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RESUMO

O carcinona espinocelular de cabega e pesco¢co (CECP) é uma neoplasia maligna que implica
em baixas taxas de sobrevida e progndstico desfavoravel. Para realizar invasdo e metéstase as
células epiteliais (E-caderina +) tem de expressar um fenétipo de célula mesenquimal (N-
caderina e/ou vimentina +), evento conhecido como Transi¢do Epitélio- Mesénquima (EMT)
e apds as células voltam a expressar o fenotipo epitelial sendo Transicdo Mesénquima- Epite-
lio (MET). Outra caracteristica importante na progressdo tumoral é a analise da atividade pro-
liferativa e invasiva das células que determina sua agressividade (podoplanina +). Acredita-se
ainda que as células epiteliais desta neoplasia se comportam de maneira diferente dependendo
da zona analisada. 16 amostras de carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco foram subme-
tidas a tecnica de imunoistoquimica para verificacdo da presenca do processo de EMT/MET
por meio da imunomarcacdo das proteinas: E-caderina (e-cad), N-caderina (n-cad), Vimentina
(vim) e Podoplanina (podo) no Centro do tumor (CT), Zona de Invasdo (ZI) e Epitélio ndo
neoplésico adjacente ao tumor (EA). Dessas 16 amostras, 6 sdo do grupo Vivos sem recidiva
(Grupo 1) e 10 do Grupo Obitos (Grupo 2). Nos dois grupos analisados, a e-caderina mostrou
alta expressdo no EA e baixa expressdo na ZI enquanto que no centro do tumor mostrou baixa
expressao no grupo Vvivos sem recidiva e alta expressao no grupo 6bitos. A alta expressao de
e-caderina teve associacao significativa ao MET no CT e ZI. A n-caderina e vimentina e po-
doplanina mostraram uma baixa expressdo nos dois grupos analisados. Podemos concluir que
a e-caderina, pela técnica imunoistoquimica, parece ser a mais indicada para analisar o pro-
cesso de EMT em carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco.

Palavras- chave: Carcinoma espinocelular. Transicdo epitélio-mesenquimal. Prognéstico.



ABSTRACT

Squamous cell carcinoma of the head and neck (CECP) is a malignant neoplasm that implies
low survival rates and unfavorable prognosis. To perform invasion and metastasis epithelial
cells (E-cadherin +) must express a mesenchymal cell phenotype (N-cadherin and / or
vimentin +), an event known as Epithelial-mesenchymal transition (EMT) and after cells re-
express The epithelial phenotype being referred to as Mesenchymal-Epithelial Transition
(MET). Another important feature in tumor progression is the analysis of the cells' prolifera-
tive and invasive activity that determines their aggressiveness (podoplanin +). It is also be-
lieved that the epithelial cells of this neoplasia behave differently depending on the area ana-
lyzed. 16 samples of squamous cell carcinoma of the head and neck were submitted to the
immunohistochemical technique to verify the presence of the EMT / MET process by means
of the immunostaining of the proteins: E-cadherin (e-cad), N-cadherin (n-cad), Vimentin
(vim) and Podoplanin (podo) in the Tumor Center (CT), Invasion Zone (ZI), and non-
neoplastic epithelium adjacent to the tumor (EA). Of these 16 samples, 6 were from the living
group without relapse (Group 1) and 10 from the group deaths (Group 2). In the two groups
analyzed, e-cadherin showed high expression in EA and low expression in the ZI whereas in
the center of the tumor showed low expression in the alive group without relapse and high
expression in the group of deaths. The high expression of e-cadherin had a significant associa-
tion to MET in CT and ZI. The n-cadherin and vimentin and podoplanin showed low expres-
sion in the two groups analyzed. We can conclude that e-cadherin, by the
immunohistochemical technique, seems to be the most indicated to analyze the TMS process
in squamous cell carcinoma of the head and neck.

