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RESUMO

BERNARDES, Carlos Alberto. A Expressédo Angiopoetina 1 e Trombospondina 1
em desordens potencialmente malignas bucais e no Carcinoma Espinocelular.
2015. 45 f. Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Odontologia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. 2015.

O carcinoma espinocelular é responsavel por 90% das lesdes malignas na
cavidade bucal, sendo o oitavo tipo de cancer em todo o mundo e apresenta uma
taxa de sobrevida de apenas 50% em 5 anos. Os carcinomas podem se
desenvolver diretamente de células epiteliais normais ou a partir das desordens
potencialmente malignas, as quais envolvem as hiperplasias e as displasias. Para
que estas lesbes se desenvolvam é necessario que nutrientes e oxigénio sejam
disponibilizados, o que ocorre a partir da formacédo de uma nova vasculatura. Este
processo, denominado angiogénese, € complexo e envolve a regulacdo de
diferentes fatores indutores, como as moléculas Angiopoetina 1 (ANG1) e
Trombospondina 1 (TSP1), cuja acéo pode ser influenciada tanto pelas células de
origem epitelial quanto pelos componentes do microambiente da lesédo. O objetivo
deste projeto foi descrever o perfil de expressdo das moléculas angiopoetina 1 e
trombospondina 1 em biépsias de desordens potencialmente malignas e em
carcinoma espinocelular oral. A amostra foi composta por biopsias de pacientes
gue apresentaram diagnostico de hiperplasia (n=6), displasia epitelial leve (n=7),
displasia epitelial severa (n=15), carcinoma espinocelular oral grau 1 e 2 (h=13) e
3 e 4 (n=13). As laminas histolégicas foram submetidas a reacdo de
imunoistoquimica para ANG1 e TSP1, das quais foi realizada uma analise
descritiva quanto ao perfil de marcacdo tanto em epitélio quanto em tecido
conjuntivo subjacente a lesdo. Angiopoetina apresentou uma marcacao
concentrada principalmente nas células endoteliais e com leve marcacdo nas
células da camada basal do epitélio, sendo observada uma reducdo da
intensidade de marcacdo de acordo com o grau de severidade da desordem
epitelial, porém com um aumento de marcacdo em células do microambiente
tumoral. Trombospondina apresentou marcacdo heterogénea tanto em tecido
epitelial, endotelial e conjuntivo, com um aumento da marcagdo em macrofagos e
fibroblastos de acordo com a severidade da lesédo. Este perfil diferenciado de
expressdo destes marcadores do processo de angiogénese, tanto por células
epiteliais modificadas quanto por células do microambiente celular, evidencia a
necessidade de mais estudos que explorem a diversidade celular das lesdes
neoplasicas, com o objetivo de aprimorar as terapias anti-angiogénicas vigentes
para o tratamento de desordens potencialmente malignas.

Palavras-Chave: Angiopoetina, Trombospondina, Displasia, microambiente
tumoral.



ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma is the eight most common cancer and it accounts
for 90% of malignant lesions in the oral cavity, presenting a survival rate of only
50% after 5 years. Carcinomas may develop directly from normal epithelial cells or
from the potentially malignant disorders, such as hyperplasia and dysplasia.
During the carcinogenesis process, it is necessary an increase on nutrients and
oxygen supply, which occurs through the formation of new vasculature. This
process, known as angiogenesis, is complex and involves the regulation of various
inducing factors such as angiopoietin molecules 1 (ANG1) and Thrombospondin 1
(TSP1), whose action can be influenced both by epithelial cells or cells from the
lesion microenvironment . The objective of this project was to describe the
expression profile of molecules angiopoietin 1 and thrombospondin 1 in biopsies of
potentially malignant disorders and oral squamous cell carcinoma. The sample
consisted of biopsies from patients who were diagnosed with hyperplasia (n = 6),
mild dysplasia (n=7), severe dysplasia (n=15), squamous cell carcinoma grade 1
and 2 (n=13) and 3 and 4 (n=13). The histological slides were submitted to
immunohistochemical reaction to ANG1 and TSP1, which underwent a descriptive
analysis of the staining profile in both epithelium and in the underlying connective
tissue to injury. Angiopoietin showed staining mainly in endothelial cells and a
subtle staining on cells at the basal layer of the epithelium, and it was observed a
reduction in the intensity of the staining in accordance with the severity of epithelial
disorder, but with an increase of staining of cells from the microenvironment.
Thrombospondin presented a heterogeneous staining among epithelial,
endothelial, and connective tissue, with an increase in the staining on
macrophages and fibroblasts according to the severity of injury. This differential
expression profile of these markers of angiogenesis process, which was observed
in both epithelial cells and cells from the microenvironment, highlights the need for
more studies exploring the cellular diversity of neoplastic lesions, in order to
improve the existing anti-angiogenic therapies for the treatment of malignant
disorders.

Keywords: Angiopoetin, Thrombospondin, Dysplasia, tumor microenvironment
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Referencial tedrico

Epidemiologia do Céancer

O carcinoma espinocelular é responsavel por aproximadamente 90% de
todas as lesdes malignas na cavidade oral, sendo observada principalmente em
regides de labios, lingua, assoalho de boca, orofaringe e gengiva (Marocchio et
al.,, 2010). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimou o carcinoma
espinocelular oral (CEC oral) como o oitavo tipo de cancer mais comum em todo o
mundo em 2014 (Tsantoulis et al., 2007). Anualmente mais de 500.000 casos de
cancer de cabeca e pescoco sdo diagnosticados, sendo 50.000 apenas nos
Estados Unidos, sendo o sexto mais comum nesse pais em 2013 (Arnaoutakis et
al., 2013). Dados do Instituto Nacional do Céancer (INCA) estimam mais 15.290
novos casos de céncer de boca (11.280 em homens e 4.010 em mulheres) no
Brasil no ano de 2014, sendo que, para o estado do Rio Grande do Sul, a
previsdo foi de 15,49 novos casos entre os homens e 3,4 entre as mulheres para

cada 100.000 habitantes.

