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” O tempo muito me ensinou:

Ensinou a amar a vida,

Néo desistir de lutar,

Renascer na derrota,

Renunciar as palavras e pensamentos negativos,
Acreditar nos valores humanos,

E a ser OTIMISTA.

Aprendi que mais vale tentar do que recuar....
Antes acreditar

do que duvidar,

que o que vale na vida,

Né&o ¢é o ponto de partida

E sim a nossa caminhada”

Cora Coralina
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RESUMO

Autofagia € o processo catabdlico que ocorre nos lisossomos, e tem por
finalidade degradar os componentes celulares e proteinas que ja ndo sdo mais
funcionantes e, assim manter seu equilibrio homeostatico para sobreviverem
adequadamente em condi¢des estressantes. Diante das fungdes bioldgicas da
autofagia identificadas até hoje, a relacdo entre autofagia celular e neoplasias
esta provavelmente entre as mais estudadas, devido ao papel duplo que a
autofagia exerce sobre o desenvolvimento do cancer, podendo atuar como um
mecanismo supressor de tumor ou, podendo ser um mecanismo fundamental
para a sobrevivéncia de células neoplasicas. No entanto, em lesdes
potencialmente malignas ndo se sabe sobre o comportamento do processo
autofagico. Dessa forma, nosso estudo se propds a estudar o comportamento
da autofagia em neoplasias e em lesdes potencialmente malignas bucais e
correlacionar com os parametros clinicos e a evolugao dessas lesdes. Para tal
finalidade foi utilizado a técnica de imunoistoquimica para avaliar em amostras
de mucosa normal, leucoplasias e carcinomas espinocelulares bucais, o
percentual de células positivas para o marcador LC3-Il. Foram avaliadas 7
amostras de mucosa bucal normal, 51 leucoplasias e 120 carcinomas
espinocelulares. Para a analise de carcinomas espinocelulares foi construido
um microarranjo tecidual com 2 cilindros de cada paciente. Observamos o
aumento dos niveis de autofagia no carcinoma espinocelular bucal (p<0,001)
em relagdo aos outro grupos, porém sem associagdo com a evolugdo e
sobrevida desses pacientes. Entre as leucoplasias, observamos maior

percentual de células positivas na camada intermediaria de leucoplasias
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displasicas (p=0,0319) e na camada basal de lesbes com pior evoluagéao
(p=0,0133). Concluimos que os niveis de autofagia aumentam durante o
processo de carcinogénese bucal e estdo correlacionados com o pior

comportamento das leucoplasias.

Palavras-chave: Cancer bucal; Leucoplasia; Autofagia, LC3-l.
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ABSTRACT

Autophagy is a catabolic process to digest the cell components and proteins
that are no functional anymore. Autophagy maintains the homeostasis in order
to cells survive in stressful conditions. In view of the biological functions of
autophagy identified to date, the relationship between cellular autophagy and
neoplasia is probably among the most studied, due to the dual role that
autophagy exerts on the development of cancer. Cell autophagy can act as a
tumor suppressor mechanism, or as a key mechanism for the survival of
neoplastic cells. However, it is not known in potentially malignant lesions how
the autophagic process is controlled. Therefore, the purpose of this study is to
assess the autophagic process in oral cancer and potentially malignant oral
lesions and to correlate with clinical parameters and the evolution of these
lesions. For this purpose, the immunohistochemical technique was used to
evaluate the percentage of cells positive for the LC3-Il marker in the normal
mucosa, leukoplakia and oral squamous cell carcinoma samples. Seven
samples of normal buccal mucosa, 51 leukoplakia and 120 squamous cell
carcinomas were evaluated. For the squamous cell carcinomas analysis, a
tissue microarray with 2 cylinders of each patient was constructed. We
observed increased levels of autophagy in oral squamous cell carcinoma (p
<0.001) in relation to the other groups, however no association with the
prognosis and survival of these patients was detected. Among the leukoplakias,
we observed a higher percentage of positive cells in the intermediate layer of
dysplastic leukoplakias (p = 0.0319) and in the basal layer of lesions with worse
prognosis (p = 0.0133). We conclude that autophagy levels increase during the
process of oral carcinogenesis and are correlated with the worse behavior of
leukoplakia

Key-words: Oral Cancer; Leukoplakia; Autophagy; LC3-II.
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1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVAS

1.1 CANCER BUCAL

O cancer é considerado atualmente um problema de saude publica para o
Brasil e para os demais paises. Estima-se para a proxima década, que mais de
20 milhdes de casos novos possam surgir até o ano de 2025. Somente para o
Brasil estima-se a ocorréncia de cerca de 600 mil casos novos de cancer para

o ano de 2016 e 2017 (INCA, 2016).

O cancer de cabega e pescogo representa as neoplasias malignas das
vias aerodigestivas superiores como cavidade bucal, laringe, faringe e seios
paranasais (CASATI et al., 2012). O carcinoma espinocelular de cabeca e
pescoco é considerado o sexto tipo de cancer mais frequente no mundo (YU et

al., 2011; SIEGEL et al., 2011).

Na cavidade bucal o carcinoma espinocelular € o tumor maligno mais
frequente, representando aproximadamente 90% das neoplasias malignas que
acometem os diversos sitios anatomicos intrabucais (BRENER et al., 2007,
DRAGOMIR et al., 2010). A localizagdo anatdbmica mais comumente acometida
pelo carcinoma espinocelular bucal é o bordo posterior da lingua (além de ser a
localizagdo com as taxas mais elevadas de mortalidade), seguida pelo
assoalho bucal (BRENER et al., 2007; SIEGEL et al., 2011; HASHIM et al.,

2016).

Somente para o Brasil estima-se no ano de 2016, 11.140 novos casos de

cancer da cavidade bucal em homens e 4.350 em mulheres (INCA, 2016).
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Acredita-se que esses valores sao ocasionados por falta de conscientizacao
sobre os sintomas e causas do cancer bucal, sendo necessario uma
abordagem através da educagao publica para conseguir se reduzir o numero

de casos novos da doenga (WARNAKULASURIYA, 2009).

O céncer de boca tem como principais agentes etioldgico o tabaco, alcool,
a exposicdo a radiagdo ultravioleta e a imunosupressdo. Muitos fatores
relacionados ao estilo de vida, mas também ao meio ambiente e a genética
podem desempenhar alteragdes sistémicas no individuo e contribuir para a

carcinogénese (SCULLY; BAGAN, 2009).

