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RESUMO 

  

O carcinoma epidermoide de cavidade oral (CEC oral) é o tipo mais frequente de 
carcinoma epidermoide de cabeça e pescoço, 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 prognósticos expressos no tumor 
já foram identificados para esse tipo de carcinoma, porém estudos do infiltrado 
inflamatório ainda são escassos na literatura. No infiltrado inflamatório do CEC oral, 
a expressão gênica da HIF-1α já foi descrita como relacionada ao prognóstico de 
pacientes mostrando que as células do infiltrado inflamatório presentes no 
microambiente tumoral nem sempre atuam na defesa antineoplásica. A proteína 
PAI-1, inibidora do plasminogênio tipo 1, é transcrita pela HIF-1α e atua como 
inibidora da degradação da matriz extracelular com envolvimento nos processos de 
metástase. Quando expressa no tumor, a PAI-1 está relacionada a um pior 
prognóstico dos pacientes com CEC oral. Com o intuito de analisar a relação da 
expressão de PAI-1, no infiltrado inflamatório intratumoral, com as características 
clinicopatológicas dos pacientes com CEC oral foi realizado um estudo com 50 
amostras de tumores de cavidade oral. Foi feita a análise da expressão de PAI-1 por 
meio da técnica de imuno-histoquímica e sua expressão categorizada em negativa, 
positiva fraca e positiva forte, dependendo do número de células marcadas e da 
intensidade da marcação. O resultado foi correlacionado com as características 
clínicas dos pacientes e histopatológicas do tumor. Os dados gerados mostraram 
que houve expressão da proteína em todas as amostras analisadas. A expressão 
forte de PAI-1 foi observada em 26 amostras (52%) e a expressão fraca foi 
observada em 24 amostras (48%). A expressão forte de PAI-1 não foi 
significativamente relacionada com características como hábito tabagista (p=0.21), 
etilismo (p=0,48), tamanho do tumor, (p=0,41), linfonodos acometidos (p=0,16), 
invasão linfática (p=0,16), invasão sanguínea (p=0,34) e invasão perineural (p=0,11). 
Não houve significância ainda com recidiva (p=0,53) nem óbito (p=0,94). Porém, a 
expressão de PAI-1 foi correlacionada com o tamanho do infiltrado inflamatório, 
havendo correlação entre expressão fraca da PAI-1 com a presença de infiltrado 
intenso (p=0,03). As alterações no microambiente tumoral como a degradação e 
remodelação matriz extracelular estão relacionadas ao prognóstico de diversos tipos 
de tumores, porém, ainda são pouco compreendidas. Desta forma, o entendimento 
das proteínas expressas nas células do infiltrado inflamatório intratumoral pode 
esclarecer o papel que cada proteína desempenha no processo de iniciação, 
promoção e progressão dos carcinomas. Este trabalho auxilia na melhor 
compreensão do microambiente tumoral, da relação de seus expressos com o status 
de inflamação, abrindo perspectivas para a composição de um painel de proteínas 
que possa ser utilizado na prática clínica para auxílio no prognóstico dos pacientes. 
 
 
Palavras-chave: Microambiente Tumoral. Infiltrado Inflamatório. 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 
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 1 INTRODUÇÃO  

 

 

1.1 Aspectos Gerais e epidemiologia do Carcinoma Epidermoide de Cabeça e 

Pescoço 

 

O carcinoma epidermoide de cabeça e pescoço (CECP) é uma neoplasia que 

acomete 600 mil novos indivíduos por ano. De acordo com a Organização Mundial 

de Saúde (OMS), no ano de 2012 o CECP provocou 8,2 milhões de mortes e é um 

dos principais fatores de morbimortalidade representando 10% dos tumores 

malignos em nível mundial (ALVARENGA et al., 2008). Estima-se que em 2030 o 

número de óbitos suba para 13,2 milhões e, 60% destes casos ocorrerão em países 

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 cabeça e pescoço, 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 indivíduos do sexo masculino. No entanto, nos últimos anos 

houve um aumento na incidência de casos de câncer entre mulheres, o que deve 

refletir uma mudança de hábitos nestes indivíduos pelo aumento do uso de álcool 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 Espírito Santo a estimativa foi de 400 novos casos de câncer oral e 170 casos de 

câncer de laringe.  

Dados da literatura mostram que existe uma relação positiva entre o uso de tabaco e 

álcool e o aparecimento de tumores na cavidade oral (ALVARENGA et al., 2008). O 

tabaco apresenta mais de 7.000 substâncias químicas, muitas das quais são 

mutagênicas e carcinogênicas e, indivíduos tabagistas apresentam um risco 

aumentado em 5 a 25 vezes de desenvolvimento de tumores de cavidade oral 

mantendo relação direta com a quantidade consumida. O tabaco é responsável por 



14 
 

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 álcool por sua vez, é responsável por 16% dos óbitos por tumores de cavidade 

oral e funciona como um potencializador dos efeitos danosos do tabaco, além de 

ocasionar deficiências nutricionais e supressão imunológica (SINGH et al., 2011; 

JEMA et al., 2012). Este risco é potencializado em até 30 vezes quando o uso de 

tabaco e álcool são associados. Em pacientes com tumores já diagnosticados, a 

persistência do tabagismo e do etilismo diminui o índice de cura do paciente e 

aumenta a ocorrência de um segundo tumor (GILLISON, 2007; INCA, 2011).   

A etiologia do câncer de cavidade oral é multifatorial e, além do tabagismo e etilismo 

outros fatores são relacionados ao surgimento desta neoplasia. Problemas sociais e 

econômicos como baixa renda e escolaridade, deficiências nutricionais, má higiene 

bucal, fatores ocupacionais, além de infecções virais, são os principais fatores 

associados ao surgimento de tumores de cavidade oral. Além disso, a predisposição 

e suscetibilidade genéticas são fatores intrínsecos individuais de risco (ALVARENGA 

et  al., 2008;  FERREIRA E ROCHA, 2010; VILAR E MARTINS, 2012).  

