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RESUMO

DIAS, Kelly. Avaliagdo das miosinas Il ndo musculares em diferentes
zonas no carcinoma espinocelular de cabeca e pescoc¢o e sua relagéo
com graduacdo histologica, TNM e evolucdo. 2015. 42 f. Dissertacédo
(Mestrado) - Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, 2015.

O carcinoma espinocelular (CEC) de cabeca e pescoco é uma neoplasia
maligna de prognostico desfavoravel e baixa taxa de sobrevida. Entender os
processos biologicos envolvidos na carcinogénese podera ser de extrema
importancia para o desenvolvimento de novas tecnologias de tratamento e
melhora do prognostico em pacientes acometidos pela doenca. A maior causa
de insucessos clinicos em termos de terapia e prognostico em pacientes com
cancer é a invasao tecidual e o desenvolvimento de potencial metastatico. A
migracdo celular € indispensavel para a progressdo tumoral e as células
apresentam motores moleculares desempenhados especialmente pela familia
da Miosina Il ndo muscular (MNMII). Codificadas por diferentes genes, existem
trés isoformas conhecidas em células de mamiferos (MNMIIA, MNMIIB,
MNMIIC). As MNMilIs estdo envolvidas em func¢des celulares como migracao,
adesdo e citocinese. Sendo o entendimento da migracdo, adesao celular e
citocinese fatores chave na progresséo tumoral, e que o0 a invaséo tecidual e 0
desenvolvimento de potencial metastatico sdo essenciais na definicdo do
prognostico dos pacientes, o objetivo deste estudo foi descrever o perfil e
exposicao a fatores de risco como alcool e fumo dos pacientes diagnosticados
com CEC de cabeca e pescoco, graduacdo histolégica, parametros clinicos
tumorais (TNM), padrdo de expressdo das isoformas de MNMII (MNMIIA,
MNMIIB, MNMIIC) no centro do tumor, zona de invaséo e tecido epitelial ndo
neoplasico adjacente ao tumor, relacionando a expressao e localizacdo dessas
proteinas com os dados descritos bem como evolucao dos pacientes apos 5
anos de acompanhamento. De acordo com os resultados sugere-se que a
MNMIIB expressa no EA possa indicar o potencial de metastase regional do
CEC e a MNMIIC presente na zona de invasdo tumoral (ZI) seja um fator

predictor de prognaostico ruim da doenca. Sendo assim, € possivel propor que a



avaliagdo de imunorreatividade da MNMIIB no EA e MNMIIC na ZI seja
utiizada na andlise das pecas operatérias, como complemento a analise

morfologica de rotina.

Palavras-Chave: Neoplasia Maligna Bucal. Migragdo Celular. Miosina 1l Nao
Muscular



ABSTRACT

DIAS, Kelly. Evaluation of Nonmuscle Myosin Il in different areas in oral
squamous cell carcinoma and its relationship with histological grading,
TNM and evolution. 2015 42 f. Dissertation (Masters’s Degree) — Dental
School, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2015.

Squamous cell carcinoma (SCC) of the head and neck is a malignant neoplasm
of poor prognosis and low survival rate. Understand the biological processes
involved in carcinogenesis can be extremely important for the development of
new treatment technologies and improved prognosis in patients affected by the
disease. The major cause of clinical failure in terms of therapy and prognosis in
cancer patients is the development of tissue invasion and metastatic potential.
Cell migration is essential for tumor progression and the cells have molecular
motors especially formed from non-muscular myosin Il family (NMMII). Encoded
by different genes, there are three known isoforms in mammalian cells
(NMMIIA, NMMIIB, NMMIIC). The NMMIlIs are involved in cellular functions
such as migration, adhesion, and cytokinesis. As the understanding of
migration, cell adhesion and cytokinesis key factors in tumor progression, and
that the tissue invasion and metastatic potential for development are essential
in defining the prognosis of patients, the objective of this study was to describe
the profile and exposure to risk factors such as alcohol and tobacco of patients
diagnosed with head and neck SCC, histological grading, tumor clinical
parameters (TNM), pattern of expression of isoforms NMMII (NMMIIA, NMMIIB,
NMMIIC) in the center of the tumor (CT), tumor invasion zone area and not
neoplastic adjacent to the tumor (AE), relating the expression and localization of
these proteins with the data described and outcome of patients after 5 years of
follow-up. According to the results it is suggested that the NMMIIB expressed in
AE may indicate the potential regional metastasis of SCC and NMMIIC present
in the tumor invasion zone (1Z) is a predictor factor of poor prognosis of the
disease. Therefore, it is possible to propose that immunoreactivity assessment
of NMMIIB in EA and NMMIIC in 1Z could be used in the analysis of operative

parts, as a complement to routine morphological analysis.

Key-words: Malignant Mouth Neoplasms, Cell Migration, Nonmuscle Myosin I
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ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVAS

1. Carcinoma Espinocelular

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) o cancer € a
segunda causa de morte mais frequente nos paises desenvolvidos e ha uma
tendéncia de que esse dado venha a se repetir também nos paises em
desenvolvimento. As mortes por cancer no mundo estdo previstas para
continuar crescendo, significando uma estimativa de 13,1 milhdes de mortes

pela doenga até o ano de 2030(1).

O carcinoma espinocelular (2) é a décima neoplasia maligna mais
prevalente em homens no mundo (3) e representa aproximadamente 95% dos
canceres diagnosticados em boca (4). No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer
estimou a ocorréncia de 25.570 novos casos em 2014, sendo a quinta
neoplasia mais incidente em homens (5). Diversos estudos relatam incidéncia
maior de homens acometidos pelo CEC de cabeca e pescoco frente as
mulheres (6-8). A Globocan estima a ocorréncia de novos casos de CEC de
cabeca e pescoco no Brasil ao final do ano de 2015 em média duas vezes

maior para homens com idade inferior a 65 anos comparado as mulheres(1).

As caracteristicas epidemioldgicas dos pacientes acometidos pelo CEC
de cabeca e pescoco vém sendo modificadas de acordo com o passar dos
anos, uma vez que tradicionalmente 80-90% desses CECs eram relacionados
a exposicao ao alcool e fumo e, atualmente, tem-se observado um decréscimo
na taxa de pacientes expostos (9). Essa diminuicdo pode ser atribuida as
novas condutas de saude publica que visam, além da prevencdo do CEC,

outras doencas relacionadas (6).
2. Carcinogénese

A populacéo celular do CEC é heterogénea e ha a presenca de células
mais agressivas, ou altamente tumorigénicas, responsaveis pela formacéo,
invasdo de tecidos adjacentes e ocorréncia de metastases regionais e a
distancia (10-12). As células neoplasicas que apresentam estas caracteristicas

representam uma pequena subpopulacdo dentro do total de células de um
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tumor, que, para invadir o tecido conjuntivo adjacente, necessitam alterar o seu
perfil molecular. Os mecanismos biolégicos que regulam este fendmeno
permanecem ndo completamente compreendidos (11, 12), embora ja existam
evidéncias sugerindo que as mesmas vias criticas para o desenvolvimento
fisiologico podem desempenhar um papel importante na tumorigénese, em
seus estagios iniciais (13). A quebra da homeostase das células epiteliais
levando ao desenvolvimento das condi¢des malignas esta correlacionada com
a perda da caracteristica celular e aquisicdo de fenétipo migratério, fenbmeno
conhecido como transi¢ao epitélio-mesenquimal(14).