O prognéstico do carcinoma espinocelular bucal depende principalmente
do tamanho do tumor, do envolvimento ganglionar, da localizagdo anatdbmica e
da escolha do tratamento (SCULLY; BAGAN, 2009). As principais formas de
tratamento para essa neoplasia sdo a cirurgia, a radioterapia, e quimioterapia
sendo que a forma de tratamento é indicada de acordo com a localizagéo do
tumor, tipo histologico e estadiamento clinico (INCA, 2001). O progndstico do
carcinoma espinocelular bucal, bem como os demais tumores €& dependente do
estadiamento do tumor (GODENY, 2014). A utilizagdo da classificagdo TNM é
um sistema mundialmente aceito para descrever a extensdo de um tumor, ela é
composta por trés analises que nomeiam esta classificagdo, a extensdo do
tumor primario (estagio T), a presenca de linfonodos regionais (estagio N) e, a
presenca de metastases distantes (estagio M) sendo que cada estagio clinico
apresenta uma classificacdo de acordo com as caracteristicas do tumor

(GREENE; SOBIN, 2008).
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Geralmente o progndstico é favoravel em estagios iniciais, especialmente
aqueles que sao bem diferenciados e ndo metastaticos, mas infelizmente a
maioria das lesdes sdo diagnosticadas em uma fase tardia da doenca
(SCULLY; BAGAN, 2009). A taxa de sobrevida da doenga quando
diagnosticada em estagios iniciais € de 80% e quando diagnosticada

tardiamente é apenas de 20% (SCULLY; BAGAN, 2009).

No entanto, muitas vezes se observa que mesmo lesbes com 0 mesmo
estadiamento clinico e localizagdo apresentam comportamento clinico
diferentes. Ainda nao existem critérios bem definidos que possam predizer o
comportamento clinico e a evolugao dos carcinomas espinocelulares bucais.
Diante disso, o uso de biomarcadores poderia auxiliar no monitoramento da
progressdo da doenga ou atuando como um indicador de prognostico
(SINEVICI; O’SULLIVAN, 2016). Os biomarcadores envolvem os eventos
moleculares desregulados durante a carcinogénese que participam na
sinalizagdo celular, crescimento, sobrevivéncia, motilidade, angiogénese e
controle do ciclo celular. Os biomarcadores mais estudados incluem os
oncogénes de sinalizagdo de proliferagcdo, o Receptor do Fator de Crescimento
Epidérmico (EGFR) e a Ciclina D1, os componentes p53 e p21 da sinalizagéo
anti-proliferativa, efetores apoptéticos tais como Bcl-2 e também componentes
envolvidos na imortalizagdo, angiogénese e invasdo no processos de
metastase (SANTOSH; JONES; HARVEY, 2016). Porém, até o momento
nenhum biomarcador ou conjunto de biomarcadores mostrou-se totalmente

eficaz na avaliagdo do cancer bucal.
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1.2 LESOES POTENCIALMENTE MALIGNAS BUCAIS

Globalmente € aceito que os carcinomas espinocelulares bucais podem
ser precedidos por alteracbes visiveis na mucosa bucal, as quais sao
denominadas lesbes potencialmente malignas. Estas alteragbes estédo
presentes na forma de manchas ou placas de coloragao branca e/ou vermelha

na mucosa bucal (GEORGE et al., 2011; LIU et al., 2012).

Dentre as lesdes potencialmente malignas bucais, a leucoplasia € a mais
comum (BSOUL et al.,2005). Atualmente a leucoplasia & caracterizada pela
OMS, como uma mancha ou placa branca ndo removivel por raspagem e que
ndo pode ser caracterizada clinicamente ou histopatolégicamente como

nenhuma outra patologia (VAN DER WAAL, 2009 ; SCULLY; BAGAN, 2009).

A leucoplasia pode afetar qualquer local da cavidade bucal, dentre eles
acometem principalmente regido de mucosa mandibular e mucosa bucal
(WALDRON; SHAFER, 1975). A prevaléncia da leucoplasia bucal é de
aproximadamente 2% no mundo (PETTI et al., 2003). Outro estudo realizado
em pacientes no sul do Brasil avaliou a prevaléncia de lesdes de mucosa bucal
e observou-se uma frequéncia de 1,1% de leucoplasias e essas lesdes
predominaram em pacientes do sexo masculino, etilistas e fumantes

(CARRARD et al., 2011).

A etiologia dessa doenga continua desconhecida, apesar de inumeros
agentes quimicos serem propostos como causadores da leucoplasia. Estes
agentes incluem o tabaco, alcool e radiagdo ultravioleta (NAIR et al., 2012).

Petti e colaboradores, em 2003, observaram que a prevaléncia de leucoplasias
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€ seis vezes maior em pacientes fumantes do que nem nao fumantes.

O diagndstico da leucoplasia é clinico e por exclusdo de outras patologias.
Frente ao diagnostico clinico da leucoplasia € necessario realizar uma biopsia
para a identificagdo das alteragbes epiteliais (VAN DER WAAL, 2009).
Clinicamente as leucoplasias sao subdivididas no tipo homogénea e nao-
homogénea. A leucoplasia do tipo homogénea € plana, fina, uniforme e de cor
branca (WARNAKULASURIYA et al.,2007; VAN DER WAAL, 2009). Podendo
ou nao apresentar fissuras e os bordos das lesdes, podem ou ndo, estar bem
delimitados a mucosa bucal normal. Geralmente, regridem espontaneamente
apos a eliminacéo de fatores irritativos ( MARTINS et al.,2008). A leucoplasia
do tipo n&o-homogénea é caracterizada predominantemente por lesdes
brancas e planas, e por algumas lesées vermelhas irregulares ou nodulares (
MARTINS et al.,2008). Esta variagdo denomina-se de eritroleucoplasia e tem
um risco acrescido de malignizacdo (WARNAKULASURIYA et al.,2007; VAN

DER WAAL, 2009).

Microscopicamente as lesbes com potencial de malignizagdo apresentam
alteracbes epiteliais que variam desde areas de atrofia ou hiperplasia,
acantose, hiperceratose, displasia epitelial e até carcinoma espinocelular (VAN
DER WAAL, 2009). As lesbes que apresentam displasia epitelial, muitas vezes
esta correlacionada com o sub-tipo clinico ndo-homogéneo, sendo em geral
considerado o mais importante indicador do potencial de malignizacédo (VAN
DER WAAL, 2009). De acordo com WALDRON e SHAFER (1975), apos a
analise microscopica de 3256 lesbes diagnosticadas clinicamente como

leucoplasias, 80% das lesdes apresentavam combinagcbes de
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hiperortoceratose, hiperparaceratose e acantose. Observou-se também a
presencga de 12,2% de displasia leve a moderada nas lesdes, 4,5% de displasia
epitelial grave ou carcinoma in situ e foram diagnosticados 3,1% como

carcinomas espinocelulares.

A figura 1 representa o espectro de alteragdes clinicas e microscopicas

que podem ocorrer nas lesdes de leucoplasias bucais.