Os tumores de cavidade oral são classificados clinicamente de acordo o sistema de 

estadiamento clínico de tumores (TNM) que visa estabelecer os prognósticos, ajudar 

na avaliação dos resultados de tratamento e auxiliar na escolha terapêutica mais 

adequada (LOURENÇO et al., 2007; SOBIN et al., 2009). Este sistema avalia três 

categorias distintas da caracterização tumoral: T – caracterização dos tumores de 

acordo a extensão anatômica no sítio primário levando em consideração tamanho, 

localização ou ambos; N – ausência ou presença e o grau de comprometimento de 

metástases em linfonodos regionais; M - ausência ou presença de metástase à 

distância (UICC, 2009). 

O sistema TNM tem ainda uma classificação clínica para o pré-tratamento (cTNM) 

na qual são realizados exame  físico,  diagnóstico  por imagem, endoscopia e 

biópsia e, em caso de submissão  cirúrgica,  determina-se o estágio  patológico 

(pTNM) por meio de uma avaliação histopatológica do tumor e  dos linfonodos 

regionais coletados no procedimento cirúrgico (PATEL E SHAH, 2005; UICC, 2009). 

O estadiamento clínico do tumor, portanto é realizado pela correlação de dados 

destes três parâmetros e dependendo das características observadas em cada um 
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deles é possível gerar uma classificação do tumor em quatro estádios diferentes (I, 

II, III e IV). Para carcinomas de cabeça e pescoço o diagnóstico de 60 a 70% dos 

casos ocorre em estágios avançados da doença (estádio III e IV) que apresentam 

uma taxa de sobrevida média de 10 a 40% em 5 anos. Os casos diagnosticados nos 

estágios iniciais (estádios I e II) correspondem a 30-40% e, a taxa de sobrevida 

destes pacientes aumenta para 60 a 90% após o tratamento. Desta forma, o exame 

histopatológico é essencial para selecionar e avaliar a terapia adjuvante pós-

operatória e para estimar o prognóstico do paciente (LOURENÇO et al., 2006bbb; 

SANO E MYERS, 2007; JEMAL et al., 2012).  

A análise histopatológica é realizada através da observação da invasividade do 

tumor, identificação do infiltrado inflamatório e células inflamatórias nos tecidos, 

presença de invasão perineural, linfática e sanguínea, presença de êmbolos 

tumorais, tipo de crescimento tumoral, presença de necrose, além da observação da 

interface entre as células tumorais e o tecido adjacente (LOURENÇO et al., 2007; 

SANO E MYERS, 2007).  

O tratamento de tumores é multimodal, podendo ser aplicada a cirurgia, radioterapia 

e quimioterapia. Diversas pesquisas têm sido realizadas a fim de aperfeiçoar os 

resultados destes tratamentos, porém, a escolha do melhor método não depende 

somente das características observadas pela análise histopatológica. Faz-se 

necessário também uma análise molecular ou histoquímica para uma melhor 

avaliação dos mecanismos envolvidos no processo de progressão, invasão e 

metástase tumoral. Este conhecimento permite entender melhor como o tumor se 

comporta frente ao tratamento administrado permitindo uma melhor resposta e um 

prognóstico mais preciso ao paciente (DELANEY et al., 2005; CHAWAPUN, 2006). 

Desta forma, muitos grupos de pesquisa têm se dedicado a estudos que visem a 

validação de marcadores moleculares como a análise da expressão de proteínas 

específicas que são de grande importância para o prognóstico 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 interações do sistema imune e o tumor na participação da 

progressão tumoral, na angiogênese, metástase e proliferação celular (ONUCHIC E 

CHAMMAS, 2010). Estes estudos permitem uma melhor compreensão do 

desenvolvimento tumoral, da atuação de genes que são candidatos a marcadores 
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moleculares tumorais e melhores condições para resposta ao tratamento (MENDES 

et al., 2014; PETERLE et al., 2015). 

 

 

1.2 Microambiente Tumoral 

 

O microambiente tumoral é definido como o conjunto de todas as condições 

fisiológicas e metabólicas do tumor. Em sua grande maioria, apresenta 

características como baixa concentração de glicose, altas concentrações de lactato, 

pH baixo e baixas concentrações de oxigênio, o que leva a hipóxia tumoral 

(SEMENZA, 2012). A hipóxia é uma condição na qual o fornecimento de oxigênio 

atinge valores inferiores a 7%, sendo responsável pela ativação de mecanismos 

necessários para suprir as necessidades de aporte de oxigênio e nutrientes. Esta 

condição é causada pela estrutura anormal da organização tecidual e pela baixa 

capacidade de transporte de oxigênio dentro do tumor (TADDEI et al., 2013). 

O microambiente tumoral pode ser constituído por diversos tipos celulares como 

fibroblastos, células epiteliais, células do sistema imune inato e adaptativo, células 

formadoras do sistema linfático e sanguíneo e também por um microambiente 

composto principalmente pela matriz extracelular, elementos neurais sustentados 

por uma rede vascular, fatores solúveis 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 imunológico 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 

manutenção da homeostase impedindo a absorção de agentes exógenos, 

infecciosos e partículas virais, além de modular processos fisiológicos em 

descontrole (VISSER et al., 2006). 

A relação entre sistema imune e câncer foi primeiro relatada por Rudolph Virchow na 

década de 1860 quando observou a presença de células inflamatórias no tecido 

neoplásico (MACARTHUR et al., 2004). Desde então, diversos estudos têm 
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demonstrado a relação do infiltrado inflamatório com a progressão tumoral, porém, 

com resultados controversos em alguns tipos de tumor. Paul Ehrlich, em 1909, foi 

um dos primeiros a propor o que o sistema imune teria um papel importante no 

desenvolvimento tumoral. Diversos autores também relatam que a ativação de 

efetores imunes, como linfócitos, macrófagos e granulócitos atuam na resposta 

imunológica 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 inflamatório 

e a presença de inflamação podem favorecer o crescimento e a disseminação 

tumoral pela promoção da angiogênese e destruição do tecido, bem como pela 

produção 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 vigilância imunológica, na qual  

tumores  em desenvolvimento  podem  ser  reconhecidos e eliminados por meio dos 

diversos  antígenos tumorais, como proteínas modificadas,  produtos de oncogenes 

ou de  genes supressores  de  tumor,  ou  em  grande  parte,  proteínas que são  

expressas em excesso ou de forma aberrante, podendo assim evitar o surgimento 

de  tumores  clinicamente  aparentes,  mesmo  na ausência  de  intervenção  

terapêutica (ABBAS, LICHTMAN E PILLAI, 2007; ONUCHIC E CHAMMAS, 2010; 

CHOW et al., 2012). 