De acordo com a evolugao da doencga, 0os tumores apresentam aspectos
comportamentais distintos. A progressao do tumor se evidencia com uma
sequéncia de tragos ou fenotipos que as células precisam adquirir, sendo eles:
1- potencial ilimitado de proliferacdo; 2- independéncia ambiental para
crescimento; 3- resisténcia a apoptose; 4- angiogénese; 5- invasdo e; 6-

metastase (15).
3. Graduacdao Histologica e Parametros Clinicos Tumorais

Segundo Bryme et al.,, a graduacdo histologica do CEC € definida
conforme o conjunto de suas caracteristicas morfolégicas, definindo os tumores
como de prognéstico bom, moderado e ruim (16). Considerando a literatura, o
grau de malignidade obtido através da histologia pode ser determinante para o
prognostico do paciente, uma vez que o0s tumores mais indiferenciados
apresentam taxas maiores de recidiva e metastase (16). Entretanto, outros
estudos questionam o valor da graduacdo histoldgica como Unico fator

predictivo para progndstico, como Taghavi & Yazdi (17).

O sistema TNM, segundo os parametros estabelecidos pela American
Joint Committee on Cancer, que utilizam o tamanho (T), presenca de
metastase regional (N) e presenca de metastase a distancia (M), fornece o
estadiamento clinico da doenca (18). O TNM pode ser determinado
clinicamente (cTNM) e durante o exame da peca cirdrgica (pTNM)(19).
Embora muitos autores acreditem que o estadiamento é o fator que mais pode

influenciar no progndstico dos pacientes, somente este sistema nao pode ser
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definido como fator predictor, mas sim um conjunto de outras caracteristicas

deve ser utilizado para estabelecer melhores estratégias de tratamento (17).

A literatura oferece diversos métodos e técnicas para projecdo de
evolucao do curso do CEC de cabeca e pesco¢co como graduacédo histolégica e
sistema TNM. Entretanto, uma vez que é frequente a sobrevida dos pacientes
ndo corresponder a graduacdo histolégica e o sistema TNM, se discute a
respeito de diversas causas que poderiam influenciar na evolucdo negativa

desses pacientes frente a doenca.
4. Sobrevida e Carcinoma Espinocelular

Embora tenham ocorrido avancos no tratamento e melhora da qualidade
de vida, a taxa de sobrevida para pacientes com CEC avancado € na faixa de
30-50% (3, 20). Obviamente que, para uma melhora da sobrevivéncia desses
pacientes frente a doenca, se torna necessario um melhor compreendimento
dos mecanismos relacionados as etapas iniciais do processo tumorigénico,
bem como das estratégias utilizadas pelas células cancerigenas de

disseminacgao tumoral, através dos linfonodos e 6rgédos distantes (13).

A maior causa de insucessos clinicos, em termos de terapia e
prognostico, em pacientes com cancer é a invasao tecidual e o
desenvolvimento de potencial metastatico. A invasdo pode ocorrer
individualmente, onde as células migram para formar uma interface tumoral
difusa, ou coletivamente, onde grupos de células invadem os tecidos e mantém
contatos celulares firmes e modelos particulares de invaséo. Estas formas de
invasdo tém como caracteristica alteracbes moleculares importantes como
modificacdo da adeséo entre as células e a da adesdo entre as células e a

matriz extracelular como facilitadores do processo (21).
5. Migracao, Adeséo e Citocinese Celular

A migracdo celular € um processo indispensavel para a progressao
tumoral. As células apresentam um variado repertério de motores moleculares
para mudancas de forma e locomoc¢ao. Esses processos sao desempenhados
especialmente pela familia das miosinas Il ndo musculares (MNMII), as quais

participam do controle da dinamica do citoesqueleto de actina (22, 23).



12

As MNMII foram a primeira classe de miosinas a serem descritas.
Possuem uma longa cauda do tipo alfa hélice espiralada que através de sua
dimerizacao formam filamentos que projetam dominios motores (22). A MNMiI|
tem vérias funcbes celulares, as quais sédo atribuidas as suas propriedades
biofisicas e regulatdrias. Trés isoformas de MNMII, codificadas por diferentes
genes, sdo expressas em células de mamiferos: miosina ndo muscular II1A
(MNMIIA), miosina ndo muscular [IB (MNMIIB) e miosina ndo muscular 11C
(MNMIIC). Apesar de consideravel homologia, elas exibem diferencas em suas
propriedades enzimaticas, localizacéo celular e modelos de expresséo tecidual.
A distingdo entre as trés moléculas de MNMIlI é baseada em suas cadeias
pesadas, uma vez que cada isoforma realiza a mesma fungcdo molecular
basica, que é a ligacdo e a contracdo de F-actina de forma ATP-dependente
(24).

A contratilidade dos filamentos de actinomiosina desempenha um papel
central nas células durante a sua locomocédo. Para a formagcao do lamelopddio
€ necessaria a organizacao de filamentos de actina com a producao de forcas
moéveis na porcdo anterior da célula. Isto direciona a formacao inicial da frente
da célula e continuada protrusdo na extremidade anterior (Figura 1). A MNMI|
associa-se com filamentos existentes de actina e usa sua atividade ATPase
para gerar forca motora dentro do corpo celular e na parte traseira da célula.
Em algumas células, a MNMIIA se concentra no cortex, enquanto a MNMIIB
encontra-se distribuida pelo citoplasma (22). Em ambos os casos a forca
gerada por MNMII é necessaria para a retracdo da parte posterior da célula
possibilitando a translocacéo do corpo celular, e a separacéo das adesbdes (25,
26). Sugere-se que é necessario um conjunto de MNMIIA para que haja a
ativacdo e polarizacdo de MNMIIB. Durante a migracdo celular, existe L 11
cooperacao entre a MNMIIA e MNMIIB uma vez que para que ocorra a
protusdo do corpo celular deve haver uma sinalizacdo das adesdes entre a
célula e o meio extracelular. A MNMIIA é responsavel pelo desenvolvimento

dessas adesfes enquanto a MNMIIB realiza a estabilizacdo das mesmas (20).

Durante a citocinese, as MNMIIls regulam a formagédo de um anel
contractil por baixo da membrana plasmatica e alteracdes na sua atividade

resultam em mitose anormal, formacdo de aneuploidia e instabilidade do
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7

genoma, observados na tumorigénese. A MNMIIC é uma das proteinas
responsaveis pela quebra da ponte intercelular presente no final da divisdo

celular e, sua mé localizacao resulta em células binucleadas (33).

a Actomyosin

...............................