Mucosa '  Leucoplasia Homogé Leucoplasia Granular Eritroleucoplasia
Normal Leucoplasia Verrucosa

Eritroplasia

—~
LEGENDA

»
Epitého Hiperqueratese !
o Normal Hiperqueratese : u N I 4
iperqueratose irregular . . -
oo s l Acantose Acsntose : (hipc'rq ueratose v::r:ucilbnnc) ! * Hiperqueratosc rregular
000 l:v-l-'l'mu _ Linfocitos 1 pc q L o : . Papilas dérmicas bulbosas ¢
dnplisicss Linfbeitos . y Papilas dérmicas bulbosas . . .
. I (ocasional) e X 1 proximas entre si
. , (ocasional) Linfécitos (em nimero 1 - . "
_‘r. Linfocitos Displasia moderado) . Atrofia epitelial (a direita)
roderads
X (leve/moderada) o , . infocitos (em nimero clevado
5 Hifas de Candida remade Displasia moderada/grave L . ( N . )
e Congestio vascular . Displasia grave (4 esquerda)
., . : IS (& direits
E Camads de querating Hifas de Candida (talvez) *  CIS(adireita)
.

Congestdo vascular

Figura 1 — Evolucédo da severidade das alteragdes epiteliais e das alteragdes clinicas
das leucoplasias. Fonte: NEVILLE et al. Patologia Oral e Maxilofacial. 4 ed. Rio de Janeiro:
Elsevier, 2016.

Atualmente, considera-se que a taxa de transformag&do maligna de lesdes
leucoplasicas anualmente é de aproximadamente 1% (VAN DER WAAL, 2009).
No entanto, estes dados variam na literatura. Um estudo realizou 101 bidpsias
de lesdes diagnosticadas clinicamente como potencialmente malignas
revelando que 69% dessa amostra apresentava displasia epitelial ou carcinoma

in situ. De todas as lesdes 12% desenvolveram carcinoma espinocelular apos
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um periodo médio de acompanhamento de 7 anos e meio. (HOLMSTRUP et

al., 2007).

Sao considerados fatores de risco de transformagdo maligna: o género
feminino, a longa duragcdo da lesdo, a leucoplasia em nao-fumantes, a
localizagédo da lesdo na lingua ou assoalho bucal, dimensdes superiores a 2cm
e a presenca de displasia epitelial (FELLER L; LEMMER J, 2012; LIMA et

al.,2012; HOLMSTRUP et al., 2006).

A excisao cirurgica continua a ser o tratamento de escolha da leucoplasia,
porém outras modalidades terapeuticas sao utilizadas como a criocirurgia,
cirurgia a laser incluindo evaporagdo com CO2, administragdo topica ou
sistémica de retindides e fundamentalmente a remoc&o de habitos (VAN DER

WAAL, 2009; NAIR et al., 2012).

Independente do tratamento utilizado e das caracteristicas da lesdo, n&o é
possivel predizer com certeza se a leucoplasia ira ou nao evoluir para
transformagdo maligna. Assim, o uso de biomarcadores também poderia ser
utilizado para detectar as lesbes com potenciais de transformagdo maligna,
pois eles sinalizam as mudancgas precoces no epitélio, correlacionando
positivamente com o progndstico da lesdo (SINEVICI; O'SULLIVAN, 2016). Os
biomarcadores sinalizam alteragcbes celulares relacionadas a diferentes
fungcdes que podem estar associadas a carcinogénese e progressao tumoral.
Uma importante fungdo celular para manter a homeostasia em situagbes de

estresse é a autofagia.
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1.3 AUTOFAGIA CELULAR

A autofagia € uma via catabdlica que ocorre com os lisossomos, para
realizar a degradagdo de componentes celulares e proteinas que ja ndo se
encontram funcionais e assim manter a homeostasia celular. A autofagia € um
processo complexo que compreende trés vias, para realizar a entrega dos
componentes celulares nao funcionais para o lisossomo, que s&o:
macroautofagia, microautofagia e autofagia mediada por chaperonas (YANG et

al., 2011).

A macroautofagia, também conhecida simplesmente como autofagia é
iniciada pela formacédo de uma membrana ao redor de organelas e proteinas,
denominada fagdforo. A fusdo das extremidades do fagodforo origina uma
estrutura fechada de dupla membrana, designada autofagossomo (Figura 2). A
membrana externa do autofagossomo se fusiona com o lisossomo originando o
autolisossomo que € responsavel pela digestdo celular (VAN LIMBERGEN et

al., 2009).
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Figura 2 — Formagéo do autofagossomo. Fonte: Obtida de Meléndez, A. and Levine, B.
Autophagy in C. elegans (August 24, 2009), WormBook, ed. The C. elegans Research
Community, WormBook, doi/10.1895/wormbook.1.147.1, http://www.wormbook.org.

A microautofagia tem sua origem a partir dos componentes citosolicos,
que serao incorporados diretamente na superficie do lisossomo através da
invaginacdo da membrana do lisossomo (VAN LIMBERGEN et al., 2009). A
autofagia mediada por chaperonas ocorre através de chaperonas especificas
que permitem a translocacdo de proteinas com pentapeptideos especificos
para o lisossomo, resultando na degradagao das mesmas (VAN LIMBERGEN

et al., 2009).

A via autofagica é controlada pelos genes ATG (Figura 3). A formagéao e
expansdao da membrana do autofagossomo é mediada por dois sistema de
conjugacao de proteinas semelhantes a ubiquitina, o LC3 (Atg8) e o Atg12. O

precursor de LC3 é modificado primeiramente pelo Atg4 para formar o LC3-I
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que em seguida é modificado por Atg3 e Atg7 para uma forma menor, o LC3-II.
O LC3-II é recrutado para o crescimento da membrana pelo Atg12. Em seguida
o complexo Atg5-Atg12 se associa a Atg16 para iniciar o processo de
prolongagdo da membrana através do recrutamento de LC3-ll. Uma vez
formado o autofagossomo, o complexo Atg-5-Atg12-Atg16 se dissocia da
membrana autofagica e € reciclado juntamente com o LC3-II (VAN

LIMBERGEN et al., 2009).

Nas células dos mamiferos, a via reguladora & melhor caracterizada
através da classe | de PI3K (fosfoinositide — 3 — quinase) e m-TOR, que atuam
inibindo a autofagia. A m-TOR, atua inibindo a autofagia através das atividades

inibitorias da serina/ trionina e ATG1 (VAN LIMBERGEN et al., 2009).
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Figura 3 — Via de sinalizagdo da autofagia. Sdo mostradas as principais proteinas

envolvidas no processo autofagico. Fonte: http://www.cellsignal.com.
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No céncer, ja foi demonstrado altos niveis de autofagia e este processo
ocorre em decorréncia de estresses presentes neste microambiente: a hipdxia,
privagao de nutrientes e a acidose. A hipoxia se encontra presente em diversas
regides dos tumores solidos e resulta de um desequilibrio entre produgéo e o
consumo de oxigénio. A hipdxia é causada pela perfuséo tecidual limitada e a
vasculatura anormal do tumor (HOOGSTEEN et al., 2007). As evidéncias
indicam que 60% dos tumores se desenvolvem em condi¢gdes de hipodxia
(YANG et al., 2015). A hipdxia induz a expressao do fator de transcrigdo HIF-1°
(fator de indugdo de hipdxia) que desencadeia uma resposta celular. O HIF-1°
€ um regulador de autofagia induzida por hipéxia de mitocéndrias, denominada
mitofagia, ocorrendo assim a reducédo da regulacdo da fosforilagdo oxidativa
durante o processo de adaptagdo celular (ROHWER; CRAMER, 2011). Em
estudos recentes com linhagens de células hepaticas humanas, foi verificado o
aumento de marcadores de autofagia na presencga do fator de transcrigao HIF-
1a, concluindo-se que o mesmo regula e modula a autofagia (VAUPEL;

MAYER, 2015).