Carcinogénese

Os CEC orais podem se originar a partir de uma alteragdo direta das
células epiteliais normais em tumorais, ou gradativamente, através das desordens
potencialmente malignas. As razdes que levam ao desenvolvimento destas lesdes
sdo multifatoriais e envolvem fendémenos quimicos, fisicos e/ou biolégicos, os
quais ocasionam inicialmente alteracdes proliferativas e tardiamente alteragbes
invasivas. Um grande numero de casos de CEC oral est4 associado ao consumo

de tabaco e alcool onde os dois fatores possuem um efeito sinérgico, visto que o



alcool atua como agente permeabilizador da mucosa oral permitindo a penetracao
de carcindégenos contidos no cigarro, aumentando em até 7 vezes 0O frisco
recorrente (Hillbertz et al., 2012). Esses agentes carcinogénicos do tabaco podem
originar adutos no DNA, os quais sdo adicdo de substancias resultantes da
detoxificacdo celular nas bases que formam o acido nucléico, alterando estrutura
génica e causando mutacdes (Loureiro et al.,, 2002). Se a mutagéo resultar em
perda da funcéo de gene p53, o qual codifica uma proteina supressora de tumor,
ocorrerd falhas na regulacdo do ciclo celular e na inducdo da apoptose,
resultando em aumento da atividade proliferativa (Klozar et al., 2010). Pelo menos
75% dos canceres orais podem ser evitados com diminuicdo/cessacéo do uso do
tabaco, sendo que o risco € diminuido proporcionalmente ao tempo de abandono

do habito(Warnakulasuriya et al., 2010).

A exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV), principalmente em regifes de
labio, € outro fator envolvido na carcinogénese, devido ao aumento da taxa de
mutacdes no DNA causado pela transferéncia de energia para as células durante
a duplicacdo do material genético no ciclo celular (Clydesdale et al., 2001). Esta
transferéncia de energia causa a formacao de dimeros de pirimidinas, ou seja,
duas bases iguais se unem lateralmente durante o processo de duplicacao,
fazendo com que essa fita se dobre, alterando a sequéncia e assim provocando
uma mutacdo. Se a mutacdo nao for corrigida pode ocorrer ativacdo do proto-
oncogene RAS, induzindo a proliferacao celular (Clydesdale et al., 2001; Klozar et
al., 2010). Ja entre os fatores biolégicos, o papiloma virus (HPV) é visto como
principal desencadeador de cancer em ndo fumantes e ndo alcoolistas (Jerjes et

al., 2012; Rivera e Venegas, 2014) Durante o processo de infec¢éo viral, o virus



se utiliza do material genético do hospedeiro integrado ao seu para controlar seu
ciclo celular. Quando existe uma infec¢do persistente, o préprio virus pode perder
controle sobre a expressao de seus genes e estes comecam a produzir proteinas
virais que irdo degradar a proteina p53 e inativar a proteina retinoblastoma, o que
leva a uma desregulacéo do ciclo celular e ao aumento da proliferacéo celular que
pode levar a malignidade (Klozar et al., 2010; Hillbertz et al., 2012; Sasahira et al.,

2014).

A prevencao e o diagnostico precoce sao fundamentais visto que a taxa de
sobrevida de pacientes com carcinomas espinocelulares orais é de apenas 50%
apos 5 anos (Rivera e Venegas, 2014). Entretanto, o diagndstico clinico
geralmente é tardio, uma vez que ocorre quando as lesBes malignas ou as
desordens potencialmente malignas ja apresentam um tamanho que permitem a
sua visualizacdo macroscopica. O desenvolvimento de estratégias moleculares
que permitam o diagndstico precoce e o rastreamento de popula¢cdes com maior
risco de desenvolver estas alteracBes € fundamental do ponto de vista preventivo.
Entretanto, os caminhos moleculares que levam as alteracdes proliferativas e/ou
invasivas de um epitélio normal em desordem potencialmente maligna e/ou
carcinoma, ainda sado pouco conhecidos (Vairaktaris et al., 2008; Kumar et al.,
2013) Diversos pesquisadores tém se concentrado em estudos moleculares destas
lesbes tendo os disturbios cromossémicos como principal alvo (William Jr, 2012).
Fatores como alteracdes na regulacdo de oncogenes e genes supressores de
tumor, polimorfismos génicos, o processo inflamatorio e os mecanismos de
angiogénese também podem estar relacionados com o desenvolvimento e o

avanco do cancer oral (Feinberg et al., 2006). A investigagdo desses fatores tem
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sido incentivada, pois pode levar a uma nova perspectiva tanto na prevencao
quanto no tratamento destas lesdes. Por exemplo, as terapias anti-angiogénicas
visam a diminuir a vascularizacdo das lesdes o que, em teoria, levaria a uma
diminuicdo das lesdes orais (Giuliano e Pagés, 2013). Entretanto, muitas destas
estratégias moleculares tém falhado principalmente devido a heterogeneidade
celular observada nos diferentes estagios da lesdo, o que torna necessario o
entendimento da evolucdo destes marcadores de acordo com o nivel de

diferenciacao da leséo.

Organizacgéao do epitélio normal

A cavidade oral é revestida por um epitélio, o qual é composto de células
justapostas dispostas em multiplas camadas e que se comunica entre si através
de juncdes intercelulares. Estas células estdo separadas do conjuntivo por uma
lamina basal, que tem a funcdo de sustentar este epitélio e permitir a passagem
seletiva de moléculas. A nutricdo do epitélio é proveniente dos vasos sanguineos
presentes no tecido conjuntivo subadjacente. Em condi¢cbes fisiolégicas, as
células epiteliais da camada basal se multiplicam e se diferenciam mantendo a
integridade e a funcionalidade do tecido, sendo que a espessura do epitélio é
mantida pelo equilibrio entre a taxa de proliferacdo e de perda de células da
camada apical (Muthu Rama Krishnan et al., 2010). Quando esse epitélio sofre
agressoes, agudas ou cronicas, pode acumular mutacdes génicas que levam a
um desequilibrio nesta homeostase proliferativa, podendo se tornar uma
desordem potencialmente maligna (Tanaka e Ishigamori, 2011; Lamouille et al.,