Keywords: Squamous cell carcinoma. Epithelial-mesenchymal transition. Prognostic.
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1 INTRODUCAO
1.1 CECP

O carcinoma espinocelular (CEC) é a décima neoplasia maligna mais prevalente em
homens no mundo (JEMAL; BRAY et al., 2011) e representa, aproximadamente, 95% dos
tipos de cancer de cabeca e pescoco (CECP) (DEDIVITIS RA, 2004). Sendo assim, o CECP
foi classificado como a quinta neoplasia mais incidente em homens, o quinto tipo de cancer
mais frequente no Brasil, possuindo uma taxa de sobrevida de 50% em 5 anos (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER, 2014). Segundo a Organiza¢do Mundial da Sadde o cancer ¢ a
segunda causa de morte mais frequente em paises desenvolvidos e existe uma previsdo de que
nos paises em desenvolvimento ocupe novamente o segundo lugar. Existe uma estimativa
que, no ano de 2030, haverd 27 milhGes de casos novos de cancer, 17 milhGes de mortes pela
doenca e 75 milhdes de pessoas vivendo com cancer (INSTITUTO NACIONAL DE CAN-
CER, 2015).

1.2 EMT, MET E FASE DE TRANSICAO

Para realizar invasdo e metéstase, ou seja, para que ocorra 0 evento conceituado Tran-
sicdo epitélio-mesenquimal (EMT) deverd ocorrer uma troca do fenotipo epitelial das células
tumorais por uma fendtipo mesenquimal (SHIMAZUI, SCHALKEN, GIROLDI, et al.,
1996). A MET (Transi¢cdo mesénquima-epitélio) é quando as células ja expressaram o fenoti-
po para realizar a invasao e ja se encontram novamente em seu estado natural. Para que haja a
troca do fendtipo a células deixa de expressar algumas proteinas e ganham a expressdo de
outras. (LAMOUILLE et al., 2014; THIERY et al., 2009; CHU et al, 2006; HALBLEIB,;
NELSON, 2006). No entanto, alguns autores afirmam que as células ndo oscilam entre a um
estado epitelial total e mesenquimais completos, mas sim, se movendo por meio de fases in-

termediarias, ou seja, em transi¢do para o EMT ou MET (HUANG et al., 2012).

1.3 E- CADERINA

De acordo com a Literatura, e-cad é mencionada como uma glicoproteina transmem-
brana e desempenha um papel importante no contato entre as células epiteliais e medeia a
adesdo célula-célula (NOLLET et al., 2000). A e- cad contribui para a fendtipos epiteliais, e,
portanto, funciona como um forte repressor do processo de EMT. A sua regulagcdo negativa,
ou seja, baixa expressdo, € uma caracteristica marcante nesse processo e leva a separacéo de

células vizinhas e a migracdo das mesmas. A marcacdo positiva da e- cad, em tecidos sem



alteracdo, se da na membrana citoplasmatica das células. Observa-se também uma marcacao

em Glandulas salivares.

1.4 N- CADERINA

A n- cad é encontrada em tecidos neuronais e fibroblastos. Segundo Markovic-
Lipkovski et al. (2001), a expresséo da n-caderina pode estar pesente tanto em tumores benig-
nos quanto em malignos, além disso se faz presente em tecidos neoplasicos originarios do
epitélio e mesénquima. A n-cad é pouco citada na literatura, e pouco se sabe sobre seu verda-

deiro papel no carcinoma espinocelular de cabega e pescoco.

1.5 VIMENTINA

Segundo a literatura a vim é uma metaloproteinase que esta presente dentro das células
mesenquimais de varios tipos teciduais e em condi¢fes normais ndo expressa células epiteli-
ais, e sim fibroblastos, linfdcitos, células do endotélio e células intersticiais. Ela é responsavel
por manter a integridade das células e tecidos (COULOMBE; WONG., 2004). A alta expres-
sdo da vimtem sido relatada como possuindo associa¢do com a invasdo e piores prognésticos
em varios tipos de cancer, como o de mama e o de prostata (SATELLIi; LI., 2011; LEHTI-
NEN et al., 2013). Além disso, ela induz a malignidade das células cancerigenas ao agir na
arquitetura celular (LIU et al., 2015).