A privacédo de fatores de crescimento no microambiente tumoaral ocorre
devido a intensa proliferacdo celular e deficiente aporte sanguineo. Devido a
essas alteragdes metabdlicas, a oscilagdo entre autofagia e apoptose promove
a homeostase do tecido e proporciona que as células resistentes a apoptose
utilizem a autofagia como mecanismo de sobrevivéncia quando os fatores de
crescimento s&o limitados e a absorgdo dos nutrientes diminui (ALTMAN;

RATHMELL, 2009).
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Também em ambientes de baixo pH, a autofagia foi observada pela
identificacdo de proteinas associadas a autofagia como LC3 e pela presenca
de vacuolos de dupla membrana, os chamados autofagossomos

(WOJTKOWIAK; GILLIES, 2012).

O mecanismo da autofagia celular, ja foi identificado em diversas
neoplasias malignas, como sendo um processo desregulado (MAYCOTTE;
THORBURN, 2011). Desse modo, a fungdo desse mecanismo intracelular
catabodlico pode tanto promover a sobrevivéncia tumoral, como desencadear a
morte celular, porém esse fendbmeno ainda ndo €& completamente bem

compreendido nesse tipo de patologia (HE; KLIONSKY, 2009).

Considera-se que a autofagia € importante na regulagdo do
desenvolvimento e progressédo do céncer, auxiliando também na resposta das
células tumorais a terapia antineoplasica (HIPPERT; O'TOOLE; THORBURN,
2006). No entanto, o papel da autofagia nesse processo é complexo,
apresentando um papel dual. De certo modo as fungdes da autofagia atuam
como um mecanismo supressor de tumor, evitando o acumulo de organelas e
proteinas danificadas. Por outro lado, a autofagia é um mecanismo
fundamental para a sobrevivéncia de células tumorais ao inospito

microambiente tumoral (ZHI; ZHONG, 2015).

No processo inicial da carcinogénese, a autofagia pode atuar como um
mecanismo de supressao tumoral, eliminado organelas e proteinas celulares.
Além disso, a autofagia nessa fase também degrada agentes téxicos e

citotoxicos, atuando assim como um mecanismo preventivo (HIPPERT;
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O'TOOLE; THORBURN, 2006). Entretanto, ndo se sabe ao certo o mecanismo
pelo qual a autofagia poderia contribuir para inibir o desenvolvimento do tumor,
dentre as possibilidades, a mais aceita € a da degradagao seletiva da catalase,
que contribui para a neutralizar as espécies reativas de oxigénio, ocasionando
a morte de células tumorais (HIPPERT; O'TOOLE; THORBURN, 2006). A
autofagia nas células neoplasicas atua limitando o processo inflamatério, a
instabilidade do genoma e dano tecidual, o que é benéfico para prevenir a

carcinogénese (CUI et al., 2013).

No entanto, durante a carcinogénese as células necessitam da autofagia
para sobreviverem ao microambiente que surge devido ao aumento da
atividade proliferativa. Ha muitos estudos que comprovam que a autofagia é
ativada em células cancerigenas através de fatores causadores de estresse,
como: hipdxia, acidez, privacdo de fatores de crescimento e em resposta a
agentes terapéuticos (ALTMAN; RATHMELL, 2009). Considerando que a
autofagia € importante para a sobrevivéncia das células tumorais, a inibigdo
desse processo podera ser um meétodo para a terapia do cancer. Atualmente
existem inibidores especificos para a autofagia, dentre eles, a Cloroquina e o 3-
MA (3-Metiladenina), que tem a func&o de bloquear a via autofagica, através da
supressdo da funcdo catalitica do lisossoma, ou seja, decorrente da

neutralizagdo do pH do lisossomo (CUI et al., 2013).

Diante do exposto, torna-se necessario um método para que se possa
avaliar a macroautofagia em lesdes. Uma possibilidade €& a técnica de

imunohistoquimica, no qual a utilizagdo dos anticorpos, como o LC3-Il, Beclin-I
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e p62 detectam o processo autofagico em tecidos parafinados (HU et al.,

2015).

A literatura relata sobre a relagdo da autofagia e o valor prognéstico em
diferentes tipos de cancer, como de pulméo, carcinoma espinocelular bucal,
hipofaringe e ovario, o qual demonstra que existe uma relagdo entre a
progressao tumoral e o processo autofagico (SCHLAFLI et al., 2016; TANG et
al., 2013; WANG et al.,2013; VALENTE et al.,2014). Estudos foram realizados
para corroborar esse achado no cancer bucal, um estudo avaliou 90 casos de
carcinoma espinocelular bucal, encontrando uma associagao entre a elevada
expressao imunoistoquimica de LC3-Il como um indicador de pior prognostico
em carcinomas espinocelulares bucais (TANG et al.,, 2013). Outro estudo
avaliou a expressao da proteina ATG16LI, responsavel por atuar na formagao
do autofagossomo, em carcinoma espinocelular bucal e verificaram sua
associagdo com parametros clinicos patolégicos através da técnica de
imunohistoquimica, onde observou-se associacdo entre a alta expressédo da
proteina ATG16L1 e estagios clinicos avangados, maior tamanho dos tumores
e maiores taxas de recorréncia (TANG et al.,, 2015). Ao contrario dessas
informacdes, observou-se que em neoplasias de pulmao e adenocarcinomas
esofagicos, os elevados niveis da proteina LC3 diminuem a agressividade

tumoral (SCHLAFLI et al., 2016; SCHLAFLI et al., 2016).

Desse modo, verificamos que a autofagia € um processo que pode estar
envolvido no desenvolvimento e progressdo de neoplasias e os resultados
apresentados na literatura sdo divergentes, sendo necessarias mais pesquisas

para melhor se compreender a fungdo da autofagia em tumores. Sendo assim,
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através de nosso trabalho sera estudado pela primeira vez na literatura a
deteccdo de autofagia em leucoplasias bucais, e também sera analisado o
processo autofagico em carcinomas espinocelulares bucais, no formato de

TMA.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a relagédo dos niveis de autofagia em carcinomas espinocelulares e
leucoplasias bucais com os parametros clinico-patolégicos e a evolugao das

lesoes.

3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar em amostras teciduais de mucosa bucal normal os niveis de
autofagia por imunoistoquimica da proteina LC3-lIl e correlacionar com

parametros clinicos e a evolugao das lesdes.

