levando a desestabilizag&do das integrinas
e impedindo a sua participacdo na manutencdo da integridade tecidual e na
regulacdo da proliferacdo, crescimento, diferenciacdo, migracdo e metastases
(VAIRAKTARIS et al., 2006; BAYER et al., 2012).

Em contrapartida, Wilkins-Port e colaboradores (2009) relataram que a adicdo de
PAI-1 em cultura celular resulta na baixa regulacdo das metaloproteinases de matriz
(MMPs), e confirma a atuacdo de PAI-1 na conversao de metaloproteinases latentes
em formas cataliticamente ativas, o que resulta na diminuicdo da adeséo celular, no

aumento da degradacédo da matriz extracelular e facilita a angiogénese e invasao.

Assim, estudos apontam para a correlacdo entre os elevados niveis de PAI-1 e
piores prognosticos em cancer de cabeca e pescoco (INOUE et al.,, 2007),
carcinoma invasivo da mama (LANG et al., 2013), carcinoma colorretal (HOGAN et
al., 2013), em céancer do endométrio e de ovéario (TECIMER et al., 2002), em
carcinoma de células renais (OHBA et al., 2005), cancer de préstata (JANKUN et
al., 2007), gastrico (LUEBKE et al., 2006), do sistema nervoso (HJORTLAND et al.,
2003), cancer de pulmao (WERLE et al., 2004), melanoma (ROMER et al., 2001),
leucemia (AREF et al., 2003), dentre outros.

Desta forma, com o presente trabalho foi possivel analisar e categorizar a expressao
da proteina PAI-1 na infiltrado inflamatdrio intratumoral de carcinoma epidermoide
oral, porém sua expressao ndo esteve relacionada ao progndstico e caracteristicas

clinicopatologicas.

Contudo, o entendimento das proteinas expressas nas células do infiltrado
inflamatorio tumoral pode esclarecer o papel que cada proteina desempenha no
processo de iniciagcdo, promog¢ao e progressao dos carcinomas. Este trabalho auxilia
na melhor compreensdo do microambiente tumoral, da relacdo de seus expressos
com o status de inflamacgéo, abrindo perspectivas para a composi¢cdo de um painel
de proteinas que possa ser utilizado na pratica clinica para auxilio no prognéstico
dos pacientes.
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Porém, pelo fato do cancer ser uma doenca multifatorial e complexa ndo € possivel
determinar seu comportamento e melhor tratamento simplesmente pelo estudo de
uma unica proteina, ao contrario, a busca de um conjunto de marcadores
moleculares ainda se faz necessaria e estudos mais aprofundados com proteinas
relacionadas a progressdo tumoral, angiogénese e metédstase devem continuar
sendo objetos de pesquisas para se alcancar terapias alvo-especificas gerando um

tratamento mais eficaz e menos agressivo ao paciente.
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