1.6 PODOPLANINA

A podo é uma glicoproteina transmembrana sialomucina e possui uma acgédo de separa-
cao de sangue e atua na vasculatura linfatica durante a angiogénese (SCHULTE-MERKER et
al., 2011). No entanto, segundo Weber et al. (2012), ela s6 é detectavel no endotélio de vasos
linfaticos e ndo no sangue. Sua expressao se da em células endoteliais dos vasos linfaticos e
tem sido utilizado como um marcador de tumores solidos em linfangiogénese (WICKI; C-
HRISTOFORI., 2007). Em tecido humano normal, podo € expresso no rim, pelos poddcitos
(BREITENEDER-GELEFF et al, 1999), no musculo esquelético, placenta, pulmé&o e coracédo
(MARTIN-VILLAR et al., 2005). Também existe relatos de sua expressao em miofibroblas-
tos da mama e glandulas salivares, em osteoblastos e células mesoteliais (ORDONEZ., 2006).
Além disso, se tem relato na literatura que a sua expresséo é regulada positivamente em diver-
sos tipos de cancer, incluindo carcinoma de celulas escamosas da cavidade oral, do pulméo, e
cabeca e pescoco (MARTIN-VILLAR et al., 2010; ASTARITA et al., 2012).



2 OBJETIVO

Avaliar a presenca do processo de EMT por meio da analise da imunoexpresséo de E-
caderina, N-caderina, Vimentina e Podoplanina na Zona de Invasdo (ZI), Centro do Tumor
(CT) e Epitélio ndo neoplasico Adjacente ao Tumor (EA) de amostras de carcinoma espinoce-
lular de cabeca e pesco¢o (CECP) primérios e correlacionar os resultados com o tempo de
acompanhamento de 7 anos.



3 METODOLOGIA
3.1 CONSIDERACOES ETICAS

Este projeto de pesquisa foi sequéncia do projeto “Avaliagdo das células tronco tumo-
rais em carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco: centro do tumor, zona de invasdo e
campo de canceriza¢ao” aprovado sob numero 17493 pelo Sistema de pesquisa da Universi-
dade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e pelo nimero GP09-315 no Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (GPPG/HCPA), no ano de 2009.

3.2 LOCAIS DA REALIZACAO DO PROJETO

Todos os experimentos deste estudo foram realizados no Nucleo de Pesquisa Basica
em Odontologia da Faculdade de Odontologia da UFRGS utilizando o Laboratério de Patolo-
gia Bucal J. J. D. Barbachan, Laboratdrio de imunohistoquimica Prof Hardy Ebling e a Uni-

dade de Histometria e Morfometria.
3.3 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo observacional transversal analitico.
3.4 DESCRICAO DAS AMOSTRAS

Para realizacdo deste estudo, foram utilizados 16 blocos de parafina de CECPs prima-
rios utilizados em estudo anterior - GPPG HCPA n°09-315.

Os pacientes que fizeram parte deste estudo foram atendidos no Ambulatorio de Ci-
rurgia de Cabeca e Pescogo (CAP) do HCPA no periodo de Outubro de 2009 a Outubro de
2010.

Todos os individuos incluidos nesta pesquisa, assinaram um Termo de Consentimento
Livre Esclarecido. Os dados sobre os habitos de fumo e &lcool, idade, sexo, etnia, localizacdo
do tumor e presenca de metastase regional ou a distancia foram obtidos do prontuéario do paci-

ente.
3.5 MORFOLOGIA E GRADUACAO HISTOPATOLOGICA DOS TUMORES

A morfologia e a graduacédo histopatologica dos tumores foi segundo critérios de Bry-

ne e realizadas previamente por Hildebrand et al., (2014). As 16 amostras foram divididas em