‘Actin filament

=

Essential light chain'

Actin Maturing
adhesion

Myosinlial  coRfSeRse s Reiise-

Figura 1: A) esquema representando o crosslink entre os feixes de actina (vermelho) e
a proteina contratil miosina (azul); B) a tensdo gerada na porcdo anterior permite o
amadurecimento das adesdes celulares e a manutencao do formato e a retracdo do
corpo celular (27).

6. Miosinas Il Nao Musculares e Cancer

O aumento de contratilidade € necessario para que as ceélulas tumorais
consigam transpor barreiras de matriz extracelular, principalmente quando sao
mais espessas (28). Ja foi demonstrado que, durante a invasao transcelular, as
células invasivas do tumor desencadeiam a ativacdo de MLCK (cinase de
cadeia leve de miosina), enzima responsavel pela fosforilacdo da cadeia leve e
contracdo das células da barreira endotelial (zona limite de invasado para
ocorrer a metastase), onde, através da contracdo das células da barrira
endotelial haja a formacéo de espacos, que facilitariam a passagem das células

tumorais através da parede do vaso (29).

Em analise imunoistoquimica de adenocarcinoma pulmonar, observou-
se que, em todas as amostras tumorais que apresentaram superexpressao de
MNMIIA, os pacientes correspondentes sofreram recidiva da doenca através de
metastase a distancia. Independentemente de receber quimioterapia adjuvante
pos-operatoria, a taxa de pacientes livres de recidiva para um periodo de cinco

anos é de 100% entre 0s que ndo apresentaram imunoreatividade a MNMIIA,
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concluindo-se que a ndo expressdo da mesma seja um fator predictor de bom

prognostico na evolugdo desta doenca (30).

A MNMIIA foi significativamente correlacionada com metéstase
ganglionar, estagio avancado da doenca e periodo de sobrevida menor em
pacientes com CEC de es6fago e estdmago. Nesses tumores sugere-se que a
MNMIIA possa ser um marcador molecular potencial para previsao da evolugéo
dos pacientes frente a doenca (31, 32). A inibicdo de MNMIIA diminui a
migracdo em cultura de células de cancer epidermoide de esofago. Estes
resultados indicam que a superexpressao da MNMIIA pode contribuir para a
progressdo e prognostico pobre deste tipo de tumor (32). Em carcinoma
espinocelular de estdmago foi observado um aumento da expressao de
MNMIIA nos tecidos tumorais, sendo que todas as células cancerigenas
presentes nos linfonodos com metastase mostraram forte expressao da
mesma. A expressdo elevada nos niveis de MNMIIA correlacionada com
profundidade de invasao tecidual, linfonodos metastaticos, metastase a
distancia e estagio TNM demonstra que a MNMIIA pode promover invasao e
metastase do carcinoma espinocelular de estbmago (32).

Em linhagem de células tumorais invasivas de melanoma, que é um
tumor com alto potencial de invaséo tecidual e metastase foram relatados altos
niveis de MNMIIB. Na avaliacdo do comportamento migratorio e invasivo
dessas células, observou-se que a neutralizacdo de MNMIIB resultava em

diminuicdo da migracao e invasao celular (33).

Segundo a literatura, € sugerida a relacdo da MNMIIC com atividade
mitGtica atipica. Em cultura de células de cancer de mama, alteracbes na
expressao e/ ou atividade da MNMIIC pode gerar anomalias genéticas, como
aneuploidia (34). Em linhagem de células de adenocarcinoma pulmonar, a
expressdo dessa proteina esta associada com citocinese anormal. Uma vez
gue a MNMIIC é uma das proteinas responsaveis pela quebra da ponte
intercelular presente no final da divisdo celular, sua ma localizacdo pode

resultar em células binucleadas (35).

Tendo em vista que a literatura sugere o envolvimento das MNMIIs na

progressdo de diversas neoplasias de diferentes 6rgaos do organismo, e que
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os fendmenos e alteracdes moleculares que levam a progressao do CEC de
cabeca e pescoco ainda ndo sdo totalmente compreendidos, observa-se a
necessidade de estudos que objetivem relacionar o envolvimento dessas
proteinas com o cancer de cabeca e pescoco e a evolucao dos pacientes frente
a doenca.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi descrever o padrdo de expressdo das
isoformas de MNMII (MNMIIA, MNMIIB, MNMIIC) em amostras de CEC de
cabeca e pescoco e tecido epitelial ndo neoplasico adjacente ao tumor.

Objetivos Especificos

e Descrever o perfil dos pacientes diagnosticados com CEC de cabeca e
pescoco bem como exposicdo dos mesmos aos fatores de risco como
alcool e fumo.

e Descrever a graduacdo histologica e parametros clinicos tumorais
(pPTNM) dos CECs de cabeca e pescoco.

e Descrever o padrdo de expressao das isoformas da MNMII no centro do
tumor, zona de invasao e tecido epitelial ndo neoplasico adjacente ao
tumor.

e Relacionar a expressdo e localizacdo das isoformas de MNMII com
graduacéao histologica, parametros clinicos tumorais (pTNM) e evolucao
dos pacientes ap6s 05 anos de acompanhamento.

e Relacionar a expressdo e localizacdo das isoformas de MNMII com

exposicao aos fatores de risco.
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Avaliagdo das Miosinas Il Ndo Musculares em diferentes zonas no
carcinoma espinocelular de cabeca e pesco¢co e sua relacdo com
graduacdao histolégica, TNM e evolucéo

Abstract

Squamous cell carcinoma (SCC) of the head and neck is a malignant neoplasm
of poor prognosis and low survival rate. Understand the biological processes
involved in carcinogenesis can be extremely important for the development of
new treatment technologies and improved prognosis in patients affected by the
disease. The major cause of clinical failure in terms of therapy and prognosis in
cancer patients is the development of tissue invasion and metastatic potential.
Cell migration is essential for tumor progression and cells molecular motors
have played particularly the family of non-muscle Myosins Il (NMMII). Encoded
by different genes, there are three known isoforms in mammalian cells
(NMMIIA, NMMIIB, NMMIIC). The NMMIlIs are involved in cellular functions
such as migration, cell adhesion and cytokinesis. As the understanding of
migration, cell adhesion and cytokinesis key factors in tumor progression, and
that the tissue invasion and metastatic potential for development are essential
in defining the prognosis of patients, the objective of this study was to describe
the profile and exposure to risk factors such as alcohol and tobacco of patients
diagnosed with head and neck SCC, histological grading, tumor clinical
parameters (TNM), pattern of expression of isoforms NMMII (NMMIIA, NMMIIB,
NMMIIC) in the center of the tumor (CT), tumor invasion zone area and not
neoplastic adjacent to the tumor (AE), relating the expression and localization of
these proteins with the data described and outcome of patients after 5 years of
follow-up. For this SCC samples were collected from head and neck, these
samples were classified according to the histological grading and patients were
clinically staged according to the TNM system. Immunohistochemistry was
performed for the three isoforms NMMII and correlated the immunoreactivity of
these proteins in the CT, IZ and AE with histological grading, TNM staging
seconds and exposure to alcohol and tobacco. According to the results it is
suggested that the NMMIIB expressed in AE may indicate the potential regional
metastasis of SCC and NMMIIC present in the tumor invasion zone (1Z) is a
predictor of poor prognosis factor of the disease. Therefore, it is possible to



20

propose that immunoreactivity assessment NMMIIB in AE and NMMIIC 1Z is
used in the analysis of operative parts, as a complement to routine
morphological analysis.