2014).
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Desordens Potencialmente Malignas

Desordens potencialmente malignas orais séo lesdes que, se nao tratadas
e acompanhadas, podem evoluir para o cancer. Essas lesdes séo relativamente
comuns e vém sendo investigadas como um possivel e importante fator a ser
considerado na luta de prevencdo e combate ao cancer bucal (Van Der Waal,
2014; Carreras-Torras e Gay-Escoda, 2015). Mais de 90% dos CEC orais
evoluem de lesBes potencialmente malignas ou de condicbes potencialmente
cancerizaveis (Liu et al., 2012). O diagndéstico precoce é importante, visto que as
taxas de evolucdo para lesdes malignas podem alcancar numeros de 17%
(Amagasa et al., 2011), valor que tem aumentado em um periodo de 7 anos
(Carnelio et al., 2011). Contudo os mecanismos envolvidos nessa transformacao
ainda ndo sdo bem compreendidos (William, 2012), o que dificulta o
desenvolvimento de estratégias moleculares para diagnéstico precoce e o

rastreamento destas lesdes em populacdes de maior risco.

Clinicamente, entre as desordens potencialmente malignas, destacam-se
as leucoplasias, as quais sao lesdes localizadas na mucosa oral, facilmente
detectaveis através de diagnoéstico clinico, e que apresentam uma cor
predominantemente branca, podendo ter borda definida e um aspecto liso com
fissuras na superficie de queratina (Carnelio et al., 2011; Yardimci et al., 2014).
Algumas lesdes mais vascularizadas podem apresentar sangramento (Zarei et al.,

2007).

Histologicamente, essas lesdes podem apresentar diferentes niveis de
alteracdo epitelial, as quais sdo classificadas em hiperceratose, hiperplasia e

displasia epiteliais e carcinoma in situ (Zarei et al., 2007; Yardimci et al., 2014). As
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hiperceratoses e as hiperplasias epiteliais ndo-displasicas estdo entre as

ocorréncias mais comuns entre os diagnosticos histolégicos das leucoplasias e séo
caracterizadas por variacdes na forma, no tamanho e no nimero das células do
tecido epitelial, ocasionando um espessamento do mesmo(Wenig, 2002). Ja as
displasias epiteliais, que estdo mais susceptiveis a se transformar em um céancer
oral, sdo caracterizadas por uma proliferacdo da camada epitelial seguida por
uma subsequente degradacao da lamina basal (Rivera e Venegas, 2014). Devido
as taxas de proliferacdo alteradas, podem ser observadas microscopicamente
alteracdes no epitélio como: estratificacdo epitelial irregular, hiperplasia da
camada basal, projecdes epiteliais em forma de gota, aumento do numero de
figuras mitéticas, perda da polaridade das células da camada basal, aumento da
razao nucleo-citoplasma, polimorfismo nuclear, hipercromatismo nuclear, aumento
do tamanho dos nucléolos, ceratinizacdo de células isoladas ou em grupos na
camada celular espinhosa e reducéo da aderéncia intercelular. De acordo com a
graduacdo de alteracdes estruturais e citoldgicas causadas por esta proliferacao

descontrolada, as displasias sao classificadas em (i) displasia leve: quando duas

caracteristicas histolégicas estao presentes; (ii) displasia moderada: quando duas

a quatro das caracteristicas estdo presentes; (iii) displasia severa: quando cinco

ou mais das caracteristicas citadas estdo presentes (Rivera e Venegas, 2014;

Dionne et al.,, 2015). No carcinoma in_situ, o epitélio apresenta todas as

caracteristicas celulares citadas anteriormente, porém sem 0 rompimento da

lamina basal e a invasao do tecido conjuntivo subjacente (Wenig, 2002).
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Carcinoma espinocelular

O carcinoma espinocelular é caracterizado microscopicamente pela
presenca de todas as caracteristicas histopatoldgicas citadas nas desordens
potencialmente malignas, porém acompanhadas de uma invasdo do tecido
conjuntivo pelas células tumorais, a qual pode ocorrer sob a forma de lencais,
ninhos e/ou corddes celulares. A presenca de eventos microscépicos como, por
exemplo, as pérolas de queratina, sdo usadas para determinar o grau de
diferenciagao do tumor, sendo considerados os tumores mais diferenciados como
menos agressivos (Bryne et al.,, 1992; Sawazaki-Calone et al.,, 2015). Os
carcinomas sdo graduados em 4 niveis, sendo o parametro mais usual a
graduacdo do fronte de invasdo. De acordo com os critérios de Bryne,
estabelecidos em 1992 (Bryne et al.,, 1992) o carcinoma de grau | ou bem
diferenciado contém menos de 20 % de células indiferenciadas; grau Il ou
moderadamente diferenciado com menos de 50% das células indiferenciadas;
grau lll ou pouco diferenciado com menos de 75% das células indiferenciadas e;
grau IV ou pleomorfico com mais de 75% de células indiferenciadas (Akhter et al.,
2011). Também é utilizado o sistema TNM onde sao levados em conta o tamanho
do tumor (T), se existe ou ndo metastase nos linfonodos (N) e metastase a
distancia (M). A partir do cruzamento destes parametros, origina-se a graduacgao
dos carcinomas espinocelulares orais e desenha-se um possivel prognéstico do

paciente (Patel e Shah, 2005).

Microambiente tumoral

Durante muito tempo o cancer foi considerado como um processo em que

células autbnomas, com uma série de alteracbes genéticas e epigenéticas, se



14

desenvolvem e progridem independentes do meio em que estédo inseridas (Li et
al., 2015). Contudo evidéncias mostram que o tumor se utiliza de todo o
microambiente em que esta inserido, onde além das células tumorais outros
grupos celulares interagem formando o denominado microambiente tumoral
(Koontongkaew, 2013). As principais células que irdo formar esse microambiente
tumoral sdo: fibroblastos; fibroblastos associados ao tumor; miofibroblastos,
células de mausculo liso; células endoteliais; pericitos; macréfagos entre outras
células do sistema imune (Rivera e Venegas, 2014). O tumor explora seu
ambiente tumoral fazendo com que ele libere citocinas que irdo regular outras
funcdes necessarias ao tumor (Weis e Cheresh, 2011). Alteracbes no
microambiente podem ser observadas desde estagios iniciais das desordens
potencialmente malignas e incluem um aumento da formacédo dos vasos

sanguineos, o qual é denominado angiogénese (Weis e Cheresh, 2011).