2 grupos, aonde 6 s&o do grupo Vivos sem reidiva (Grupo 1) e 10 do Grupo Obitos (Grupo 2)
e em cada amostra foram identificadas e analisadas as seguintes zonas: Epitélio ndo neoplasi-
co Adjacente ao Tumor (EA), Centro do tumor (CT) e Zona de Invasdo (ZI). As amostras
também foram classificadas em MET, Fase de Transicdo e EMT. Foram consideradas em
EMT as amostras que apresentaram baixa expressao da proteina epitelial e-cad e alta expres-
sdo das proteinas mesenquimais n-cad e/ou vim e em MET quando da alta expressao da e-cad
e baixa expressdo de n-cada e/ou vim. Quando qualquer uma das proteinas citadas, e-cad, n-
cad e vim se apresentaram alteradas, ou seja, nem em EMT e nem em MET, foram considera-
das em Fase de Transigdo. Foi considerado Epitelio Normal as amostras que possuiram alta
expressdo da e-cad e baixa expresséo de n-cada e/ou vim e Epitélio Alterado quando da baixa

expressao de e-cad e alta expressao de n-cad e/ou vim.
3.6 - IMUNOISTOQUIMICA

Foram realizados cortes histoldgicos com 03 micrometros provenientes de cada bloco
de parafina previamente selecionados com o cuidado para incluir uma area de tumor e uma
area de epitélio normal. Os cortes histologicos foram submetidos a técnica de imunohistoqui-
mica para verificacdo da presenca do processo de EMT por meio da imunomarcacéo das pro-
teinas: e-cad, n-cad, vim e podo.

Os cortes histoldgicos, colocados previamente em laminas silanizadas, foram despara-
finizados em xilol, reidratados em gradiente de alcool em agua e imersos em solucdo de pero-
xido de hidrogénio a 3% para bloqueio da peroxidase enddgena. A seguir, os cortes foram
submetidos a recuperacdo antigénica conforme indicacdo do fabricante. Apos, foram incuba-
dos os anticorpos primarios Anti-e-caderina, Anti-n-caderina, Anti-vimentina e Anti- podo-
planina. Na tabela 1 estdo descritos a marca comercial, dilui¢do, tipo de recuperagéo antigéni-
ca e tempo de incubacdo de cada anticorpo a ser avaliado neste estudo. O sistema de detec¢édo
a ser empregado foi o Envision dual link; (Dako®, USA). As revelacdes das reacdes foram
realizadas através de solucdo cromogena, contendo 0,03% de 3-3,3’-Diaminobenzidina (DAB,

DakoCytomation®, USA) e foram contra-coradas com solucdo de hematoxilina de Mayer.
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Tabela 1- Marca comercial, diluig&o, tipo de recuperacéo antigénica e tempo de incubacéo dos

anticorpos
. L Recuperacéao Tempo incu-
Anticorpo Marca Diluicao o N
antigénica bagéo
Panela de pres-
« Overnight
E-caderina  Cell Signaling® 1:200 $a0
(4°C)
(115°C-3°307)
Panela de pres-
x Overnight
N-caderina Abcam® 1:300 sdo d
40
(115°C-3"307)
Panela de pres-
« Overnight
Vimentina Dako® 1:100 $a0 g
40
(110°C - 37)
Panela de pres- _
: ® Overnight
Podoplanina Dako 1:100 sdo  (110°C—
(30° C)
25%)

Todas as reagdes foram acompanhadas de controles positivos de acordo com as instrugdes do fabricante. Para o

controle negativo sera utilizado soro ndo imune da mesma espécie animal de desenvolvimento do anticorpo

primario.