Key-words: Malignant Mouth Neoplasms, Cell Migration, Nonmuscle Myosin |l

Introducéo

Os Carcinomas representam as neoplasias malignas mais prevalentes
em seres humanos e surgem a partir de tecidos epiteliais normais, com varias
etapas e vias de progressdo. A quebra da homeostase das células epiteliais
levando ao desenvolvimento das condigcbes malignas esta correlacionada com
a perda da caracteristica celular e aquisicdo de fenotipo migratorio, fenébmeno

conhecido como transi¢ao epitélio-mesenquimal (1).

A populacéo celular do Carcinoma Espinocelular (CEC) é heterogénea
onde ha a presenca de células agressivas e altamente tumorigénicas
responsaveis pela formacdo do tumor, invasdo de tecidos adjacentes e
ocorréncia de metastases regionais e a distancia, que sao as células tumorais
com caracteristica de células tronco (2-4). Os mecanismos biolégicos que
regulam este fenbmeno ainda ndo foram totalmente compreendidos (3, 4),
embora ja existam evidéncias sugerindo que as mesmas vias criticas para o
desenvolvimento fisiolégico possam desempenhar um papel importante na

tumorigénese, em seus estagios iniciais(5).

O CEC é a neoplasia maligna mais frequente em boca e mesmo com 0s
avancos no tratamento e melhora da qualidade de vida dos pacientes, o indice
de mortalidade continua o mesmo e a taxa de sobrevida baixa, em torno de
50% (6-8). Existem ferramentas de previsdo progndstica para 0s pacientes
acometidos por neoplasias malignas como graduacdo histologia e sistema
TNM, entretanto, alguns estudos questionam o real valor desses métodos uma
vez que tumores soélidos como o CEC apresentam uma populacdo celular
desigual, resultando em diferencas de comportamento entre as zonas tumorais,
mascarando por muitas vezes a real situacdo da doenca. A zona de invaséo

(Z) do CEC representa a area mais significativa do tumor uma vez que
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frequentemente apresenta caracteristicas celulares semelhantes as

encontradas em neoplasias metastaticas (3).

Entre as causas de insucessos clinicos, em termos de terapia e
prognéstico, estd a invasdo tecidual e o desenvolvimento de potencial
metastatico. A invasdo tecidual é viabilizada por alteracdes moleculares
importantes, como modificacdo da adeséo célula-célula e entre as células e a
matriz extracelular como facilitadores do processo. A migracdo celular é um
processo indispensavel para a progressao tumoral (9). Existem moléculas de
adesdo envolvidas nesse processo que apresentam, através da analise
imunoistoquimica do CEC, comportamento semelhante entre as zonas
tumorais e o tecido epitelial ndo neoplasico adjacente ao tumor (EA), indicando
gue a avaliagdo molecular do EA possa fornecer informagbes sobre

comportamento do CEC (10).

As células apresentam um variado repertério de motores moleculares
para mudancas de forma e locomo¢cdo, que sao desempenhados
especialmente pela familia das Miosinas Il ndo musculares (MNMII) as quais
participam do controle e dinamica do citoesqueleto de actina (11, 12). As
MNMIlIs foram a primeira classe de miosinas a serem descritas e estdo
envolvidas com multiplas funcbes celulares como migracédo, adesédo celular e
citocinese (13). Codificadas por diferentes genes, as trés isoformas conhecidas
(MNMIIA, MNMIIB, MNMIIC) sdo expressas em ceélulas de mamiferos e
diferenciam-se por suas propriedades enzimaticas e localizagdo celular (14,
15). Durante a migracdo celular, existe uma cooperac¢do entre a MNMIIA e
MNMIIB uma vez que para que ocorra a protusao do corpo celular deve haver
uma sinalizacéo das adesdes entre a célula e o meio extracelular. A MNMIIA é
responsavel pelo desenvolvimento dessas adesdes enquanto a MNMIIB realiza
a estabilizacdo das mesmas (20, 25). Durante a citocinese, as MNMIIs regulam
a formacdo de um anel contractil por baixo da membrana plasmatica e
alteracbes na sua atividade resultam em mitose anormal, formacdo de
aneuploidia e instabilidade do genoma. A MNMIIC é uma das proteinas
responsaveis pela quebra da ponte intercelular presente no final da divisdo

celular e, sua mé localizacdo pode resultar em células binucleadas (14).
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Sendo o entendimento da migracdo, adeséo celular e citocinese fatores
chave na progresséo tumoral, e que o a invasao tecidual e o desenvolvimento
de potencial metastatico sdo essenciais na definicdo do progndstico dos
pacientes, o objetivo deste estudo foi descrever o perfil e exposicédo a fatores
de risco como alcool e fumo dos pacientes diagnosticados com CEC de cabeca
e pescoco, graduacao histolégica, parametros clinicos tumorais (TNM), padrao
de expresséo das isoformas de MNMII (MNMIIA, MNMIIB, MNMIIC) no centro
do tumor, zona de invasao e tecido epitelial ndo neoplasico adjacente ao tumor,
relacionando a expressdo e localizacdo dessas proteinas com os dados
descritos bem como evolucao dos pacientes apds 5 anos de acompanhamento.

Materiais e Métodos

Descrigcdo da Amostra

Os 54 pacientes que fizeram parte deste estudo foram atendidos no
Ambulatério de Cirurgia de Cabeca e Pescoco do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA) e diagnosticados com CEC de cabeca e pescogo entre 0s anos
de 2009 e 2010. O estudo observacional transversal analitico utilizou amostra

de conveniéncia.

Todos os individuos tinham mais de 18 anos no momento do diagnostico
e assinaram Termo de Consentimento Livre Esclarecido bem como

responderam a um questionario para obtencédo de dados demogréficos.

Os blocos de parafina confeccionados através das amostras de CEC, os
dados de acompanhamento clinico dos pacientes até o ano de 2012 e o
estadiamento dos tumores no momento da cirurgia sdo oriundos de estudo
prévio aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (GPPG) do HCPA sob o
namero 09-315(10).
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Avaliacdo das Amostras Tumorais

Cortes histolégicos de 3um obtidos através dos blocos de parafina foram
corados em hematoxilina e eosina. Para cada amostra de CEC foram
identificadas as zonas tumorais como centro de tumor (CT) e zona de invaséo
(Z1), bem como os tecidos epiteliais ndo neoplasicos adjacentes (EA). Para
determinacdo do CT, foram avaliadas as ilhas tumorais localizadas na regiao
central da neoplasia, evitando &reas de necrose. A Z| foi identificada a partir
das ilhas tumorais localizadas distantes a zona central, preferencialmente na
transicdo entre o tecido conjuntivo e tecidos adjacentes profundos como
muscular, adiposo e glandular. O EA correspondeu ao epitélio de revestimento

da mucosa sem sinais morfologicos de alteragdo maligna.