Atualmente, estudos têm demonstrado que cerca de 25% dos tumores estão 

associados com inflamação sustentada por infecções ou condições inflamatórias de 

origem diversa (BALKWILL E MANTIVANI, 2012). E, mesmo que os tumores não 

estejam diretamente relacionados com a inflamação, são caracterizados pela 

presença de células e mediadores da inflamação (BRENNECKE et al., 2015).  

A matriz extracelular, um dos componentes do microambiente tumoral, é constituída 

por proteínas fibrosas como o colágeno e elastina, glicoproteínas alongadas como a 

fibronectina e laminina, glicosaminoglicanas, proteoglicanas além de mediadores de 

inflamação como quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento. A degradação 

desta matriz, mediada por enzimas proteolíticas conhecidas como 

metaloproteinases, está diretamente relacionada com angiogênese, invasão e 
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metástase tumoral (PEREIRA et al., 2005; FANJUL-FERNÁNDEZ et al., 2013). 

Porém, estudos nesta área ainda são restritos a análise da relação do infiltrado 

inflamatório, seus componentes tumorais e os inibidores de metaloproteinases, 

como a PAI-1 (inibidor do plasminogênio ativador 1) podem levar à descoberta de 

novos marcadores prognósticos (MACARTHUR et al., 2004; MANTOVANI et al., 

2008; MOHAMMED et al., 2012; TOUGERON et al., 2013).  

 

 

1.3 Metástase e PAI-1 

 

A metástase é um processo complexo que envolve múltiplas etapas ainda pouco 

esclarecidas. O conhecimento acerca dos mecanismos envolvidos no processo 

metastático é fundamental para o delineamento do tratamento do paciente, bem 

como no controle do câncer, isto porque a presença de metástase está relacionada 

a um pior prognóstico (ALBERTS et al., 2010; GAO et al., 2010; JING et al., 2012).  

O processo metastático envolve mudanças citofisiológicas incluindo alterações na 

adesão celular que leva a um desprendimento de células neoplásicas do tumor 

primário, a proteólise dos tecidos incluindo a membrana basal, matriz extracelular e 

vasos adjacentes, o que leva a migração e invasão para outros tecidos e o 

estabelecimento de uma nova colônia em novos sítios 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 degradação da matriz extracelular, realizado pelas proteinases 

como as metaloproteinases de matriz (MMPs), proteases de cisteína e proteases de 

serina do sistema ativador do plasminogênio desempenham um papel crítico na 

invasão tumoral e metástase podendo ser um bom marcador de prevenção e 

inibição da metástase (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 fibrinólise é um dos principais mecanismos do processo metastático que consiste 

na conversão do plasminogênio inativo em sua forma proteolítica ativa (plasmina). 
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Esta conversão é realizada por duas proteases de serina que são o ativador tissular 

do plasminogênio (tPA) e o ativador uroquinase (uPA). Estas duas proteases 

apresentam estrutura semelhante, mas, apresentam funções biológicas distintas 

onde o tPA está relacionado com os mecanismos de fibrinólise e trombólise atuando 

na formação da plasmina, e uPA está diretamente associado à degradação da 

matriz extracelular ou indiretamente ativando proteases. Desta forma, a conversão 

do plasminogênio mediada pelo uPA está diretamente relacionada à proliferação, 

migração, invasão e formação de metástases 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 é regulado por dois inibidores endógenos, os inibidores do 

plasminogênio ativador 1 e 2 (PAI-1, PAI-2). Estas proteínas pertencem à 

superfamília das Serpinas que, para se tornarem ativas sofrem uma clivagem da 

ligação peptídica central reativa (P1-P1) que leva a um rearranjo conformacional 

(BINDER E MIHALY, 2008; HOTTZ et al., 2010). PAI-1 está localizado no 

cromossomo 7q21.3-q22 e codifica um polipeptídeo de 48 kDa. Ele é sintetizado por 

uma variedade de células, incluindo células vasculares endoteliais, adipócitos, 

macrófagos, cardiomiócitos e fibroblastos e, apresenta uma meia-vida ativado e 

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

O mecanismo de ação deste sistema fibrinolítico ocorre, na superfície da membrana 

plasmática, pela ligação de uPA ao seu receptor uPAR (receptor de uroquinase). 

Neste momento, o zimogênio é convertido em plasmina ativa que pode degradar a 

matriz extracelular ou ainda ativar outras proteínas como as metaloproteinases, 

fatores de crescimento e fatores angiogênicos favorecendo o desenvolvimento e 

progressão tumoral. A plasmina recém produzida modifica o receptor uPAR através 

da clivagem de uma ligação peptídica entre lisina e interleucina que resulta em um 

feedback positivo potencializando a sua ativação (Figura 1) (GAO et al., 2010; KIM 

et al., 2013). 
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Figura 1. Mecanismo de ação do ativador uroquinase (uPA). O complexo formado por uPA/uPAR 
encontrado na membrana celular, converte o plasminogênio em plasmina, que  pode atuar 
degradando a matriz extracelular ou ativando outras proteínas. Modificado de DASS et al., 2008. 

 

Este sistema é regulado pela ligação de PAI-1 ao complexo uPA/uPAR inativando-o. 