- Avaliar em amostras teciduais de carcinomas espinocelulares os niveis
de autofagia por imunoistoquimica da proteina LC3-Il e correlacionar com

parametros clinicos e a evolugao das lesoes.

- Avaliar em amostras teciduais de leucoplasias bucais os niveis de
autofagia por imunoistoquimica da proteina LC3-Il e correlacionar com

parametros clinicos e a evolugao das lesdes.
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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar os niveis de autofagia, através
da marcagao imunoistoquimica de LC3-ll em leucoplasias e carcinomas

espinocelulares em comparagao com a mucosa bucal normal.

Metodologia: 7 mucosas bucais normais, 51 leucoplasias bucais e 120
carcinomas espinocelulares bucais foram incluidos no estudo. Cortes
histologicos das mucosas e leucoplasias foram avaliados em toda sua
extensdo, enquanto que os carcinomas foram avaliados na forma de TMA

(Bloco microarranjo tecidual). Apds a técnica de imunoistoquimica, as células
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positivas para LC3-Il foram quantificadas nas diferentes camadas epiteliais das
mucosas e leucoplasias e nos microarranjos de carcinomas espinocelulares. A
correlacdo entre células positivas com as diferentes variaveis clinico-
patolégicas e com a evolugdo das lesdes foi testada pelo teste t, ANOVA e

analise de sobrevida de Kaplan-Meier.

Resultados: Observamos aumento dos niveis de autofagia no CEC
(p<0,001) em relagdo aos outro grupos, porém sem associagdo com pior
evolucdo e sobrevida desses pacientes. Entre as leucoplasias, observamos
maior percentual de células positivas na camada intermediaria de leucoplasias
displasicas (p=0,0319) e na camada basal de lesbes com pior evolugéo

(p=0,0133).

Conclusédo: Os niveis de autofagia aumentam durante o processo de
carcinogénese bucal e estdo correlacionados com o pior comportamento das

leucoplasias.

INTRODUCAO

O carcinoma espinocelular bucal € considerado o sexto tipo de cancer
mais frequente no mundo’?. A expectativa de vida por cinco anos é de cerca
de 50% quando metastases linfonodais estdo presentes e a sobrevida dos
pacientes acometidos por essa patologia pouco se alterou nas ultimas
décadas®. Novos avancos na compreensdo da biologia do cancer bucal sao

necessarios para diminuir suas taxas de mortalidade.
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O carcinoma espinocelular bucal pode ser precedidos por alteragdes
visiveis na mucosa bucal, denominadas desordens potencialmente malignas.
Dentre elas a leucoplasia € a mais comum, com prevaléncia estimada de
aproximadamente 2% *. O risco de transformagao maligna € maior em lesdes
displasicas, no entanto algumas dessas lesbes podem permanecer
clinicamente inalteradas ou até mesmo regredirem por completo®. Atualmente,
os principais fatores considerados de risco para transformagdo maligna s&o:
género feminino, a longa duragao da leséo, a leucoplasia em ndo-fumantes e a
presenca de displasia epitelial®®’. No entanto, ndo é possivel ainda predizer o
comportamento dessas lesdes, sendo necessaria a busca de biomarcadores

que detectem alteragdes celulares que sinalizam o processo de carcinogénese.

Diante disso, entender o controle do desenvolvimento e progresséo das
neoplasias € necessario, sendo a autofagia celular um mecanismo importante
para a ocorréncia desse desfecho. Autofagia é um processo catabdlico para
degradacgédo e reciclagem de componentes do citosol e organelas celulares
danificadas, sendo essas fungdes criticas na manutencdo da homeostase
celular e que possui como finalidade, preservar a viabilidade celular em
condicdes de estresse®. O processo de iniciagdo da autofagia envolve diversos
membros da familia de proteinas Atg®. A formacdo do autofagossomo é
mediada pelo Atg8 e Atg12. O Atg8 € modificado pelo Atg4 para formar o LC3-
| que em seguida é modificado por Atg3 e Atg7 para uma forma menor, o LC3-
[I. O LC3-Il é recrutado para o crescimento da membrana pelo Atg12. Em
seguida o complexo Atg5-Atg12 se associa a Atg16 para iniciar o processo de

prolongagdo da membrana através do recrutamento de LC3-1l. Uma vez
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formado o autofagossomo, o complexo Atg-5-Atg12-Atg16 se dissocia da

membrana autofagica e é reciclado juntamente com o LC3-11"°.

A autofagia € um processo que esta envolvido no desenvolvimento e
progressdo do céncer, atuando possivelmente de modo dual na

carcinogénese' "',

Pode atuar como um mecanismo supressor de tumor,
evitando assim o acumulo de organelas e proteinas danificadas. Por outro lado,
a autofagia pode ser um mecanismo fundamental para a sobrevivéncia de

células no indspito microambiente que surge durante a carcinogénese”.

Desse modo o objetivo do estudo, foi avaliar os niveis de LC3-Il, um
marcador de autofagia, em amostras teciduais de carcinomas espinocelulares e
leucoplasias através da técnica de imunoistoquimica, e correlacionar com 0s

parametros clinicos e a evolugao das lesoes.

MATERIAIS E METODOS

Amostra

Foram utilizadas 7 amostras de mucosa bucal normal (provenientes de
frenectomias labiais), 51 amostras de leucoplasias bucais e 120 amostras de
tecidos de carcinomas espinocelulares bucais. As amostras foram provenientes
do Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul e da Fundacgao G. Pascale, na cidade de Napoles,

Italia. As amostras de carcinoma espinocelular foram provenientes de pecas
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cirurgicas da resseccao total do tumor, sendo que nenhum paciente recebeu

nenhum tratamento prévio a cirurgia.

As laminas foram revisadas por patologistas (FV, GP) para a
caracterizagdo da amostra, todas as informagdes clinico-patolégicas foram
obtidas dos arquivos dos laboratérios e dos prontuarios dos pacientes. Este
estudo foi aprovado no Comité de Etica (Universidade Federal do Rio Grande

do Sul, Parecer 1.394.505 ).

Nas amostras de leucoplasias, a evolugado foi considerada boa, se a
lesdo nao recidivou apds uma bidpsia total, se permaneceu inalterada apés uma
biopsia parcial, se diminuiu em tamanho ou regrediu, ou ainda se o aspecto
clinico melhorou com o tempo. A evolugao foi considerada ruim, se a leséo
piorou o seu aspecto clinico ou aumentou de tamanho, se houve recidiva, se
novas lesbes surgiram ou se houve transformagdo maligna (VAN DER WAAL,

2009).

O consumo de alcool foi considerado como positivo quando o paciente
ingeria ao menos 30g de alcool por semana. Os pacientes foram considerados
ex-fumantes ou ex-alcoolistas se pararam de consumir essas substancias ha no

minimo 1 ano.

Construcao do Microarranjo Tecidual

A partir das amostras de carcinoma espinocelular bucal foi construido
um bloco de microarranjo tecidual (TMA). Apos a selecdo de areas

representativas, foram coletados de cada bloco de parafina, dois cilindros com
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area de 0,28mm? e transferidos para o bloco receptor utilizando Galileo TMA CK
3500 (ISE TMA Software, Integrated System Engineering). Para cada paciente

duas areas foram selecionadas.