A graduacéo histoldgica foi realizada segundo os critérios de Bryne et al.
por dois patologistas (A.P.C.F e K.B.D) onde para cada caracteristica
morfologica avaliada foi atribuido um escore, os quais foram somados para
determinar a qual grupo de malignidade pertencia o espécime: baixo,

moderado ou alto (16).

Os dados clinicos dos tumores, tais como tamanho (T), presenca de
metastase regional (N) e presenca de metastase a distancia (M) foram
tabulados e classificados segundo o sistema TNM de acordo com o0s
parametros estabelecidos pela American Joint Committee on Cancer que pode
ser determinada clinicamente (CTNM) e durante o exame da peca cirdrgica
(PTNM) (17, 18). Ap6s o tempo total de acompanhamento, os pacientes vivos e
sem recidiva foram considerados como de boa evolucdo e os pacientes com
recidiva, metastase ou oObito em decorréncia do tumor foram considerados

como evolucao ruim.

Imunoistoquimica

Foram confeccionados cortes histologicos de 3um em laminas
silanizadas provenientes dos blocos de parafina, submetidos a técnica de
imunoistoquimica para a imunomarcacao das isoformas da MNMII (A, B e C).
Inicialmente os cortes foram desparafinizados em xilol, reidratados em

gradiente de alcool e 4gua e imersos em solugcéo de peroxido de hidrogénio a
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3% para blogueio da peroxidase endogena. A seguir, foram submetidos a
recuperacdo antigénica e incubados com os anticorpos priméarios Anti-MNMIIA,
Anti-MNMIIB, Anti-MNMIIC (lIA - policlonal, 1IB - clone D8H8 e IIC - clone
D4A7, coelho, Cell Signaling 1:50). A recuperagao antigénica da Anti-MNMIIA
ocorreu através de panela de pressdo a 120° durante 3 minutos e das Anti-
MNMII B e C através de solugdo enzimatica de tripsina 0,25% durante 30
minutos. A incubacédo de todos os anticorpos foi em temperatura de 4° C,
overnight. As reagbes foram acompanhadas de controle positivo
(adenocarcinoma de estdmago) e controle negativo o qual foi utilizado soro né&o
imune da mesma espécie animal do desenvolvimento do anticorpo primario, de
acordo com as instrugdes do fabricante. O sistema de deteccdo empregado foi
do tipo polimérico (Envision dual link; Dako, Carpinteria, CA, USA) e a
revelacdo das reacdes foi obtida através de solugcdo cromégena, contendo
0,03% de 3-3,3-Diaminobenzidina (DAB, DakoCytomation, USA) e contra-
corada com solucdo de hematoxilina de Mayer.

Avaliacdo dos Resultados

Foram consideradas positivas para isoformas de MNMIIA, MNMIIB e
MNMIIC as células tumorais que apresentaram a coloracdo castanha em seu
citoplasma. Eventuais graus de coloragdo de fundo causados pela
incorporacao e fixacdo durante o processamento tecidual, que em sua maioria
representam tecido estromal foram excluidos durante a contagem, onde se
considerou apenas as células epiteliais marcadas (19). Os cortes histolégicos
imunomarcados foram submetidos a analise semi-quantitativa com base na
extensdo da imunorreatividade, realizada por meio de escores baseados no
percentual de células positivas, onde foram consideradas positivas marcacfes

acima 30% e negativas de 0 a <30%.
Reprodutibilidade

A reprodutibilidade foi confirmada ao longo do estudo, onde a cada 10
laminas avaliadas de graduacdo histologica e de cada proteina, uma foi
sorteada para reavaliagédo. O valor de Kappa aceito foi maior que 0,7. Durante
a avaliacdo, os examinadores eram cegos para qual paciente pertencia o

material.
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Anélise Estatistica

Os dados foram analisados no programa SPSS, versao 21. Para avaliar
a sobrevida através do tempo total de acompanhamento foi utilizada a andlise
de Kaplan-Meier. A associacdo de imunomarcacao entre as proteinas foi
realizada através do teste Qui-Quadrado, a distribuicdo de imunomarcacéo das
proteinas nas zonas tumorais de acordo com a evolucao e exposi¢ao ao alcool
e fumo foi verificada pelo teste Mann-Whitney e para avaliar a distribuicdo de
imunomarcacao das proteinas nas zonas tumorais de acordo com a graduacao
histolégica e sistema pTNM foi utilizado o teste Kruskal-Wallis. Foram
considerados como niveis de significancia valores de p menores e iguais a
0,05.

Resultados

A média de idade dos pacientes avaliados no estudo foi de 58,3 anos, sendo
85,2% do género masculino e 14,8% feminino (dados ndo mostrados). No
momento do diagnostico 38,9% dos pacientes eram expostos ao fumo e 48,1%
ao alcool. Dos pacientes expostos ao alcool, 83,3% mantinham o habito por um

periodo maior de dez anos (dados ndo mostrados).

Antes do diagnéstico de CEC de cabeca e pescoco, 55,5% dos
pacientes deixaram de estar expostos ao fumo e 46,3% ao alcool, numa média
de 4,7 e 6,3 anos respectivamente. Os dados relativos a exposi¢ao e historico

de uso de fumo e alcool estéo representados na tabela 1.

De acordo com a graduacao histologica, 48,1% do total das amostras de
CEC eram de grau moderado. Segundo o sistema pTNM, 62,9% apresentaram
tamanho entre T1 e T2, 64,8% ndo apresentaram metastase regional (NO) e

nao houve metastase a distancia (MX, M0, M1) (tabela 2).



N %
Fumo
Histoérico
Expostos 51 94,4
N&ao-Expostos 3 5,6
Expostos ao fumo no diagndéstico
Expostos 21 38,9
Anteriormente
expostos 30 55,55
N&ao-
expostos Nunca
expostos 3 5,6
Alcool
Historico
Exposto 51 94.4
Nao-exposto 3 5,6
Expostos ao alcool no diagndstico
Exposto 26 48,1
Anteriormente 25 46,3
N&ao-
expostos
exposto
Nunca
expostos 3 5,6
Total 54 100

Tabela 1: dados relativos a exposicao e histérico de uso de fumo e alcool.
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N %

Graduacdao Histologica

Baixo 25 46,3
Moderado 26 48,1
Alto 3 5,6

Parametros Clinicos Tumorais

Tamanho

T1/T2 34 62,9
T3/T4 20 37
Total 54 100
No6dulo

0 35 64,8
1,2e3 19 35,2
Total 54 100
Metéastase

MX, MO, M1 0 0
Total 54 100

Tabela 2: Distribuicdo da amostra de acordo com a graduacdo histolégica e
parametros clinicos tumorais.