Esta inativação permite a ligação da proteína LRP-1 (Proteína-1 relacionada ao 

Receptor de Lipoproteína de Baixa Densidade) que promove a internalização destas 

proteínas que são levadas à degradação lisossomal (Figura 2). No entanto, uPAR e 

PAI-1 não são degradadas e sim recicladas e reencaminhadas à membrana 

plasmática (BINDER E  MIHALY, 2008; DASS et al., 2008; GAO et al., 2010; KIM et 

al., 2013). 
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Figura 2. Mecanismo de regulação do sistema fibrinolítico por PAI-1. PAI-1 se liga ao complexo 
formado por uPA/uPAR.  Este complexo é então inativado ligando-se a proteína LRP-1 e em seguida 
todas as proteínas são internalizadas sendo que PAI-1 e uPA  são  levadas  a degradação 
proteossomal e uPAR e LPR-1 retornam para a membrana. Modificado de DASS et al., 2008. 

 

O estudo da superexpressão de PAI-1 em tumores sólidos já é bem elucidada sendo 

relacionada a um pior prognóstico para o paciente, porém, sua expressão em 

infiltrado inflamatório ainda é pouco esclarecido (BAKER et al., 2007; IACOVIELLO 

et al.,  2013).  

Desta forma, novos estudos são necessários para melhor entender como a 

expressão alterada de PAI-1 pode afetar mecanismos de tumorigênese e ainda 

tentar elucidar os mecanismos que ocasionam estas alterações de expressão bem 

como auxiliar em uma melhor avaliação da evolução clínica do paciente ou mesmo 

na conduta terapêutica a ser tomada.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Analisar pela técnica de imuno-histoquímica, a expressão da proteína PAI-1 no 

infiltrado inflamatório intratumoral de pacientes com carcinoma epidermoide de 

cavidade oral e sua relação com características clinicopatológicas e prognósticas. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Analisar as características clinicopatológicas dos pacientes diagnosticados com 

CEC oral e correlacionar com a expressão da proteína PAI-1 no infiltrado 

inflamatório intratumoral; 

 Relacionar a expressão de PAI-1 com características prognósticas no infiltrado 

inflamatório intratumoral de pacientes com carcinoma epidermoide de cavidade 

oral; 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Aspectos Éticos  

 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital 

Heliópolis, São Paulo, sob o registro 818, referente ao projeto “Análise da expressão 

gênica em indivíduos com carcinoma epidermoide de cabeça e pescoço e células 

em cultura: relação com o tabagismo” (Apêndice A).  

 

3.2 Casuística 

 

A população em estudo foi composta de 50 pacientes com carcinoma epidermoide 

de cavidade oral oriundos do banco de amostras do Head and Neck Genome Project 

(GENCAPO), um grupo multi-institucional e multidisciplinar, que desde 2001 coleta 

rotineiramente dados clínicos e epidemiológicos, além de amostras tumorais e de 

sangue de pacientes diagnosticados com CECP, provenientes das seguintes 

instituições: Instituto Arnaldo Vieira de Carvalho de São Paulo, Hospital Heliópolis de 

São Paulo, Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São 

Paulo, entre outros. 

Todos os pacientes selecionados foram operados e tiveram um acompanhamento 

clínico de pelo menos 48 meses após a cirurgia. Foram excluídos deste grupo, 

pacientes submetidos à quimioterapia, os que apresentaram metástases à distância 

ao diagnóstico, pacientes com linfonodos cervicais não removidos, aqueles com 

margens cirúrgicas positivas e carcinomas de lábio. 

As características clinicas e histopatológicas foram obtidas através de exames 

anatomopatológicos sendo que, todos os tumores foram classificados de acordo 

com os critérios de Estadiamento de Tumores Malignos (TNM) por meio de uma 

análise realizada por patologistas do GENCAPO (UICC, 2009) e revisados por nosso 

grupo de pesquisa. 
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Além disto, ocorreu a caracterização dos pacientes de acordo com gênero, faixa 

etária e características do tratamento. Desta forma, observou-se que do total de 50 

indivíduos incluídos neste estudo, 14 (28%) foram do sexo masculino e 36 indivíduos 

(72%) do sexo feminino. Em relação uso de álcool, observa-se que 17 indivíduos 

(34%) são etilistas e 33 (66%) não fazem uso desta substância. Além disso, o hábito 

tabagista também foi observado onde, 19 indivíduos (38%) são tabagistas e 31 

(62%) não fumam a pelo menos um ano completo ou nunca fumou. Em relação à 

idade, 15 (30%) apresentam sessenta anos ou menos e 35 (70%) têm mais de 

sessenta anos. A média da faixa etária é de 64,23 anos, com um desvio padrão de ± 

13,93 (Tabela 1). 

 

           Tabela 1. Características epidemiológicas dos pacientes diagnosticados com CEC oral. 

Características epidemiológicas 
   Casos 

 No. (%) 

Gênero 
  

Feminino 36 72 

Masculino 14 28 

Faixa etária, anos 
  

média 64,23 / desvio padrão ± 13,93 
  

≤ 60 anos 17 30 

> 60 anos 35 70 

Hábito tabagista 
  

Não 31 62 

Sim 21 34 

Hábito etilista 
  

Não 33 66 

Sim 19 34 

Total 50 100,0 

 

 

As características clínicas dos pacientes diagnosticados com CEC oral e que 

compõem esta casuística estão descritas na Tabela 2. Em relação ao sítio tumoral 

de acometimento, observou-se que 13 (26%) dos casos possuíam o assoalho da 

boca como sítio, 10 (20%) apresentavam a gengiva, 21 (42%) dos casos eram na 

área retromolar, 1 (2%) caso era no palato mole, 2 (4%) casos na orofaringe e 1 

(2%) em partes não especificadas da boca. Há quatro classificações para o 

estadiamento dos tumores e neste trabalho, 16 (30,8%) pacientes se enquadram no 
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estádio I, 13 (25%) no estádio II, 6 (11,5%) no estádio III e 17 (32,7%) no estádio IV. 

A classificação histopatológica pós-cirúrgica, 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. Características clínicas dos pacientes diagnosticados com CEC oral. 