Angiogénese

Para um tecido sadio crescer sdo necessdarias algumas condicdes
favoraveis, entre elas demandas metabdlicas como suprimento de oxigénio e
suporte nutricional que sao disponibilizados através de vasos sanguineos
(Bridges e Harris, 2011). O crescimento desses vasos € denominado angiogénese
que é um termo comumente chamado para o0 processo que se refere ao
crescimento de vasos ou a ramificagdo a partir de pré-existentes (Weis e
Cheresh, 2011; El-Kenawi e ElI-Remessy, 2013; Gacche e Meshram, 2013). Em
casos de lesdes malignas, a angiogénese nao sO favorece o crescimento e a
progressdo do tecido tumoral, como também contribui para a invasdo e

metastase, sendo considerada como um importante indicador de progndstico
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(Weis e Cheresh, 2011; Kaur e Bajwa, 2014). Durante a progressao de tumores
malignos, entre eles o CEC oral, ocorre um aumento significativo da densidade
microvascular e do perfil de maturacdo de vasos, fazendo com que o perimetro e
a forma desses vasos sejam diferentes dos encontrados em tecidos normais (Li et
al., 2013). A densidade de microvasos pode ser relacionada como um fator de
expressao angiogénico, de crescimento tumoral e de ocorréncia de metastase. A
angiogénese tem papel muito importante, tanto no desenvolvimento do cancer,
gquanto na metastase (Carmeliet, 2005), assim como o0 aumento da
microvascularizacéo esté relacionado com uma diminui¢cdo do tempo de vida livre

de doenca e de sobrevida global (Koh, 2013).

A angiogénese ou fenétipo angiogénico € o resultado do equilibrio alterado
entre 0s reguladores positivos e negativos gerando uma nova vascularizacao
(Anisimov et al., 2013). Os vasos sanguineos sdo classificados em capilares,
artérias e veias, 0s quais todos sao revestidos internamente por uma cada de
endotélio, sendo que as artérias e veias possuem uma camada subsequente de
musculo liso e uma camada externa de tecido conjuntivo. Adicionalmente, os
pericitos sdo células encontradas ao redor das células endoteliais, e tém a funcéo
principal de estabilizar o vaso sanguineo, principalmente em capilares. Quando
existe um estimulo angiogénico, ocorre um destacamento dos pericitos, seguido
pela proliferacdo das células endoteliais e a formagdo de uma “tip-cell’, a qual é
uma célula endotelial que desenvolve projecdes de membrana (lamelipddios) e
comeca a migrar em direcdo ao estimulo angiogénico. A tip cell, através de
juncBes célula-célula, traciona as células endoteliais remanescentes levando a

formacéo de tubos (stalk elongation) contendo um lumen central que pode sofrer
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ramificacfes. Durante este processo, 0s pericitos e as células musculares lisas
sdo recrutados para envolver esse novo vaso e estabiliza-lo (Carmeliet, 2005;
Adams e Alitalo, 2007; Potente et al., 2011; Welti et al., 2013; De Lima et al.,

2014).

Assim que o tumor atinge poucos milimetros de tamanho, a concentracao
de oxigénio disponivel diminui, levando a ativacdo do fator induzido por hipdxia
(Weis e Cheresh, 2011). Apés este estimulo, as células tumorais secretam
diferentes fatores reguladores como VEGF (fator de crescimento do endotélio
vascular), FGF (fator de crescimento de fibroblasto), TGFpB-1 (fator de crescimento
transformante), PDGF (fator crescimento derivado de plaquetas), PIGF (fator de
crescimento placentario), ANG-1 (angiopoetina 1), TSP-1 (trombosbondina 1) e as
MMPs (metaloproteases), que controlam as diferentes etapas da angiogénese.
Dentre os fatores citados anteriormente o VEGF € o mais pesquisado em diversos

tipos de tumor (Hoff e Machado, 2012; Welti et al., 2013).

A aplicacdo experimental de terapias anti-angiogénicas, utilizando células
endoteliais isoladas de capilares ou de vasos de maior calibre, tém trazido
grandes esclarecimentos sobre a biologia celular e molecular da angiogénese,
levando a descobertas sobre o potencial anti-angiogénico dos seus componentes
(Yoo e Kwon, 2013). A principal ideia por trds das terapias anti-angiogénicas é
deter o crescimento da neovascularizagdo e promover a destruicdo o tumor por
hipoxia (Zulato et al., 2012; Giuliano e Pages, 2013). O principal foco das
investigacoes sobre terapias anti-angiogénicas foi fator de crescimento endotelial
(VEGF), por este exercer um papel essencial entre a angiogénese fisiolégica e

patologica (Shojaei, 2012; Giuliano e Pages, 2013). Entretanto, outros fatores
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regulatorios desempenham papel importante neste processo, como as moléculas

angiopoetinas e trombospondinas (Yao et al., 2000; Monk et al., 2014).