No EA e nas ilhas tumorais, observa-se uma expressao generalizada de
MNMIIA e MNMIIB enquanto que, na camada basal do EA bem como das ilhas
tumorais ndo se observa expressdo da MNMIIC (figura 1). A frequéncia de

expressao das proteinas esta representada na tabela 3.

Nas ilhas tumorais, o aumento de expressdo da MNMIIA esta associado
ao aumento de expressao da MNMIIB (p=0,016) e no EA h& associacdo de
aumento de expressdo entre as trés isoformas (MNMIIA-MNMIIB p=0,001,
MNMIIA-MNMIIC p=0,012 e MNMIIB-MNMIIC p=0,006).



Figura 1: diferenca do padrdo de expressédo no EA entre as MNMIIA (A) e
MNMIIB (C) frente & MNMIIC (E). Em relacio & MNMIIC ndo se observa
imunorreatividade na camada basal enquanto nas outras isoformas o padrdo de
marcagdo ocorre de maneira generalizada. Nas ilhas tumorais o padrdo de
imunorreatividade se mantém o mesmo do EA nas trés isoformas (B, D, F). Aumento
original de 100x. FONTE: Patologia bucal FO-UFRGS



MNMIIA

MNMIIB

MNMIIC

Epitélio Adjacente

Ausente

Total

70,4% (38)

29,7% (16)

100% (54)

64,8% (35)

35,2% (19)

100% (54)

75,9% (41)

24,1% (13)

100% (54)

Ilhas Tumorais

Ausente

Total

81,5% (44)

18,5%(10)

100% (54)

77,8% (42)

22,3%(12)

100% (54)

70,4% (38)

29,6% (16)

100% (54)

Tabela 3: frequéncia de expressado das proteinas no EA e nas ilhas tumorais

29



30

A relacdo de expressao das isoformas de MNMIIA com graduacéo
histologica, estadiamento clinico e evolu¢do apés tempo de acompanhamento
esta representada na tabela 4 onde, o aumento do grau de malignidade ndo
esta correlacionado com o aumento de expressao das proteinas no EA e nas

ilhas tumorais.

MNMIIA MNMIIB MNMIIC

Graduacdao Histol6gica

EA p=0,253 p=0.359 p=0,379
CT p=0,346 p=0,220 p=0,078
ZI p=0,141 p=0,139 p=0,274
pTNM
EA p=0,347 p=0,057 p=0,426
CT p=0,696 p=0,268 p=0,926
Z| p=0,976 p=0,210 p=0,324
Evolucao
EA p=0,625 p=0,806 p=0,952
CT p=0,954 p=0,574 p=0,247
ZI p=0,178 p=0,507 p=0,017

*Valores de p relativos ao teste de Kruskal-Wallis; *p<0,05

Tabela 4: relacdo de imunomarcagdo dos anticorpos nas zonas tumorais e EA com
graduacéo histologica, estadiamento clinico e evolugdo dos pacientes apos tempo total
de acompanhamento.
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Nos pacientes que sofreram metastase regional observa-se uma
expressdo maior de MNMIIA com marcacgéo positiva no EA do que MNMIIB e,
ndo ha expressdao de MNMIIC (figura 2). H4 uma tendéncia de que, em
estagios pTNM avancados exista aumento de expressdo MNMIIB no EA
(p=0,057) (tabela 4).

Os pacientes que apresentaram evolugdo ruim estdo diretamente
relacionados ao aumento de expressdo de MNMIIC na ZI dos tumores
(p=0,017) (tabela 4).

25

20

15
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: .

MNMIIA MNMIIB MNMIIC

Figura 2: relacdo de imunomarcacdo das proteinas no EA em pacientes com

metastase regional.
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O tempo méaximo de acompanhamento foi de 5,9 anos onde, do total de

54 pacientes iniciais obteve-se o status final de 46, sendo 58,1% de boa

evolucdo e 41,9% evolucdo ruim. A média em anos para que 0S pacientes

apresentassem evolugéo ruim foi de 5,01 (figura3).
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Figura 3: curva de Kaplan-Meier demonstrando, de acordo com o tempo de
acompanhamento, a evolucdo do dos pacientes (desvio padrdo 0,146, intervalo de

confianca 95%).

Na relacédo de exposicdo ao alcool e fumo com expressao das proteinas,

nao houve significancia estatistica nos pacientes expostos ao fumo, porém, foi

constatada correlacdo de imunomarcacdao de MNMIIA (p=0,048) e MNMIIB

(p=0,010) no EA em pacientes que foram expostos ao alcool por periodo

superior a 10 anos.
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Discusséao

A média de idade dos pacientes avaliados no estudo foi de 58,3 anos,
sendo 85,2% do sexo masculino, indo de acordo como estudo de Brown et, al
(20) onde é relatada incidéncia 2 a 4 vezes maior de homens acometidos pelo
CEC de cabeca e pescoco frente as mulheres. Outros autores também
descrevem uma média de idade préxima da sexta década de vida e uma
incidéncia maior em homens (21, 22). A Globocan (23) estima a ocorréncia de
novos casos de CEC de cabeca e pescoco no Brasil ao final do ano de 2015
em média duas vezes maior para homens com idade inferior a 65 anos

comparado as mulheres.

O perfil dos pacientes acometidos pelo CEC de cabeca e pesco¢co vem
sendo modificado de acordo com o0 passar dos anos uma vez que
tradicionalmente 80-90% desses CECs eram relacionados a exposicdo ao
alcool e fumo (24). Embora ndo possa ser negado o fato de que estes fatores
sdo promotores e potencializadores da doenca, observa-se nesta amostra uma
tendéncia de mudanca dessas caracteristicas, uma vez que existe um namero
de pacientes expostos ao fumo e alcool no momento do diagndstico, que
cessou 0 habito antes do desenvolvimento da doenca, sendo em média 4,7
anos para fumantes e 6,3 anos para usuarios de alcool. De acordo com o
historico de exposicdo a estes fatores, houve uma diminuicdo de pacientes
expostos, visto o numero de ex-fumantes (55,55%) e ex-usuarios de alcool
(46,3%) observado na tabela 1. Essa diminuicdo de pacientes expostos aos
fatores de risco a doenca pode ser atribuida as novas condutas de saude
publica que visam prevenir ndo somente o CEC, mas outras doencas

relacionadas (21).