Imunoistoquimica

A partir dos blocos de parafina foram feitos cortes de 3 um de
espessura, estes foram desparafinizados e reidratados em etanol. Apds foi
realizado o bloqueio da peroxidase enddégena com metanol e agua oxigenada. A
recuperacdo antigénica foi efetuada em panela de pressdo a 121°C, e em
seguida as amostras foram reincubadas com anticorpo primario (LC3-II, 1:100,
Cell Signalling Technology, Inc., Danvers, MA, USA) overnight a 4°C. O sistema
de detecgdo utilizado foi EnVisionTM + Dual Link (Dako, Carpinteria, CA, EUA) e
3,3-diaminobenzidina (DAB, Dako, Carpinteria, CA, EUA) foi utilizada para a
visualizagdo. Apés, foi realizada a contra-coloragdo com Hematoxilina. Como
controle positivo foi utilizada uma amostra de carcinoma espinocelular
previamente testada e para controle negativo, o anticorpo primario foi substituido

por soro ndao imune de cabra.

Quantificagdao das Mucosas Bucais normais e das Leucoplasias normais

Foram realizadas imagens de toda a extensdo do corte histoldgico. As
amostras foram capturadas com uma ampliacdo de 400 vezes usando o
software Qcapture Versao 2.81 (Quantitative Imaging Corporation,Inc.; Surrey,

BC, Canada), além de um binoculo Microscépio modelo CX41RF (Olympus
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Ameérica Latinalnc., Miami, FL, EUA) acoplado a uma camara Qcolor 5, Coolet,
RTV (Olympus América Latina Inc.) e conectado a um computador (Dimension
5150, Dell, Eldorado do Sul, RS, Brasil). Apos capturadas as imagens, foi
utilizado o software Imaged para Mac OS X versdo 1.5 (NIH, EUA) para a
contagem de 1000 células para determinar o percentual de células marcadas
positivas e negativas para autofagia, totalizando 1000 células na camada basal,
1000 células na camada parabasal, 1000 células na camada intermediaria e
1000 células na camada superficial. A camada basal foi definida por conter pelo
menos um ponto de contato com a membrana basal, a camada parabasal era
composta por camadas celulares imediatamente acima da camada basal (de
aspecto ndo achatado), a camada espinhosa localizada entre a camada
parabasal e superficial, sendo a camada superficial caracterizada por células

achatadas (VISIOLI et al.,2012).

Quantificagdao do TMA

Foi realizada a contagem das células positivas para o imunomarcador
LC3-Il nas lesbes de carcinoma, utilizando um binéculo Microscépio modelo
CX41RF (Olympus América Latinalnc., Miami, FL, EUA). Foram quantificadas
todas as células neoplasicas em cada cilindro e determinado o percentual de
células positivas para o anticorpo LC3 Il. Ao final da quantificagéo foi realizada

a media entre os dois cilindros analisados de cada paciente.

Analise dos Dados

Para a analise estatistica foram utilizados os softwares SPSS 19.0

(Statistical Package for the Social Sciences, IBM, New York, USA) e GraphPad
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Prism 5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA). A distribuicdo dos dados foi
analisada pelo teste de Kolmogorov-Sminorv. Sendo a distribuigdo paramétrica,
os dados foram comparados pelo teste t de Student ou ANOVA. A analise de

sobrevida foi realizada por meio da curva de Kaplan-Meier.
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RESULTADOS

A imunomarcagao de LC3-ll foi observada em todas as amostras analisadas

(Figura1).
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Foi observado um aumento crescente no percentual de células positivas
para LC3-Il da mucosa bucal normal para as leucoplasias e das leucoplasias para

o carcinoma espinocelular (p<0.0001) (Grafico 1).
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Grafico 1. Distribuicdo das células positivas para LC3-ll de acordo com o grupo
estudado.

51 pacientes com leucoplasia foram estudados. O perfil demografico
desses pacientes esta sumarizado na tabela 1. A maioria da amostra era
composta por homens (60%), com média de idade de 55,86 anos, fumantes e
consumidores de alcool. Os sitios mais acometidos foram lingua (25,5%),
assoalho bucal (15,68%) e palato (27,45%). A maioria das lesdes eram n&o-
homogéneas e nao displasicas. A média de duragdo do acompanhamento dos
pacientes com leucoplasia foi de 4,3 anos e para a maioria deles, o curso da
doenga piorou (39,21%), 4 pacientes apresentaram transformac¢ao maligna, sendo
a maioria dessas lesdes localizadas em bordo de lingua e em pacientes do sexo

feminino.



Tabela 1. Caracteristicas Clinico-patolégicas das leucoplasias bucais.
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Caracteristicas N %
60.78
Sexo Masculino 30
39.22
Feminino 21
Idade Média (+DP) 55.86 + 12.24
Variagao 26-79
Local da lesao Palato 14 27.45
Lingua 13 25.52
Assoalho da boca 08 15.69
Outros 14 27.45
Status Tabagismo Fumante 18 35.29
Ex-Fumante 06 11.76
Nunca fumou 04 07.84
NI 23 45.09
Consumo Alcool Consumidor 18 35.29
Ex-consumidor 05 09.80
Nunca Bebeu 05 09.80
NI 23 4511
Diagnéstico Displasico 20 39.21
Histopatologico
Nao-Displasico 31 60.79
Tipo Clinico Homogéneo 05 09.80
Nao-Homogéneo 25 49.02
NI 21 41.18
Evolugao Boa 11 21.57
Ruim 20 39.21
NI 20 39.21

NI- ndo informado

Foi observado um aumento de imunomarcagao de LC3-Il nas leucoplasias
bucais em comparagao as amostras de mucosa bucal normal, principalmente nas

camadas mais superiores do epitélio (p= 0,0013 ) (Tabela 2).
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Tabela 2. Comparacgao entre a imunomarcacao de LC3-Il na mucosa bucal normal

e em leucoplasias bucais.

% Células Positivas para LC3-ll

Camada
Camada Basal Camada Parabasal Intermediaria Camada Superficial
Média DP Média DP Média DP Média DP
Mucosa
Bucal 50.837  (x18.990) 46.467  (+16.883) 55.712  (£11.625) 22.344  (£19.229)

Leucoplasia 57.793  (+22.193) 54.865 (+19.631) 62.502  (+19.652) 53.576  (+24.208)

p (Teste t) 0,8690 0,7501 0,7539 0,0013

N&o foram encontradas associagdes significativas entre a imunomarcagéao
de LC3-Il e o tipo clinico da leucoplasia, nem com o consumo de fumo e alcool
(Tabela 3). Observamos um aumento de células positivas para LC3-Il em lesdes
displasicas em comparagdo a néo-displasicas (Grafico 2) e na camada
intermediaria do epitélio esse aumento foi estatisticamente significativo
(p=0,0319). As lesbes de pior evolugdo apresentaram aumento da expressao de

LC3-Il (Grafico 3), o qual foi significativo na camada basal (p=0,0133).
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Tabela 3. Distribuicdo da imunomarcacao de LC3-Il de acordo com as variaveis

estudadas em leucoplasias.