Angiopoetinas

As angiopoetinas sao citocinas que atuam como fatores de crescimento
endotelial especifico, secretadas por células perivasculares, como pericitos e
células de musculo liso (De Palma e Naldini, 2011), porém seu papel na
angiogénese ainda € pouco descrito. Expressas em muitos tecidos adultos e
durante o desenvolvimento, acredita-se que as angiopoetinas atuam na
maturacdo vascular. A Angiopoetina 1 (Angl) € um dos membros mais descritos
desta familia. A Angl atua nas células endoteliais através de interacdo com um
receptor Tie 2 (Loughna e Sato, 2001; Brunckhorst et al., 2014). E responsavel
pela sobrevivéncia, proliferacdo a maturacdo e formacdo do limen dos novos
vasos e a quiescéncia das células endoteliais (Fagiani e Christofori, 2013; Alfieri
et al., 2014). Os receptores Tie sdo expressos em células endoteliais, sanguineas
e linfaticas bem como em determinados macrofagos e fibroblastos (Fagiani e
Christofori, 2013; Brunckhorst et al., 2014). Sua expressdo aumenta durante a
resposta inflamatoria (Khan et al., 2014) e na vascularizacdo provocada pelo
processo de angiogénese tumoral, 0 que sugere a sua participagdo na
neovascularizacdo deste tecido (Roodink e Leenders, 2010). Na presenca da
Angl, os receptores Tie-2 se deslocam para as junc¢des célula-célula, onde
regulam complexos proteicos que atuam na sobrevivéncia, estabilidade e fungcbes
anti-inflamatérias promovidas pelas células endoteliais (Eklund e Saharinen,

2013).
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Trombospondina

A trombospondina foi o primeiro inibidor endégeno de angiogénese
descoberto (Rosca et al., 2011). E uma glicoproteina multifuncional sintetizada por
plaquetas, macréfagos, mondcitos, células de musculo liso, endoteliais ou
tumorais (Bonnefoy et al., 2008) e pode interagir com diversas estruturas, dentre
elas outras proteinas e componentes da matriz extracelular, receptores de
células, fatores de crescimento, citocinas e proteases (Resovi et al., 2014). As
trombospondinas do tipo 1 sdo potenciais inibidoras da angiogénese por atuarem
de maneira direta na sobrevivéncia e apoptose de células endoteliais e como
antagonista do VEGF(Lawler e Lawler, 2012). A TSP-1 contém muitos dominios
funcionais e, devido a sua capacidade de ligagdo com varias estruturas, entre
elas, proteinas de matriz e células de superficie, essas glicoproteinas participam
de diversos processos bioldgicos, tais como: proliferagcdo, crescimento e
mobilidade celular, organizacdo do citoesqueleto, cicatrizacdo, desenvolvimento e
diferenciacdo celular. Entretanto, desempenha um papel contraditério no
desenvolvimento e na progressao do cancer (Yao et al., 2000; Lawler e Lawler,
2012). A TSP-1 inibe a proliferacdo e migracdo das células endoteliais
contribuindo para a quiescéncia vascular evitando o crescimento de uma
neovasculatura e sua expressao esta inversamente ligada a malignidade (Detmar,
2000). Entretanto, também pode estar associada a progressao e invasao de
determinados tumores, pois ativa TGF-beta, que leva ha um aumento na transicédo
epitélio-mesénquima e em consequéncia a migracao celular(Jayachandran et al.,

2014).
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Uma vez que: 1- o processo de angiogénese envolve uma vasta gama de
moléculas estimulatérias (ex.. ANG1) e inibitérias (ex.: TSP1l) as quais sao
secretadas por diferentes tipos celulares e; 2- durante o desenvolvimento tumoral
ocorre uma maior demanda de nutrientes e oxigénio, € possivel que as células
tumorais e/ou do microambiente tumoral adquiram caracteristicas angiogénicas

diferenciadas, cuja expressao varia de acordo com a agressividade da leséo.
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Objetivo geral
Analisar a expressdo das proteinas envolvidas na angiogénese em lesdes

potencialmente cancerizaveis e no carcinoma espinocelular.

Objetivo Especifico
Descrever o perfil de expressdo da molécula Angiopoetina 1 em amostras
de hiperplasia, displasia leve, displasia severa e carcinoma espinocelular de grau

I/l e V.

Descrever o perfil de expressdao da molécula Trombospondina 1 em
amostras de hiperplasia, displasia leve, displasia severa e carcinoma

espinocelular de grau I/1l e HI/1V.
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Materiais e Métodos

Amostra

O protocolo de pesquisa estd de acordo com a resolugdo 466/2012 do
Conselho Nacional de Pesquisa (CONEP) para pesquisa em seres humanos e foi
aprovado no comité de ética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul sob o

numero CAE 32321514.5.0000.5347.

A amostra foi composta de 54 pacientes que buscaram atendimento no
Centro de Especialidade em Odontologia (CEO) da Faculdade de Odontologia da
UFRGS ou que tiveram diagnostico realizado pelo setor de Patologia da
Universidade entre os anos de 1979 e 2009. Foram obtidas dos prontuarios
desses pacientes informacfes como: sexo, idade, etnia e localizacédo da lesdo. Os
diagnésticos foram confirmados por dois patologistas experientes e quando houve
divergéncia um terceiro realizou a avaliacdo. A classificacdo das desordens
potencialmente malignas utilizou os critérios de Barnes et al (2005) (Barnes et al.,
2005), enquanto que os carcinomas espinocelulares orais foram classificados de

acordo Bryne et al 1992. (Bryne, 1992).

Imunoistoquimica

Os cortes parafinados de 3um de espessura foram colocados em estufa
(1h, 60°C) e, em temperatura ambiente (TA), imersos em xilol (2x 10 min), alcool
(2x 5 min) e reidratados com PBS. Em seguida foi realizado o bloqueio da
peroxidase endégena com metanol+H,0, (9/1, 10 min) e lavado em PBS + triton
X100 0,1% (3x5min) (PBST). O corte foi submetido a bloqueio dos sitios

inespecificos com soro de cabra (1:10, 1h), lavados em PBST e incubados com
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anticorpo primario, overnight na geladeira diluido em PBST (anticorpos anti-
Angiopoetina e anticorpos anti-Trombospondina, diluicdo 1:100, R&D System,
Minneapolis, US). Apds incubacéo, os cortes foram lavados em PBST (3x5 min),
incubados com anticorpo secundario biotinilado (1:200, 2h, TA), novamente
lavados (PBST, 3x5min) e tratados com o complexo estreptavidina- peroxidase
(Jackson Labs) por 1 h a TA. A atividade da peroxidase foi revelada usando
Diaminobenzidina (DAB) 0,05% (Dako) diluido em Tris-HCI 50mM (pH 7,4) por 5
min. A amostra foi desidratada (etanol, 3x10min, xilol 3x10min) e montada em

resina.