De acordo com a graduacao histologica, 48,1% do total das amostras de
CEC analisadas eram de grau moderado e 46,3% baixo. Considerando a
literatura, o grau de malignidade obtido através da histologia (bom, moderado
ou ruim), pode ser determinante para o progndéstico do paciente uma vez que
0s tumores mais indiferenciados apresentam taxas maiores de recidiva e

metastase (16). Apenas 5,6% das amostras de CEC desta pesquisa



34

apresentaram graduacao histoldgica alta, o que, com base nos dados obtidos
na literatura, poderia refletir num namero muito grande de pacientes com boa
evolucao ao final do estudo. No entanto, a propor¢cao de pacientes com boa
evolucao (58,1%) nédo esta de acordo com esta afirmacdo, mas corrobora com
outros estudos que relatam o valor da graduacdo histolégica como fator
preditivo para progndéstico como controverso, como Taghavi & Yazdi (8).
Considerando-se ainda que este tipo de analise é dependente da subjetividade
do examinador, ndo seria ideal utilizar apenas a graduacdo histolégica mas

sim, outros recursos que proporcionem previsdes prognésticas mais confiaveis.

Em relagdo ao estadiamento clinico, 62,9% dos tumores apresentaram
tamanho entre T1 e T2 e 64,8% n&o apresentaram metastase regional.
Segundo a literatura, a ocorréncia de metastase regional em CEC de cabeca e
pescoco € mais frequente que metastase a distancia (22, 25), o que esta de
acordo com a amostra de CEC analisada uma vez que o indice de metastase
regional foi de 35,2% e ndo houve metastase a distancia. Tendo em vista que a
sobrevida cai em média 50% na presenca de metastase regional (22), o indice
de pacientes com recidiva, metastase ou 0Obito em decorréncia do tumor ao
final do periodo de acompanhamento, somando um total de 41,9% da amostra,
estd dentro do padrdo ja relatado por outros autores (6, 7). Entretanto,
considerando-se que a maioria dos pacientes deste estudo encontrava-se em
estagios iniciais da doenca no momento da cirurgia (T1-T2=62,9% NO= 64,8%)
e o indice de evolucdo ruim observado ao final do tempo de acompanhamento
€ alto (41,9%), sugere-se o sitema TNM como boa ferramenta para deciséo
terapéutica, mas, como relatado na literatura, existe a necessidade de que se
obtenham ferramentas de prognosticas mais confiaveis(8).

No EA e nas ilhas tumorais, observa-se uma expressao generalizada de
MNMIIA e MNMIIB enquanto que, na camada basal do EA e das ilhas tumorais
ndo se observa expressdo de MNMIIC. Sugere-se na literatura que €
necessario um conjunto de MNMIIA para que haja a ativacdo e polarizacdo de
MNMIIB (26), ou seja, é esperado que essas duas isoformas apresentem o
mesmo padrdo de expressdao uma vez que funcionem de forma conjugada.No
presente estudo, obsevamos uma diferenca qualitativa do padréo de expressao

da MNMIIC no EA e nas zonas tumorais em relacdo as outras isoformas. A
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razao de o padrao de expressao ser diferente e se refletir tanto no EA quanto
nas ilhas tumorais pode ser devido ao fato descrito por Sterz et al, onde o
mesmo afirma que as células da camada basal do epitélio ndo tumoral
adjacente compartilham semelhancas fenotipicas com as células da camada
basal do fronte de invasdo tumoral, exibindo o mesmo padrdao de

imunomarcacao (27).

Durante a migragao celular, existe uma cooperacao entre a MNMIIA e
MNMIIB uma vez que para que ocorra a protusao do corpo celular devendo
haver uma sinalizacdo das adesfes entre a célula e o meio extracelular. A
MNMIIA é responsavel pelo desenvolvimento dessas adesdes enquanto a
MNMIIB realiza a estabilizacdo das mesmas. Esse sinergismo pode, por sua
vez, justificar o fato de que neste estudo, tanto no EA quanto nas ilhas
tumorais, o0 aumento de expressao da MNMIIA esteja associado ao aumento de
expressdo da MNMIIB. Embora haja associagdo de imunomarcacdo de
MNMIIC no EA com as duas isoformas, ndo esta especificada de acordo com a
literatura, a participacdo da MNMIIC nos eventos que propiciam a locomocao
da célula (26, 28).

De acordo com a graduacéo histolégica, conforme o aumento do grau de
malignidade, ndo ha aumento de expressao de MNMIIA, MNMIIB, e MNMIIC no
EA e nas ilhas tumorais. Em andlise imunoistoquimica de adenocarcinoma
pulmonar observou-se que a taxa de pacientes livres de recidiva para um
periodo de cinco anos € de 100% entre 0s que nao apresentaram
imunoreatividade a MNMIIA, concluindo-se que a ndo expressao da mesma
seja um fator predictor de bom progndstico na evolucédo desta doenca. (19, 29,
30). Em carcinomas de esb6fago e estdbmago, sugere-se que a MNMIIA pode
ser um marcador molecular potencial para previsdo da evolugdo dos pacientes
frente a doenca(19, 30), entretanto, no presente trabalho ndo observamos
aumento de expressdo da MNMIIA de acordo com a piora da graduacao
histol6gica. Até o momento, ndo h& na literatura estudos de acompanhamento

referindo as MNMIIB e MNMIIC.

Nos pacientes que sofreram metastase regional observa-se uma

expressdo maior de MNMIIA com marcacgéo positiva no EA do que MNMIIB.
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Embora exista uma associacdo de atividade entre as duas proteinas, a
literatura sugere que a MNMIIA esteja mais relacionada a formacgédo do
lamelipddio na porgcédo anterior da célula, mobilizando a mesma nesta regido
durante a migracdo e que, a MNMIIB relacione-se mais a por¢do posterior
celular, viabilizando a quebra das ades@es locais permitindo que a célula faca o
movimento de protusdo. Para a célula efetivamente protuir existe a
necessidade da quebra das adesbes posteriores justificando que apenas a
MNMIIB expressa no EA relacione-se com estadgios pTNM mais avancados
embora exista uma alta imunorreatividade de MNMIIA. Apenas os epitélios com
imunorreatividade a MNMIIB tem a real capacidade de migracédo celular, evento

indispensavel para a invasao e progressao tumoral (11, 12, 14).

Segundo a literatura, ha uma queda de 50% da sobrevida, na presenca
de metéastase regional (22). A maior causa de insucessos em CEC é a invaséo
tecidual e o desenvolvimento de metastase (9). Em linhagem de células
tumorais invasivas de melanoma, que é um tumor com alto potencial de
invasao tecidual e metastase, foram relatados altos niveis de MNMIIB (31).
Neste trabalho observa-se que estagios pTNM mais avancados tendem a
apresentar imunorreatividade maior de MNMIIB no EA. Sendo as
caracteristicas fenotipicas semelhantes entre EA e células da camada basal
tumoral (27), pode-se sugerir que o aumento de expressdo de MNMIIB no EA
seja um sinal potencial de metastase regional do CEC de cabeca e pescoco.

No entanto, sdo necessarios mais estudos para confirmar tal hipotese.