% Células Positivas para LC3-l

Camada Basal

Camada Parabasal

Camada
Intermediaria

Camada Superficial

Média DP Média DP Média DP Média DP
Aspecto
Clinico Homogénea 63.64 (x22.28) 60.76 (x17.32) 69.26 (x14.34) 56.66 (£30.00)
Nao-Homogénea 50.65 (x28.63) 50.20 (x26.24) 60.10 (x24.43) 48.15 (£27.76)
p (Teste f) 0.3529 0.4023 0.4313 0.5469
Fumo Fumante 53.46 (x29.19) 51.00 (x27.05) 62.81 (x26.18) 49.04 (£29.85)
Ex-Fumante 46.33 (£30.08) 43.78 (x27.82) 48.23 (x24.67) 48.68 (£30.09)
Nunca Fumou 73.48 (x21.3) 68.85 (x20.37) 74.55 (x14.20) 58.58 (£28.14)
p (ANOVA) 0.3652 0.3779 0.3370 0.8384
Consumidor 55.85 (£30.13) 55.14 (£25.92) 64.12 (£22.28) 53.84 (+28.93)
Alcool
38.30 (£32.20) 37.53 (£30.13) 46.67 (£30.70) 44.03 (£36.07)
Ex-Consumidor
(£24.04)
Nunca bebeu 56.36 (£14.26) 52.04 (£13.55) 65.54 (£12.20) 58.22
p (ANOVA) 0.6012 0.5295 0.4253 0.7967
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Diagnostico Histopatologico
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Grafico 2. Distribuicao das células positivas para LC3-1l de acordo com a camada

epitelial e com o diagndstico histopatologico.
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Grafico 3. Distribuicao das células positivas para LC3-1l de acordo com a camada

epitelial e com a evolugéo das lesdes.
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Foram analisadas 120 amostras tumorais de carcinoma espinocelular bucal,
entre as amostras predominou o género masculino (70,8%) e a média de idade
dos pacientes que constituiam a amostra foi de 67,3 anos de idade e a maioria
das lesbes estavam localizadas na lingua e assoalho da boca, sendo que
predominavam as lesdes de grau 2. A maioria dos pacientes foi submetido a

radioterapia associada a remocéo cirurgica da les&o (Tabela 4).

Tabela 4. Caracteristicas Clinico-patoléogicas da amostra de carcinomas

espinocelulares bucais.

Caracteristicas N %
70,8
Sexo Masculino 85
29.2
Feminino 35
Idade Média (+DP) 67.3+11.0
Variagdo 31-92
Local da lesédo Lingua 59 49.2
Assoalho da boca 14 11,7
Trigono e Gengiva 17 14.1
Outros 30 25
Tratamento Adjuvante Radioterapia 43 35.8
Quimioterapia 2 1.66
Radioterapia + Quimioterapia 27 22.5
Nenhum 15 12.5
NI 33 27,5
Grau de Diferenciagao Bem diferenciado - Grau 1 23 19.2
Moderadamente diferenciado — Grau 2 61 50.8
Pobremente diferenciado — Grau 3 29 24.2
NI 7 5,8
Dimensao Tumor Média (xDP) 2.73+1.26 cm
Variagao 03-6.0 cm
Profundidade de Média (+DP) 11.17 £4.73 mm

Invasao

Variacéo 0.9-24mm
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Observamos mais células positivas para LC3-1l em tumores de Grau, T3 e T4,
com metastase regional, com maior profundidade de invasdo e nos pacientes que
foram a obito pelo tumor. No entanto, n&o encontramos associagdes
estatisticamente significativas (Tabela 5). Para avaliar a associagédo entre LC3-II
com a sobrevida dos pacientes, realizamos uma curva de sobrevivéncia de
Kaplan-Meier, dividindo a amostra em >=70% de células positivas para LC3-Il e
com <70% de células positivas para LC3-Il. Observamos maior sobrevida para os
pacientes com menor percentual de células positivas, porém este dado néo €

estatisticamente significativo (p=0.21) (Grafico 4).

Tabela 5. Analise da imunomarcacdo de LC3-lIl de acordo com as variaveis

clinicas e histolégicas das lesdes de carcinoma espinocelular bucal.

% Imunomarcacgao LC3-Il

Média DP p
Diferenciacao
Grau 1 79.81 +14.78
Grau 2 78.83 +12.84
Grau 3 80.76 +11.94 0.9280
Tamanho do tumor
T1+T2 79.67 +14.54
T3+T4 81.72 +10.43 0.4544
Metastase regional
NO 79. 84 +13.54
N1 81.02 +12.96 0.6568
Evolugéo do paciente
Vivo 80.52 13.50
Morto pelo tumor 82.74 12.12 0.4587
Profundidade de invasao
Até 10mm 79.58 14.38

>10mm 81.14 12.28 0.5615
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Grafico 4. Analise de sobrevida Kaplan-Meier.
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A autofagia € um processo catabolico que consiste na degradacgéo e
reciclagem dos componentes celulares e assim mantém a homeostasia celular.
Diante disso, nosso estudo buscou avaliar os niveis de autofagia celular em
amostras teciduais de carcinomas espinocelulares e leucoplasias através da
técnica de imunoistoquimica e correlacionar com o0s parametros clinico-
patoldgicos e a evolugao das lesdes. Para este fim, ja foi demonstrado que o LC3-
Il € um marcador de autofagossomos sensivel para verificar autofagia em

humanos'. Observamos que o percentual de células positivas para o marcador
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LC3-Il aumentou da mucosa bucal normal para as lesdes leucoplasicas e atingiu

as maiores médias nos carcinomas espinocelulares bucais.

Na mucosa bucal normal, as células que apresentam autofagia se concentram
na camada basal, parabasal e intermediaria. Ja nas leucoplasias, observamos
grande numero de células positivas para autofagia também na camada superficial
do epitélio. Além disso, maior numero de células realizando autofagia foi
observado em amostras displasicas e com pior evolugdo. Apesar do papel dual da
autofagia, nas lesbes de leucoplasia o aumento dos niveis autofagicos parece
sinalizar o processo de transformagdo maligna. N&do ha estudos prévios sobre a
deteccdo de autofagia em leucoplasias para estabelecermos comparagoes.
Entretanto, o estudo realizado por LI e colaboradores, os quais avaliaram o
processo autofagico em lesdes de fibrose submucosa bucal, também observaram
o aumento da expressao de LC3-Il nas lesdes potencialmente malignas de fibrose
submucosa oral, tanto por imunoistoquimica quanto por PCR em tempo real em

comparagao com amostras de controles™.