A expressao imunohistoquimica para e-cad, n-ca, vim e podo foi avaliada em cada ca-

so, por meio de microscopia de luz, nas diferentes zonas de interesse (EA, ZI, CT). Foram

consideradas imunomarcacao positiva para os quatro marcadores, as células que apresentaram

a coloracdo marrom, independentemente da intensidade da marcacdo. Foi realizada a anélise

semiquantitativa do percentual de células positivas para cada marcador de acordo com 0s se-

guintes escores do quadro 1:
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Quadro 1- Percentual de células imunopositivas para cada marcador e seus respectivos esco-

res

Escore Porcentagem das células imunopositivas
1 0% a 50%
2 51% a 100%

Fonte: da autora, 2017

O Escore 1 foi classificado como baixa expressdo e o Escore 2 como alta expressao.

A reprodutibilidade foi confirmada ao longo do estudo, onde a cada 20 laminas avalia-
das de cada proteina, uma foi sorteada para reavaliacdo ap6s um periodo de 7 dias. Foi aceito
valor de Kappa maior que 0,7. Durante a avaliagdo, os examinadores encontraram-se cegos

para qual paciente pertence o material.
3.7 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram realizadas utilizando o programa Statistical Package for the
Social Sciences, versdo 21 (IBM Corporation, EUA). Os dados obtidos foram submetidos a
analise de normalidade para verificar se os dados seguem uma distribuicdo normal.

As associagOes entre os resultados obtidos pela imunomarcacéo de e-cad, n-cad, vim e
podoa nas regides avaliadas e 0s parametros clinicos tumorais (TNM e graduacdo histopato-
I6gica), progndstico, recidiva e metastases foram avaliadas por meio do teste Qui quadrado

(nivel de significancia p <0,05). Os tumores foram classificados conforme Bryne.
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4 RESULTADOS
4.1 PARAMETROS SOCIODEMOGRAFICOS DOS PACIENTES

A média de idade dos pacientes avaliados no presente estudo foi de 59,12 (39 a 71 a-
nos), com predominancia pelo sexo masculino (87,5%) e origem étnica branca (75%). Em
relacdo aos habitos nocivos 37,5% dos pacientes sdo tabagistas e 68,5% fazem uso de alcool
(etilista e raramente bebe) enquanto que 31,25% sdo ex etilistas.

O periodo total de acompanhamento dos pacientes foi de 7 anos e a maioria destes en-

contram-se mortos (62,5%). Os dados sociodemogréaficos estdo detalhados na tabela 2.

Tabela 2 - Perfil sociodemografico e comportamental dos pacientes do estudo

. GRUPO 1 GRUPO 2
VARIAVEIS p VALOR
n=6 (%) n=10 (%)
SEXO
FEMININO 1(16,7) 0 (0,00) 0.375
MASCULINO 5 (83,3) 10 (100)
ORIGEM ETNICA
~BRANCO 3 (50,0) 9 (90,0 0118
NAO BRANCO 3 (50,0) 1(10,0)
TABACO
TABAGISTA 3 (50,0) 3 (30,0 0,607
EX TABAGISTA 3 (50,0) 7 (70,0)
ALCOOL
ETILISTA 3 (50,0) 1(10,0)
EX ETILISTA 2 (33,3) 3 (30,0 0,159
RARAMENTE BEBE 1(16,7) 6 (60,0)

Teste do Qui-quadrado (nivel de significancia de p<0,05)
4.2 CARACTERISTICAS FISICAS E HISPOPATOLOGICAS DOS TUMORES

Dos tumores selecionados 62,5% foram classificados como T1 ou T2 e 37,5% como
T3 ou T4. A maioria dos pacientes ndo apresentavam metastase regional (56,25%) e nenhum
apresentou metastase a distancia no momento do estudo. Quanto a graduacdo dos tumores,
12,5% foram classificados como Diferenciados, 25% Pouco Diferenciados e 62,5% se encon-
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traram Indiferenciados. Quanto a localizagdo, 50% dos tumores encontravam-se em cavidade
bucal e 50% em regido de pescoco. Os dados detalhados dos parametros clinicos tumorais

estdo expostos na tabela 3.