Os pacientes que apresentaram evolucdo ruim estdo diretamente
relacionados ao aumento de expressdo de MNMIIC na ZI dos tumores
avaliados nesta pesquisa. Em cultura de células de cancer de mama,
alteracdes na expressao e/ ou atividade dessa proteina podem gerar anomalias
genéticas, como aneuploidia (13). Em linhagem de células de adenocarcinoma
pulmonar, a expressdo de MNMIIC esta associada com citocinese anormal.
Uma vez que a MNMIIC é uma das proteinas responsaveis pela quebra da
ponte interceluar presente no final da divisdo celular, sua méa localizacdo pode
resultar em células binucleadas(15). O fato de o aumento da MNMIIC estar
associada a zona de invasao tumoral dos CECs avaliados neste estudo, aliado

ao fato de que na zona de invasdo espera-se um namero maior de mitoses,
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uma vez que nesta regido esta havendo a progressdo tumoral, e tendo-se o
conhecimento de que as forgas fisicas geradas pelas MNMIIs sdo necessérias
para a divisdo celular, sugere que a expressao de MNMIIC na ZI € um fator
predictor de evolucao ruim em pacientes acometidos pela doenga, uma vez que
entre as maiores causas de insucessos clinicos em termos de terapia e
prognéstico, estd a invasdo tecidual e o desenvolvimento de potencial

metastético (9).

A média de tempo que 41,9% dos pacientes levou para atingir o status
evolugdo ruim foi de 5,01 anos corroborando com os trabalhos que afirmam
gue, mesmo com 0s avangos no tratamento e melhora da qualidade de vida, a
taxa de sobrevida para pacientes com CEC é na faixa de 30-50% (6, 7, 22).
Montero & Pattel relatam uma taxa de sobrevida global apds 5 anos de 63%.

De acordo com estudos que relacionam alcool a CEC, observa-se que o
consumo cronico de alcool pode causar uma diminuicdo da espessura epitelial
e consequente aumento da descamacédo celular(32, 33). Esse aumento da
descamacédo nas camadas mais superficiais causaria uma resposta adaptativa
do epitélio, através do aumento de proliferacdo da camada basal, objetivando a
manutencao da homeostase epitelial (33). Um aumento na proliferacéo tecidual
pode ser o primeiro passo da carcinogénese uma vez que existe maior
possibilidade de erros durante a duplicacdo do DNA(34). No presente estudo
observou-se correlacdo de imunomarcacdo de MNMIIA (p=0,048) e MNMIIB
(p=0,010) no EA em pacientes que foram expostos ao alcool por periodo
superior a 10 anos sendo que danos causados pelo alcool estédo relacionados
ao tempo de exposicdo ao habito e sdo cumulativos e progressivos (33,
35).Uma vez que a célula apresente danos ao DNA e adquira caracteristicas
tumorais, existe a possibilidade de a mesma assumir um fendtipo migratério
com a finalidade de invadir os tecidos adjacentes, necessitando de moléculas

gue atuem na migracéao celular como as MNMIIA e MNMIIB (1).

A literatura oferece varios estudos sobre eventos genéticos e
epigenéticos que implicam na progressado do CEC, que é um evento complexo,
relativo a instabilidade genética, envolvido na expressao anormal de agentes

regulatérios da angiogénese, migracdo, adesdo, apoptose, e ciclo celular, (36).
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Embora o papel das MNMIIs ainda n&o esteja claro neste processo, o presente
trabalho sugere que a MNMIIB expressa no EA indique o potencial de
metastase regional do CEC e que a MNMIIC presente na ZI tumoral seja um
fator predictor de evolucdo ruim da doenca. Com base nos resultados obtidos é
possivel propor que a avaliacdo de imunorreatividade da MNMIIB no EA e
MNMIIC na ZI seja utiizada na analise das pecas operatérias, como

complemento a andlise morfolégica de rotina.
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CONSIDERACOES FINAIS

O carcinoma espinocelular (CEC) é uma neoplasia maligna de
prognéstico desfavoravel e baixa taxa de sobrevida (1, 2), portanto existe a
necessidade de compreensdo de parametros que determinem melhores
alternativas de tratamento para esse tipo de doenca.

A literatura oferece diversos métodos e técnicas para projecdo de
evolucao do curso do CEC de cabeca e pescoco como graduacao histoldgica e
sistema TNM. Entretanto, uma vez que a sobrevida dos pacientes nao
necessariamente tem correspondido a graduacédo histolégica e o sistema TNM,
como exemplo, observamos os pacientes da amostra pesquisada, se discute a
respeito de que somente este tipo de classificacdo ndo seria um fator predictor
adequado para definir prognostico e estratégias de tratamento mais

especificas(3).

Os eventos de migracao, adesao celular e citocinese sao elementares
para a progressdo tumoral (4), e seus mecanismos de acdo devem ser
estudados como alvo de estratégias terapéuticas. O entendimento de eventos
celulares relacionados a expressao das isoformas de MNMII pode ser utilizado
no desenvolvimento de terapias para o tratamento e previsdo de progndstico
para os pacientes com CEC de cabeca e pescoco.

Este estudo visava compreender as propriedades infiltrativas do CEC de
cabeca e pescoco por meio dos mecanismos moleculares que permitem as
células neoplasicas alterar sua morfologia e biologia para deixar o
compartimento do tecido epitelial e invadir o tecido conjuntivo. A literatura
oferece alguns estudos a respeito da relacdo da MNMIIA (5, 6) com a
progresséao e piora de em cancer de diversos 6rgdos do organismo, entretanto,
em relacdo as MNMII B e C, muitos estudos disponiveis (7-9) sdo baseados
apenas em culturas de células tumorais e néo relacionam a evolucdo dos

pacientes com as proteinas estudadas.

O presente trabalho observou uma tendéncia de relacdo da MNMIIB
presente no tecido epitelial ndo neoplasico adjacente ao tumor com estagios

pTNM mais avancados, ou seja, aumentando as chances de metastase
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regional. Com base nesta informacdo, e de acordo com a literatura onde as
caracteristicas fenotipicas do epitélio adjacente se repetem nas ilhas tumorais
(10), pode-se sugerir que a expressao de MNMIIB presente neste tecido
epitelial possa ser um sinal potencial de metastase regional.

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho em relacdo a
MNMIIC, e os achados apresentados na literatura relacionando alteracdes na
sua expressdao com anomalias genéticas, como aneuploidia em linhagem de
células de carcinoma de mama (11) e citocinese anormal, resultando em
células binucleadas em linhagem de células de adenocarcinoma pulmonar (7),
propdem-se que, com a MNMIIC expressa na zona de invasao tumoral dos
CECs analisados, ha chances maiores de evolucao ruim (12, 13).

Existem diversos estudos sobre eventos relacionados a progressdo do
CEC, que é um episodio complexo, relativo a instabilidade genética, envolvido
na expressdo anormal de agentes regulatérios da angiogénese, migracao,
adesao, apoptose, e ciclo celular (14). Com base nos resultados é possivel
propor que a avaliagcdo de imunorreatividade da MNMIIB no EA e MNMIIC na ZI
seja utilizada na analise das pecas operatorias, como complemento a analise

morfologica de rotina.
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