Características clínicas 
    Casos 

No. (%) 

Sítio 
  

Assoalho da Boca 13 26,0 

Gengiva 10 20,0 

Língua 21 42,0 

Área Retromolar 2 4,0 

Palato Mole 1 2,0 

Orofaringe 2 4,0 

Outras Partes Não especificadas da boca 1 2,0 

Estadiamento
¥
 

  
Estádio I 13 26,0 

Estádio II 17 34,0 

Estádio III 4 8,0 

Estádio 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 

Metástase à distância (pM) 

 
 

Negativo 50 100,0 

Total 50 100,0 
                           ¥: 

TNM 7
ª
 edição.  

 

Em relação às características histopatológicas, 25 (50,0%) pacientes apresentaram 

tumores bem diferenciados e 25 (50%) moderadamente. Para à invasão linfática, 11 

(22%) foram positivos para a invasão e 32 (64%) não. Já para a invasão perineural, 

20 (40%) casos mostraram positividade e 27 (54%) não (Tabela 3). 



26 
 

Por fim, em relação ao tratamento, 22 (44%) foram submetidos à cirurgia e 

radioterapia e 28 (56%) foram submetidos apenas à cirurgia. Para a recidiva geral, 

32 (64%) não apresentaram e 17 (34%) foram positivos para esta variável. Ainda em 

relação à recidiva, 7 (14%) apresentaram recidiva local e 43 (86%) não. Dos 

pacientes selecionados nesta casuística, 31 (62%) vieram a óbito e 19 (38%) não 

(Tabela 4).   

 

            Tabela 3. Características histopatológicas dos pacientes diagnosticados com CEC oral. 

Características histopatológicas 
     Casos 

No. (%) 

Grau de diferenciação 
  

Bem 25 50,0 

Moderadamente 25 50,0 

Pouco 0 0,0 

Invasão linfática 
  

Ausente 32 64,0 

Presente 11 22,0 

Não avaliado 7 14,0 

Invasão perineural 
  

Ausente 27 54,0 

Presente 20 40,0 

Não avaliado 3 6,0 

Total 50 100,0 

 

 

Todos indivíduos que aceitaram participar deste estudo assinaram o termo de 

consentimento do Comitê de Ética consentindo na participação da pesquisa e 

responderam a um questionário composto por perguntas demográficas, bem como 

questões relativas ao histórico médico, tabagismo  e consumo de álcool. 
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Tabela 4. Características de tratamento e prognóstico dos pacientes diagnosticados com CEC Oral. 

Características do tratamento e prognóstico 
   Casos 

No. (%) 

Cirurgia 
  

Sim 50 100,0 

Radioterapia 
  

Não 28 56,0 

Sim 22 44,0 

Quimioterapia 
  

Não 50 100,0 

Recorrência da Doença 
  

Não 32 64,0 

Sim 17 34,0 

Não avaliado 1 2,0 

Recidiva local 
  

Não 43 86,0 

Sim 7 14,0 

Óbito 
  

Não 19 38,0 

Sim 31 62,0 

Total 52 100,0 

 

 

3.3 Imuno-histoquímica 

 

Toda a reação de imuno-histoquímica foi realizada seguindo o protocolo padrão, 

descrita em 3.3.2, segundo orientação do fabricante, com adaptações.  

 

 

3.3.1 Confecção das Lâminas 

 

Para a confecção das lâminas contendo amostras de CEC oral, os blocos foram 

seccionados realizando cortes de 3 µm de espessura que foram fixados em lâminas 

previamente silanizadas em etapas de imersão em organosilano 20% e etanol. Em 

seguida, as lâminas contendo os cortes secaram em estufa a 60ºC por no mínimo 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 

indicações presentes na bula do anticorpo utilizado na reação de imuno-

histoquímica. Todas estas etapas foram realizadas em parceria com o Departamento 

de Patologia da Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto e com o 

Laboratório de Patologia Cirúrgica da Faculdade de Odontologia/USP. 

 

 

3.3.2 Reação de Imuno-histoquímica 

 

Para análise das células imunorreativas à proteína PAI-1, os cortes histológicos 

selecionados passaram inicialmente pela Solução de Recuperação Antigênica 3x1 

PMB1-250 [Tampão Citrato, pH 6,0 (Spring Bioscience®, Califórnia, EUA)] 

previamente aquecida, que faz a desparafinização e a recuperação antigênica 

simultaneamente, em banho-maria, a 98°C, por 47 minutos. As lâminas foram então 

retiradas do banho-maria e deixadas para resfriarem por 10 minutos em temperatura 

ambiente.   

A etapa seguinte consiste na a lavagem em tampão tris-(hidroximetil)-aminometano  

(TRIS), pH 7,6, por 5 minutos sendo que posteriormente as lâminas foram incubadas 

em Solução de Peróxido de Hidrogênio, reagente do Kit SPD-125 (Spring 

Bioscience®,  Califórnia,  EUA),  para  o  bloqueio  da  peroxidase  endógena,  por  

15 minutos. Em seguida, as lâminas foram lavadas com 3 banhos em tampão de 

lavagem e o excesso ao redor dos cortes foi secado com papel filtro e os mesmos  

foram circulados com caneta hidrofóbica Super PAP Pen (Kiyota®, Japão, JP).  

Depois disso, foi aplicado o Bloqueio de Proteínas Ultra V, reagente do Kit SPD-125 

(Spring Bioscience®, Califórnia, EUA) e as lâminas foram incubadas por 10 minutos, 

em câmara úmida, temperatura ambiente. O excesso do reagente foi escorrido e em 

seguida o anticorpo primário diluído foi aplicado em quantidade suficiente para cobrir 

os cortes. As lâminas foram incubadas no escuro, em câmara úmida, temperatura 

ambiente, por 90 minutos.  

Os anticorpos primários foram padronizados em cortes histológicos de carcinoma 

Hepatocelular por ser um tecido no qual a expressão de PAI-1 já é sabidamente 
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positiva e a melhor diluição 1/100. Todas as diluições foram realizadas de acordo 

com as orientações do fabricante, utilizando o Diluente de Anticorpo ADS-125 

(Spring Bioscience®, Califórnia, EUA). O anticorpo utilizado foi o Anti-PAI1 antibody– 

mouse monoclonal [1D5] (ab125687)/Abcam®, Cambridge, EUA. 