Um possivel mecanismo que explique o aumento de autofagia em displasias
epiteliais e em leucoplasias de pior evolugdo € que nessas lesdes usualmente
ocorre uma aumento da atividade proliferativa’®. O aumento da proliferacdo no
tecido pode resultar no surgimento de areas de hipdxia e com poucos nutrientes,

consequentemente ativando o processo autofagico '8

Nas lesbes malignas, o percentual de células positivas para LC3-Il aumenta
significativamente, atingindo altas propor¢dées (média 80,46%). Essa observagao

sugere que a autofagia € altamente ativada no carcinoma espinocelular bucal. No
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entanto, a técnica nao foi sensivel para detectar diferengas entre as lesbes de

acordo com parametros clinicos e com o comportamento tumoral.

Na literatura encontramos resultados opostos ao nosso estudo, os quais
relatam que pacientes portadores de carcinoma espinocelular bucal com
expressdo elevada do marcador LC3-ll, apresentavam baixa taxa de
sobrevida'®?°. O mesmo também foi encontrado em outro tipo de neoplasia como
o cancer de pancreas?'. No entanto, a associagdo entre autofagia e prognéstico no
cancer parece variar para tumores de diferentes origens. Em cancer de ovario e
de hipofaringe, foi observado que maior o percentual de células LC3-Il | positivas

estava associado a tumores de melhor prognéstico?*22,

Os resultados observados na literatura podem ser divergentes em relagéo aos
nossos achados devido ao fato de que em nosso estudo utilizamos amostras
teciduais em formato de TMA, onde apenas uma pequena area do tumor é
analisada. Outro fator que pode ter contribuido para nossos achados nao serem
semelhantes aos demais estudos € a diversidade de clones de anticorpos e
diferentes protocolos de imunoistoquimica, ndo existe na literatura padronizacao

para a investigacdo de LC3-ll em amostras teciduais.

Além do marcador LC3-Il, existem outros marcadores de autofagia, também
investigados em diferentes neoplasias. Em carcinomas de ovario e hipofaringe,
além de LC3-Il, baixos niveis de Beclin-l estavam associados a pior sobrevida®.
Porém, a interpretacdo imunoistoquimica do Beclin-1 é complexa, visto que essa
proteina pode atuar na progressdo do processo autofégico”‘. Outro marcador
utilizado para autofagia € o P62. Em estudos realizados com carcinomas

espinocelulares bucais, pode-se constatar que o aumento da expressdo da
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proteina P62 citoplasmatica esta associado ao pior progndéstico da doenca®?°.

E importante ressaltar que a amostra selecionada para este estudo reflete as
principais caracteristicas apontadas em estudos epidemiolégicos dessas
patologias. Tanto em relagdo as amostras de leucoplasias quanto de carcinomas
espinocelulares bucais, as caracteristicas soécio-demograficas, de localizagao
anatbmica e de exposi¢cdo a carcindgenos estdo de acordo com a literatura prévia
como sendo as caracteristicas mais prevalentes nessas populacdes??"?%2° Uma
excecdo € o fato de encontrarmos maior numero de lesdes leucoplasicas n&o-
homogéneas, acreditamos que isso se deva a um viées em relagdo ao
preenchimento das fichas de bidpsias dos pacientes, visto que essa era uma
informagédo faltante em grande parte dos casos e, possivelmente, os clinicos

tenham maior ateng&o ao preencher essa informagao nos casos ndo-homogéneos

por considerarem essas lesdes mais graves.

CONCLUSAO

De acordo com a amostra estudada, podemos concluir que o processo
autofagico encontra-se aumentado em leucoplasias e em carcinomas
espinocelulares bucais em relagdo a mucosa bucal normal. O aumento dos niveis
de autofagia esta associado com o aumento da severidade das alteragbes
epiteliais e com pior comportamento das leucoplasias bucais. Dessa forma, a
deteccdo de autofagia por meio da analise imunoistoquimica de LC3-ll pode

auxiliar no diagnéstico e predigao do comportamento clinico dessas lesdes.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

A autofagia tem por fungdo degradar os componentes celulares danificados da
propria célula, atuando como uma “via” de reciclagem celular. Sabe-se que a
autofagia em neoplasias apresenta uma dupla fungéo, podendo atuar tanto como
um mecanismo que favorece a sobrevivéncia das células nas condi¢bes adversas
do ambiente celular, como também pode atuar como um mecanismo supressor de
tumor (ZHI; ZHONG, 2015; HIPPERT; O'TOOLE; THORBURN, 2006). A autofagia
atua eliminando organelas e proteinas celulares, ou degradando agentes téxicos e
citotoxicos o que pode inibir a transformagdo maligna celular (MIZUSHIMA et

al.,2011).

Nosso estudo verificou que o processo autofagico encontra-se aumentado em
carcinomas espinocelulares bucais e em lesdes potencialmente malignas. Uma
provavel explicacdo para o aumento de autofagia na carcinogénese deve-se ao
aumento da atividade proliferativa. O aumento crescente do numero de células
epiteliais pode resultar em areas de hipdxia e pouco nutrientes, favorecendo assim
a ocorréncia do processo autofagico (THOMSON et al.,2002). Do mesmo modo,
em carcinomas espinocelulares o processo autofagico se intensifica devido ao
estresse ocasionado por interagbes celulares no micorambiente tumoral

(ALTMAN; RATHMELL, 2009).

Entretanto, durante a realizagdo desse estudo nos deparamos com algumas
limitagbes as quais podem ser responsaveis por alguns resultados diferentes ao
que a literatura relata. Dentre eles podemos destacar o uso do imunomarcador

LC3-Il, o qual pode ser utilizado em diferentes concentragdes e existem diferentes
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clones disponiveis. Além disso, o formato de TMA como o0s carcinomas
espinocelulares foram utilizados também dificultou a comparacdo com outros
estudos. Com a técnica de microarranjos teciduais, apenas uma pequena area do
tumor é analisada, o que facilita a realizacdo do estudo e diminui o custo com
reagentes, porém a area que é avaliada pode n&o ser suficente para detectarmos

diferengas na imunomarcacao do LC3-Il entre os tumores analisados.

Sendo assim, podemos concluir através desse estudo que o uso do marcador
autofagico LC3-ll é util para auxiliar a detectar o comportamento das lesdes
potencialmente malignas. Por outro lado, em carcinomas espinocelulares este n&o
€ considerado um bom biomarcador, visto que em todas as lesbes a maior parte

das células era positiva.

Novos estudos s&0 necessarios para comprovar que a autofagia pode ser um
biomarcador de prognostico em leucoplasias bucais, de preferéncia utilizando
estudos prospectivos longitudinais de longo tempo, onde o desfecho principal € a
transformagcdo maligna. Além disso, estudos em modelos animais de
carcinogénese induzida com inibidores de autofagia podem comprovar a relevancia
da autofagia no processo de transformagao maligna. Inibir a via autofagica durante
o processo de carcinogénese pode apresentar potencial terapéutico e

quimiopreventivo.
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