Andlise das rea¢fes de imunoistoquimica

Foi considerada a marcacdo da expressdo da Angiopoetina 1 e da
Trombospondinal em células endoteliais, tecidos epitelial e conjuntivo e em
outros grupos celulares, como fibroblastos e células inflamatérias. De cada
lamina, foram obtidas 10 fotos, sendo 5 correspondentes a regido de epitélio e 5
do conjuntivo adjacente. Todas as imagens foram obtidas com um aumento de
400x com uma camera de 5 megapixels (CMOS Bioptika) e o software I1Scapture
3.6.7 e posteriormente passaram por uma edicao linear de contraste e brilho com
o auxilio do programa ImageJ para uma melhor analise da marcacdo dos
anticorpos. A partir das imagens foram realizados painéis para cada leséo, os
quais serviram como base para a descricdo do perfil de marcacdo de cada

anticorpo.



Resultados

Descricdo da amostra

anos e de cor branca, sendo o sitio mais atingido foi a lingua seguida pelo
assoalho de lingua e palato para todas as lesGes analisadas. Os dados de
consumo de alcool e habito de fumar ndo foram informados na maioria dos

prontudrios. A amostra foi dividida de acordo com o tipo de lesdo, como descrito

na tabela 1.

A maioria dos pacientes foi do sexo masculino, com idade entre 30 e 60

Tabela 1: Dados epidemioldgicos dos pacientes participantes da pesquisa

Carcinoma
. . Moderada Grau
Hlpﬁr:plé'ma Lne:v7e ou severa Gr:s;lulléll v
n=15 n=13
M - 5 7 9 10
Sexo F 6 2 7 4 3
NI - - 1 - -
<30 1 0 2 0 0
Idade >30 <60 3 5 9 7 7
>60 2 2 2 5 4
N.I. - - - 1 1
branca 4 6 10 10 9
. negra 2 - 3 2 1
Etnia N ; 1 2 1 3
parda
Sim 1 2 1
Alcool N&o 2
N.I. 6 6 15 11 10
Sim 1 3 3
Fumo Nao - - - 2
N.I 6 7 15 10 8
Lingua 3 2 10 2 6
Sitio M. jugal 1 0 0 0 0
da Gengiva 1 1 4 4 3
lesdo Palato - 1 1 2 2
Outros 1 3 0 5 2

N.I = ndo informado; M = mucosa
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Angiopoetina 1

Nas amostras de mucosa normal, foi observada leve marcacdo na camada
basal do epitélio e em vasos sanguineos. Nas laminas de hiperplasia (n=8) pode-
se observar uma marcacgéao intensa da proteina angiopoetina 1 em 5 casos (60%).
A marcacdo para a proteina foi observada principalmente em células endoteliais e
com uma distribuicdo difusa na camada basal do tecido epitelial (Figura 1B). Nao
foi observada marcacéo significativa, no tecido conjuntivo (Figura 1H) subjacente

nem em outros tipos celulares em todas as laminas analisadas.

Na amostra de displasia leve (n= 4), observou-se marcacéo principalmente
em células endoteliais e na camada basal do epitélio (FiguralC). Entretanto nédo

houve marcacéo no tecido conjuntivo (Figura 11) nem em outros grupos celulares.

Nas laminas com o diagndstico de displasia moderado-severa houve uma
marcacao irregular na amostra (n=13). Foi observada marcacéo intensa no
endotélio e na camada basal do epitélio (Figura 1D) em seis casos (46%),
enquanto que dois casos (15%) apresentaram leve marcacao nestes tecidos. Em
5 casos (39%) foi observada marcacédo fraca nas células endoteliais, epiteliais, a
qual foi acompanhada por uma marcagdo difusa no tecido conjuntivo, mais

precisamente, em alguns nos fibroblastos (Figura 1J).

Nos casos de carcinoma de grau I/ll (n=9), foi observada uma marcacao
intensa no tecido endotelial e no epitélio (Figura 1E) em 3 casos (33%), porém
sem envolvimento do tecido conjuntivo (Figura 1K). Nas demais laminas (6

casos,( 66%) marcacdo fraca nas células do tecido endotelial, epitelial. Destes
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casos com baixa intensidade de sinal, em 57% foi observado marcacdo em

células inflamatdrias presentes no microambiente tumoral.

Nas laminas de carcinoma grau lll/IV (n=6), em 3 casos foi observada
marcacdo fraca em células endoteliais e epiteliais (Figura 1F) porém sem
expressao em tecido conjuntivo (Figura 1L) nem em outros grupos celulares. Nas
demais laminas (3), foi observada uma marcacao forte nas células endoteliais, no
entanto 33% marcaram forte na camada basal do epitélio adjacente ao tumor e
em 67 % isso ndo ocorreu .NO conjuntivo, mais precisamente no centro do tumor

encontramos marcacao em células inflamatorias.

De acordo com os resultados, a distribuicdo da proteina angiopoetina 1
esteve concentrada principalmente nas células endoteliais e com leve marcacao
nas células da camada basal do epitélio. Nas células endoteliais, observou-se
uma reducéo da intensidade de marcacédo de acordo com o grau de severidade
da desordem epitelial. Em uma das situacfes (carcinoma grau /1), foi observada

marcacao de células inflamatérias.
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Padrdo de expressao Angiopoetina 1

Figura 1. Marcacao de imunoistoquimica para Angiopoetinal. Figuras A-F tecido
epitelial; Figuras G-L tecido conjuntivo. Bidpsias de mucosa normal (A e G),
hiperplasia (B e H), displasia leve (C e 1), displasia moderada/severa (D e J),
carcinoma espinocelular grau I/ll (E e K) e 1lI/IV (F e L). CN=Controle Negativo.

Aumento = 400x.
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Trombospondina 1

Nas amostras de mucosa normal, ndo foi observada marcacdo de
trombospondina na camada basal, mas esteve presente em algumas células
endoteliais. Nos casos de hiperplasia (n=5) foi observada uma marcacéao intensa
em 4 casos (80%), sendo que estava espalhada pelas camadas do epitélio e no
nacleo. No tecido conjuntivo ocorreu uma marcacdo em 60 % das amostra (3

laminas), sendo observada principalmente em fibroblastos e macréfagos.