Decorridos os 90 minutos, as lâminas foram submetidas à uma bateria de 3 

lavagens em TRIS pH 7,6 por 5 minutos cada sendo que, após este procedimento 

ocorreu a secagem ao redor dos cortes. O passo seguinte foi a aplicação do 

Complemento, reagente do Kit SPD-125 (Spring Bioscience®, Califórnia, EUA), em 

quantidade suficiente para cobrir os cortes e, as lâminas foram incubadas, em 

câmara úmida, por 10 minutos à 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®, Califórnia, EUA). As lâminas foram novamente 

incubadas em câmara úmida por 15 minutos à temperatura ambiente. 

O passo seguinte foi a lavagem das lâminas em TRIS pH 7,6 por quatro vezes, 

permanecendo no  tampão  5  minutos  em  cada  lavagem.  O material foi secado 

ao redor dos cortes e foi aplicado o Substrato Cromógeno DAB Plus diluído 1/50 em 

Tampão Diluente de DAB, reagentes do Kit SPD-125 (Spring Bioscience®, 

Califórnia, EUA). As lâminas foram então incubadas em câmara úmida, temperatura 

ambiente, por 10 minutos. Procedeu-se em seguida a lavagem das lâminas em água 

destilada por 5 minutos e a operação foi repetida por 3 vezes. Como contra-corante 

foi utilizada Hematoxilina de Harris e as lâminas permaneceram nesta solução por 5 

minutos. 

Após este procedimento, as lâminas foram lavadas em água corrente por também, 5 

minutos. E, por fim, sucedeu-se hidratação e clareamento pré-montagem das 

lâminas nas seguintes etapas: 

1) Álcool 70% - só passagem; 2) Álcool 75% - só passagem; 3) Álcool 80% - só 

passagem; 4) Álcool 85% - 3 minutos; 5) Álcool 90% - 3 minutos; 6) Álcool 95% - 3 

minutos; 7) Álcool 100% I - 3 minutos; 8) Álcool 100% II - 3 minutos; 9) Álcool 100% 

III - 3 minutos; 10) Álcool + Xilol - só passagem; 11) Xilol 1- 3 minutos; 12) Xilol 2 – 

até a montagem das lâminas. 

As lâminas foram montadas em meio não aquoso: DPX [p-xylene-bis(N-pyridinium 

bromide)] (Sigma-Aldrich®, Saint-Louis, EUA).   
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3.3.3 Análise semi-quantitativa 

 

A análise das lâminas ocorreu por meio de microscopia óptica (Zeiss®, Alemanha), 

sob os aumentos de 100, 200 e 400 vezes e, a expressão da proteína foi avaliada de 

forma semiquantitativa utilizando dois padrões de análise, a intensidade de 

coloração e o percentual de células marcadas. Assim, scores foram atribuídos a 

cada tipo de classificação. 

Para a análise de intensidade de coloração foram atribuídos os seguintes valores, 0 

(marcação nula), 1 (marcação fraca dentre as células inflamatórias), 2 (marcação 

moderada dentre as células inflamatórias) e 3 (marcação forte dentre as células 

inflamatórias). Para percentual de células marcadas foram fixados os scores de  0  

(campos onde não 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 multiplicação dos scores para cada campo, seguindo a 

metodologia de análise de Soini et al. (2000), modificada por Campos et al. (2009). 

O resultado da multiplicação foi utilizado para categorizar as expressões 

citoplasmáticas da proteína estudada em: 

 Marcação negativa = 0; 

 Marcação positiva fraca = 1-3; 

 Marcação positiva forte = >3. 

Desta forma, foi considerada marcação fraca, quando as multiplicações entre o 

número de células marcadas vezes a intensidade da marcação foi menor ou igual a 

3. Foi considerada marcação forte, quando a multiplicação resultou em número 

maior que 3. 

Estes resultados de expressão fraca e forte foram comparados com cada uma das 

características clinicopatológicas, tamanho do tumor (pT), acometimento de 

linfonodos (pN), grau de diferenciação tumoral, presença ou ausência de invasão 

linfática e peritumoral e tamanho do infiltrado inflamatório. Além disso, estas 

expressões fraca e forte de PAI-1 foram comparadas com características 

relacionadas ao tratamento e prognóstico como submissão à cirurgia e radioterapia, 

presença de recidivas e óbito. 
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As fotos das marcações de PAI-1 foram tiradas através do Microscópio Olympus 

AX70 (Olympus®, Japão, JP). 

 

 

3.3.4 Análise Estatística 

 

A análise de associação dos dados obtidos foi realizada utilizando-se os testes não-

paramétricos do Qui-quadrado, Exato de Fisher e Teste G. Para todos os testes o 

nível de significância foi de 5% e os cálculos obtidos no programa BioEstat 5.0®. 
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4. RESULTADOS 

 

A expressão de PAI-1 foi observada no infiltrado inflamatório linfocitário intratumoral 

em 50 casos analisados. A expressão 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 inflamatória 
mononucleada em infiltrado inflamatório intratumoral com expressão fraca da proteína PAI-1 (seta). B 
– Célula inflamatória mononucleada em infiltrado inflamatório intratumoral com expressão forte da 
proteína PAI-1 (cabeça de seta). Em asterisco (*) células tumorais. Técnica de imuno-histoquímica. 
Coloração DAB. Objetiva de 40X. Barra = 29µM 
 

A expressão de PAI-1 nas células inflamatórias intratumorais não mostrou 

dependência do hábito tabagista (p=0.21) e etilista (p=0,48), bem como não mostrou 
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relação com o tamanho do tumor (p=0,41), linfonodos acometidos (0,16), invasão 

linfática (p=0,16), invasão sanguínea (p=0,34) e invasão perineural (p=0,11) (Tabela 

5). 

Os resultados da análise da expressão de PAI-1 em células mononucleadas do 

infiltrado inflamatório intratumoral, quando comparadas com recidiva (p=0,53) e óbito 

(p=0,94) também não mostraram resultados significativos, porém, quando a 

expressão foi comparada com o tamanho do infiltrado inflamatório observou-se 

significância estatística (p=0,03) (Tabela 5).  