Nas laminas de lesOes epiteliais com displasia leve (n=7), foi observada
marcagcdo em epitélio em 100% da amostra, sendo mais intensa na camada
basal. Ja o endotélio apresentou marcacao fraca em 6 casos (85%). A andlise do
tecido conjuntivo foi positiva para 4 casos (57%), sendo observada tanto em

fibroblastos quanto em macrofagos.

Nos casos de displasia severa (n=7) tivemos marcacao no tecido epitelial
em 5 casos (70%), principalmente na camada basal. O endotélio e o tecido
conjuntivo apresentou marcacdo em 3 casos (43%), sendo detectado em

fibroblastos e macréfagos.

Na amostra referente aos casos de carcinomas de tipo | e Il (n=13) a
expressao de trombospondina foi detectada no tecido epitelial e conjuntivo em
100% dos casos, sendo a marcacdo mais fraca no conjuntivo que no epitélio. No
tecido endotelial a expressao da proteina ocorreu apenas em 4 casos (30%). Os
tipos celulares mais frequentes foram macréfagos (10 casos ou 77 %) e

fibroblastos (46%).
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A amostra de carcinomas tipo Ill/IV (n=11) a expressdo da proteina no
tecido epitelial foi detectada em 10 casos (91%), sendo que 1 caso (10%)
apresentou marcacao fraca; em 7 casos (70 %) apresentou marcacao difusa em
todo o tecido porém com mais intensidade na camada basal; e em 2 casos (20%)
observou-se marcacdo homogénea intensa em todo o epitélio. No tecido
conjuntivo, a marcacao foi observada principalmente em macréfagos (39%),

fibroblastos (30%) e outras células inflamatérias (23%).

De acordo com os resultados, trombospondina apresentou marcagao
evidente em células epiteliais com leve marcacdo em endotélio. Com o aumento
da malignidade da lesdo, observou-se marcacao para trombospondina 1 tanto em

fibroblastos quanto em macrofagos.
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Padrdo de expressdo Trombospondina 1

Figura 2. Marcacdo de imunoistoquimica para Trombospondinal. Figuras A-F
tecido epitelial; Figuras G-L tecido conjuntivo. Bidpsias de mucosa normal (A e G),
hiperplasia (B e H), displasia leve (C e I), displasia moderada/severa (D e J),
carcinoma espinocelular grau I/l (E e K) e lll/IV (F e L). Controle Negativo (CN)
Aumento = 400x.
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Discussao

O carcinoma espinocelular oral pode ser considerado um problema de
saude publica devido a alta incidéncia na populagédo(Tsantoulis et al., 2007).
Dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimam mais de 15.290 novos
casos de cancer de boca no Brasil no ano de 2014, com uma predominancia de
casos em individuos do sexo masculino com idade entre 30 e 60 anos sendo o
sitio mais atingido a lingua. Ja as desordens potencialmente malignas, seguem o
mesmo perfil, com a diferenca de a mucosa jugal ser considerada o sitio
anatbmico mais comum. Em nosso estudo, foi observado que as desordens
potencialmente malignas sdo mais recorrentes em individuos do sexo feminino e
de etnia branca, tendo a lingua como principal sitio, porém quando observamos
apenas os carcinomas esse perfil muda, onde a maioria das lesbes ocorre no
sexo masculino. Em relacdo a faixa etaria, a grande maioria dos pacientes tem
entre 30 e 60 anos, tanto para as desordens potencialmente malignas quanto o
carcinoma espinocelular, o que segue os padroes mundiais (Johnson et al., 2011).
O sitio mais afetado foi a lingua, sendo o rebordo o local com mais incidéncia e
em seguida o palato e o assoalho de boca, 0 mesmo demonstrado por Amagasa
et al (2011), entretanto o segundo sitio mais comum foi o assoalho de boca

(Amagasa et al., 2011) e nao o palato.

O desenvolvimento do processo de carcinogénese esta relacionado a
fatores fisicos, quimicos e biologicos, sendo o fator etiolégico mais comum o
cigarro. Entretanto, os dados sobre tabagismo e consumo de alcool ndo foram

considerados neste estudo, pois poucos prontuarios tinham essas informacoes, o
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gue evidencia a necessidade de um maior cuidado por parte dos profissionais no

momento da anamnese dos pacientes.

Além dos fatores etiolégicos, alteracdes no microambiente em que as
células se encontram, podem propiciar a inducao e a propagacao das alteracfes
celulares observadas durante a carcinogénese. O microambiente tumoral € um
processo controlado pelas células tumorais onde ele recruta uma série de outros
grupos celulares para criar um ambiente favoravel ao seu desenvolvimento,
dentre essas células endoteliais, fibroblastos e do sistema imune, principalmente
macrofagos (Rivera e Venegas, 2014). Os fibroblastos associados ao tumor
(CaFs, siglas em inglés) sao as células mais abundantes no estroma tumoral e
promovem a progressado do cancer por estimulagdo de crescimento, migracdo e
invasdo de células epiteliais e da remodelacdo da matriz extracelular (Rivera e
Venegas, 2014; Li et al., 2015). J4 os macréfagos podem ter papéis distintos no
microambiente tumoral, por apresentar duas variantes, o macréfago do tipo 1 (M1)
que possui perfil pro-inflamatério, ou seja antitumoral e o macréfago tipo 2 (M2)
que tem perfil anti-inflamatério e pro-tumoral (Hao et al., 2012). Estudos ja
demonstraram que a angiopoetina tem a capacidade de regular a diferenciacao
de macréfagos (Seok et al., 2013). No nosso estudo encontramos um aumento de
células do sistema imune, mais precisamente macrofagos e também de
fibroblastos a medida que as lesbes aumentavam sua malignidade, como o que
foi demonstrado por Joyce e Pollard em 2009 (Joyce e Pollard, 2009). E possivel
que a predominancia de um destes subtipos celulares possa interagir e alterar o

comportamento das células epiteliais e/ou tumorais, 0 que mostra a necessidade
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de mais estudos para caracterizacdo do perfil imunoldgico das células presentes

neste microambiente.