Tabela 5. Características clinicopatológicas e sua relação com a expressão de PAI-1 nas células 

mononucleadas do infiltrado inflamatório intratumoral de carcinoma epidermoide de cavidade oral. 

        

Variáveis Expressão de PAI-1 

 Frequência Fraco Forte p 

 No. (%) No. (%) No. (%)  

Hábito Tabagista        
Não 31 (62) 7 (14) 12 (24) 0,21 
Sim 21 (34) 17 (34) 14 (28)  

Hábito Etilista        
Não 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)  

Invasão Linfática        
Presente 11 (22) 8 (16) 3 (6) 0,16 
Ausente 32 (64) 14 (28) 18 (36)  

Não avaliado 7 (14) - - - -  
Invasão Sanguínea        

Presente 4 (8) 1 (2) 3 (6) 0,34 
Ausente 41 (82) 22 (44) 19 (38)  

Não avaliado 5 (10) - - - -  
Invasão Perineural        

Presente 20 (40) 12 (24) 8 (16) 0,11 
Ausente 27 (54) 10 (20) 17 (34)  

Não avaliado 3 (6) - - - -  
Infiltrado Inflamatório        

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 Sobrevivência        

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 
Não 32 (64) 14 (28) 18 (36)  

Não avaliado 1 (2) - - - -  
a
 TNM 7

ª
 edição. 
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5. DISCUSSÃO 

 

O trabalho de Ioachim e colaboradores (1979) demonstrou, pela primeira vez, a 

correlação do infiltrado inflamatório e desenvolvimento tumoral. Mais recentemente, 

uma associação positiva de algumas proteínas expressas em células linfoides do 

infiltrado inflamatório e prognóstico foi demonstrada para câncer 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 relação negativa entre algumas 

proteínas expressas nestas células do infiltrado inflamatório e um pior prognóstico 

para câncer de mama (QIAN et al., 2010; CHEN et al.; 2013).  

Os trabalhos têm relacionado expressão de proteínas com fatores prognósticos em 

tumores, com vários relatos na literatura, porém poucos trabalhos fazem a 

correlação com o infiltrado inflamatório. Porém recentemente, Peterle e 

colaboradores (2015) observaram que a expressão forte do ligante FasL em células 

linfoides do infiltrado inflamatório de tumores de cavidade oral está relacionado com 

melhor  sobrevida livre de doença e doença local, o que sugere que esta proteína 

tenha um fator de proteção podendo ser considerado um potencial marcador 

prognóstico para estes tipos de tumores.  

A análise do infiltrado inflamatório também foi objeto de estudo de Mendes e 

colaboradores (2014), que avaliaram a presença e expressão da HIF-1α (Fator 

Induzível por Hipóxia 1 alpha) em células linfoides do infiltrado inflamatório 

peritumoral e intratumoral de tumores de cavidade oral. Os resultados mostraram 

que a expressão elevada da HIF-1α em células do infiltrado inflamatório peritumoral 

foi significantemente relacionada com o pior prognóstico, enquanto que a expressão 

elevada na região intratumoral foi correlacionada com um melhor prognóstico. Desta 

forma, os autores correlacionaram a localização da proteína expressa com seu papel 

no desenvolvimento tumoral. Assim, com a associação destes dois fatores foi 

possível estabelecer um perfil de risco para a chance de recidiva e óbito e observou-

se que a expressão forte de HIF-1α nos linfócitos peritumorais são relacionados com 

um pior prognóstico, independente da expressão nas células intratumorais.  Quando 

se considera a expressão fraca de HIF-1α nos linfócitos peritumorais e forte nos 
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linfócitos intratumorais observou-se um perfil de baixo risco. O risco intermediário, 

por sua vez, foi associado com baixa expressão de HIF-1α tanto em infiltrado 

inflamatório intratumoral como peritumoral. Assim, avaliar a expressão da HIF-1α em 

células linfoides do infiltrado inflamatório intratumoral e peritumoral pode ser um 

importante marcador prognóstico tumoral. 

A PAI-1 é um dos mais de 100 genes transcritos pela HIF-1α (SALNIKOW E 

ZHITKOVICH, 2008), o que justifica a necessidade de maiores estudos de sua 

função no desenvolvimento tumoral, tanto no tumor, como no infiltrado e a sua 

correlação com a presença de determinadas citocinas produzidas pelo 

microambiente tumoral (BRYNE, 1998; COSTA et al., 2005). Craen e colaboradores 

(2012) sugerem que a expressão de PAI-1 é regulada por citocinas inflamatórias. 

Estes dados foram confirmados por Makrilakis e colaboradores (2014), que 

observaram a atuação de IL-6 na produção de PAI-1 em tecido adiposo humano.  

No presente estudo, a expressão de PAI-1 foi significativamente relacionada com a 

intensidade do infiltrado inflamatório (p=0,03), sendo a expressão forte de PAI-1 

relacionada com o infiltrado inflamatório intenso. Já foi observado por Eddy e 

Giachelli (1995) que as alterações na matriz extracelular (degradação e 

remodelação) contribuem com a formação do infiltrado inflamatório e que tais 

alterações são causadas, principalmente, pela maior expressão de PAI-1, observada 

nas células tumorais. Desta forma, pode-se sugerir que células inflamatórias 

presentes tanto em sítios tumorais, como no microambiente tumoral nem sempre 

atuam na defesa antineoplasica e podem estar fortemente relacionadas com a 

iniciação, promoção e progressão dos carcinomas (BRYNE, 1998; COSTA et al., 

2005). 