Uma possivel agdo deste microambiente tumoral seria a indugdo da
angiogénese. O processo de formagdo de vasos ocorre naturalmente no
desenvolvimento embriondrio do ser humano, onde recebe o nome de
vasculogénese. Quando o desenvolvimento destes neovasos acontece a partir de
vasos pré-existentes recebe o nome de angiogénese (Carmeliet, 2005). Para que
0 tumor possa se desenvolver ele necessita de uma demanda de oxigénio e
nutrientes, e consequentemente de vasos sanguineos para ter acesso a essa
demanda. Diante desse quadro o tumor com o auxilio do microambiente

estabelecido por ele, estimula a angiogénese (Weis e Cheresh, 2011).

Para que ocorre a formacdo de novos vasos, as células tumorais secretam
uma série de fatores angiogénicos, dentre elas as angiopoetinas que se ligam em
receptores Tie2 que estdo presentes nas células endoteliais e também em
fibroblastos (Brunckhorst et al., 2014). Segundo Chien et al. (2008), a marcacao
de angiopoetina em carcinomas espinocelulares orais se apresenta de maneira
intensa em células epiteliais o que vem de encontro aos nossos resultados
(Chien et al., 2008). Podemos observar no nosso estudo que as angiopoetinas
estdo presentes no endotélio das lesdes mais iniciais do processo carcinogénico e
isso acontece em outros tipos de tumor como glioblastomas, cancer de pulmao,
carcinoma hepatocelular e gastrico, sarcoma de Kaposi, angiosarcoma,
neuroblastoma e tumor de tiredide (Metheny-Barlow e Li, 2003). Essa marcacao
se torna menos evidente na medida em que as lesdes se tornam mais graves,

isso se deve provavelmente ao fato de angiopoetina atuar nos momentos iniciais
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da angiogénese. No inicio do processo de malignizacdo, quando analisados
outros grupos celulares, como macrofagos e fibroblastos, temos uma crescente
evidéncia dessa expressdo, provavelmente relacionada com o papel da
angiopoetina na manutencdo do microambiente tumoral (Patel et al., 2013;

Brunckhorst et al., 2014).

As terapias anti-angiogénicas tem como objetivo diminuir ou até eliminar o
suprimento de nutrientes e oxigénio do tumor para que ele regrida seu
desenvolvimento (Vasudev e Reynolds, 2014). Trombospondina foi o primeiro
fator anti-angiogénico descoberto, por ser um antagonista de VEGF (Qin et al.,
2014), porém existem evidéncias de que pequenas quantidades podem resultar
em um perfil pré-angiogénico (Szabo, 2015). Adicionalmente, trombospondina
pode ajudar na progressao e invasdo tumoral por ativar a transicdo epitélio-
mesénquima em melanomas (Jayachandran et al., 2014). Em nosso estudo
observamos uma forte marcacédo nas células da camada basal do epitélio o que
poderia indicar um inicio de transicdo epitélio-mesénquima. Também foi
observada marcacdo em fibroblastos em muitos dos casos dos pacientes com
carcinoma o que indica que as células desse tipo de cancer induzem fibroblastos
a produzir trombospondina, o que poderia promover um aumento na malignidade
do tumor (Hayashido et al., 2003). Pacientes com cancer de pulmédo, mama e
colon apresentam grande quantidade de trombospondina em seu estroma,
inclusive pacientes de céncer de cabeca e pescoco (Wang et al., 1995). Os
macrofagos, 0s quais sdo um dos principais componentes do microambiente
tumoral, também apresentaram marcacdo para trombospondina, o que vai de

encontro com o que ja foi demonstrado em outros tumores (Gacche e Meshram,
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2013; Emeus et al., 2015). Contudo, o aparente papel antagbnico desta proteina
considerada anti-angiogénica fica mais evidenciada, pois esta envolvida na
ativacdo do fator de crescimento TGFB, o qual esta relacionado com a
proliferacdo e a migracdo celular(Lopez-Dee et al., 2011). Portanto, existem
evidéncias que trombospondina pode ter um papel antagbnico no processo de

carcinogénese, influenciada principalmente pelo microambiente tumoral.

O processo de angiogénese, em condicles fisiolégicas € complexo e
envolve a acdo coordenada de diferentes fatores os quais sdo secretados por
uma grande quantidade de células (Carmeliet, 2005; Adams e Alitalo, 2007,
Potente et al.,, 2011). No processo de carcinogénese, este processo apresenta
uma regulacéo alternativa. E possivel que a angiopoetina (Figura 3 A) tenha um
papel mais complexo no processo de carcinogénese do que previamente
reportado. Ficou evidente que além de seu papel principal, que € o envolvimento
com a angiogénese, essas proteinas também podem estar envolvidas em outros
eventos do desenvolvimento tumoral, ente eles a formacdo e a manutencdo do
microambiente tumoral. Também fica evidente a relacdo da trombospondina
(Figura 3B) com células do sistema imune, principalmente, tendo sua expressao
aumentada proporcionalmente a malignidade da lesdo. Entretanto, mais estudos
sdo necessarios para definir o papel destes reguladores de angiogénese na

carcinogénese oral.
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Figura 3 — Modelo proposto para o perfil de distribuicdo de Angiopoetina 1 (A) e
Trombospondina 1 (B) em amostras de mucosa normal, desordens
potencialmente malignas e carcinoma espinocelular oral. Observamos a mucosa
normal e as estruturas presentes no conjuntivo. A partir das hiperplasias
observamos o que apresentou marcacao no epitélio e no conjuntivo.
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Conclusao

A Angiopoetina 1 € observado em endotélio e em camada basal do epitélio.
De acordo com o aumento da malignidade de lesdo, ocorre um aumento de
expressdo pelas células de origem epitelial, bem como por células do

microambiente tumoral, como fibroblastos e macréfagos.

A Trombospondinal € expressa principalmente em tecido epitelial, com
leve intensidade em endotélio e em fibroblastos. Com o aumento da malignidade
da lesdo, torna-se menos evidenciada no endotélio, porém mais intensa em

células do microambiente tumoral.
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