Em relação às características clínicas, foi observado que 60% dos casos analisados 

são de tumores pequenos e, destes 56,6% estão relacionados a expressão 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 expressão forte 

de PAI-1. Estes dados sugerem que a forte expressão de PAI-1 em infiltrado 

inflamatório intratumoral pode estar relacionada à tumores mais agressivos, 

possibilidade esta não confirmada pela análise estatística não 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 níveis de uPA/PAI-1 nos tumores primários exibem melhoras 

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

Baker e colaboradores (2007) também observaram que as expressões teciduais de 

UPA, uPAR e PAI-1 são significativamente maiores em amostras de CEC oral do 

que em tecido normal, afirmando que o aumento da expressão de PAI-1 tem 

correlação com o avanço do CEC oral, com piores prognósticos. 

A proteólise e mais especificamente, o sistema fibrinolítico uPA/uPAR/PAI-1, 

desempenha um papel fundamental na tumorigênese, na formação de metástases, 

na progressão e invasão tumoral.  Desta forma, é reconhecido, que certos inibidores 

de proteases endógenas, tais como o PAI-1, promovem a metástase tumoral ao 

invés de inibi-la e que este fenômeno não é um evento de causa única, estando 

envolvido em diversos processos da gênese tumoral, como angiogênese e 

metástase (BAKER et al., 2007). 

Binder e Mihaly (2008) atribuem a participação de PAI-1 na progressão tumoral a um 

mecanismo que envolve a ligação do complexo uPA/PAI-1 ao LRP-1 (Proteína-1 

relacionada ao Receptor de Lipoproteína de Baixa  Densidade). Sugere-se que após 

a formação do complexo uPA/PAI-1, o sítio de ligação de PAI-1 ao LRP-1 é exposto 

o que permite a ligação destas proteínas possibilitando a modulação da sinalização 

iniciada por uPA, com ativação das cascatas de sinalização, principalmente das vias 

MAP quinases (Proteínas quinases ativadas por mitógenos) e JAK/STAT [(Proteína 

Janus Kinase) / (Transdutores de sinais e ativadores de transcrição)], que induzem 

mudanças na migração e na adesão celular. 

A ligação de PAI-1 ao LRP-1 também detém o mecanismo de internalização celular 

do complexo uPA/uPAR/PAI-1, o que impede a degradação lisossomal  das  

proteínas. Assim, PAI-1 é secretado pelas células tumorais e estimula a 

angiogênese de forma parácrina, o que garante um aporte de oxigênio e nutrientes 

suficientes para o crescimento tumoral e de uma maneira autócrina modula a 

sinalização celular, o que aponta para um aumento da migração e da adesão, 

refletido pelo aumento da formação de metástases (BINDER E MIHALY, 2008). 

Para outros pesquisadores, o papel-chave de PAI-1 na invasão tumoral ocorre pela 

sua interferência na ligação entre as moléculas vitronectina e integrina que são 

responsáveis pelos processos de adesão e migração celular. As integrinas são 
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proteínas de adesão, presentes na membrana celular e competem com a PAI-1 pela 

ligação ao sítio catalítico da vitronectina, presente na matriz extracelular. Acredita-se 

que a ligação de PAI-1 ao domínio somatomedina B, da vitronectina, forma um 

complexo estável que impede a associação das integrinas a essa proteína. Neste 

contexto, elevados níveis de PAI-1 resultam em uma menor disponibilidade de sítios 

de ligação entre integrinas e vitronectinas, levando a desestabilização das integrinas 

e impedindo a sua participação na manutenção da integridade tecidual e na 

regulação da proliferação, crescimento, diferenciação, migração e metástases 

(VAIRAKTARIS et al., 2006; BAYER et al., 2012).  

Em contrapartida, Wilkins-Port e colaboradores (2009) relataram que a adição de 

PAI-1 em cultura celular resulta na baixa regulação das metaloproteinases de matriz  

(MMPs), e confirma a atuação de PAI-1 na conversão de metaloproteinases  latentes  

em formas cataliticamente ativas, o que resulta na diminuição da adesão celular, no 

aumento da degradação da matriz extracelular e facilita a angiogênese e invasão. 

Assim, estudos apontam para a correlação entre os elevados níveis de PAI-1 e 

piores prognósticos em câncer de cabeça e pescoço (INOUE et al., 2007), 

carcinoma invasivo da mama (LANG et al., 2013), carcinoma colorretal (HOGAN et 

al., 2013), em câncer do endométrio e de ovário (TECIMER  et  al.,  2002), em 

carcinoma de células renais (OHBA et al., 2005), câncer de próstata (JANKUN  et  

al.,  2007), gástrico (LUEBKE et al., 2006), do sistema nervoso (HJORTLAND  et  al.,  

2003), câncer de pulmão (WERLE et al., 2004), melanoma (ROMER et al.,  2001), 

leucemia (AREF  et  al.,  2003), dentre outros.   

Desta forma, com o presente trabalho foi possível analisar e categorizar a expressão 

da proteína PAI-1 na infiltrado inflamatório intratumoral de carcinoma epidermoide 

oral, porém sua expressão não esteve relacionada ao prognóstico e características 

clinicopatológicas.  

Contudo, o entendimento das proteínas expressas nas células do infiltrado 

inflamatório tumoral pode esclarecer o papel que cada proteína desempenha no 

processo de iniciação, promoção e progressão dos carcinomas. Este trabalho auxilia 

na melhor compreensão do microambiente tumoral, da relação de seus expressos 

com o status de inflamação, abrindo perspectivas para a composição de um painel 

de proteínas que possa ser utilizado na prática clínica para auxílio no prognóstico 

dos pacientes. 
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Porém, pelo fato do câncer ser uma doença multifatorial e complexa não é possível 

determinar seu comportamento e melhor tratamento simplesmente pelo estudo de 

uma única proteína, ao contrário, a busca de um conjunto de marcadores 

moleculares ainda se faz necessária e estudos mais aprofundados com proteínas 

relacionadas à progressão tumoral, angiogênese e metástase devem continuar 

sendo objetos de pesquisas para se alcançar terapias alvo-específicas gerando um 

tratamento mais eficaz e menos agressivo ao paciente. 
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Apêndice A. Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Heliópolis referente ao trabalho 

“Análise da expressão gênica em indivíduos com carcinoma epidermoide de cabeça e pescoço e 

células em cultura: relação com o tabagismo”. 

 

 

 