Tabela 3 - Caracteristicas clinicas e histopatoldgicas dos tumores

VARIAVEIS GRUPO 1 GRUPO 2 p valor

n=6 (%) n=10 (%)

TAMANHO DO TUMOR

TleT2 5 (83,3) 5 (50)
0,307
T3eT4 1(16,7) 5 (50)
METASTASE REGIONAL
PRESENCA 1(16,7) 6 (60) 0,145
AUSENCIA 5 (83,3) 4 (40) ’
GRADUACAO DO TUMOR
DIFERENCIADO 0(0) 2 (20)
POUCO DIFERENCIADO 2 (33,3) 2 (20) 0,613
INDIFERENCIADO 4 (66,7) 6 (60)
LOCALIZACAO DO TUMOR
CAVIDADE ORAL 2 (33,3) 6 (60) 0,603
REGIAO DE PESCOCO 4 (66,7) 4 (40) ’

Teste do Qui-quadrado (nivel de significancia de p<0,05)

4.3 ANALISE DA EXPRESSAO DE E-CADERINA, N-CADERINA, VIMENTINA E PO-
DOPLANINA NAS DIFERENTES ZONAS DO TUMOR E EPITELIO ADJACENTE
AO TUMOR

No grupo de pacientes vivos, a expressdo de e-cad foi alta em 66,7% dos casos no EA,
na ZI foi baixa em 66,7% dos casos e 83,3% dos casos no CT mostrou expressdo baixa. No
grupo obitos, 0 EA mostrou expressao alta em 90% dos casos, na ZI 60% mostrou expressao
baixa e no CT 70% mostrou expressao alta. Os dados detalhados estdo expostos na tabela 4 e

a sua expressao esta exposta na figura 1 e 2.
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Tabela 4 - Expressdo de e-caderina no epitélio adjacente e nas diferentes zonas do tumor dos

grupos estudados.

GRUPO 1 GRUPO 2
E-CADERINA
n=6 (%) n=10 (%)
ESCORE 1 2(33,3) 1 (10)
0,518
ESCORE 2 4 (66,7) 9 (90)
ESCORE 1 4 (66,7) 6 (60)
>0,999
ESCORE 2 2 (33,3) 4 (40)
ESCORE 1 5(83,3) 3(30)
0,119
ESCORE 2 1(16,7) 7 (70)

Teste do Qui-quadrado (nivel de significancia de p<0,05)

Figura 1 - E-caderina escore 2 na zona de invasdo. Ampliacdo 10x

Fonte: da autora, 2017
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Figura 2 — E-caderina escore 2 no centro do tumor. Ampliacéo 40x

A

Fonte: da autoa, 2017

Em relagdo a imunomarcacéo para n-cad observou-se que tanto no grupo de pacientes
Vivos quanto no grupo 6bitos a expressdo foi predominantemente baixa nas trés zonas anali-
sadas. Os dados detalhados estdo expostos na tabela 5 e a sua expressdo esta exposta nas figu-

ras 3 e 4.
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Tabela 5 - Expressdo de n-caderina no epitélio adjacente e nas diferentes zonas do tumor dos

grupos estudados.

GRUPO 1 GRUPO 2
n=6 (%) n=10 (%)

N-CADERINA

Epitélio Adjacente

ESCORE 1 5 (83,3) 9 (90)
>0,999
ESCORE 2 1(16,7) 1(10)
Zona de Invasao
ESCORE 1 6 (100) 8 (80)
0,500
ESCORE 2 0 (0) 2 (20)
Centro do tumor
ESCORE 1 6 (100) 8 (80)
0,500
ESCORE 2 0 (0) 2 (20)

Teste do Qui-quadrado (nivel de significancia de p<0,05)

Figura 3 - N-caderina escore 2 na zona de invasdo. Ampliagdo 10x
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Figura 4 - N-caderina escore 2 no epitelio adjacente. Ampliacéo 40x

Fonte: da autora, 2017

Em relacdo a vim, observou-se um percentual de marcagéo no escore 1 de 100% nas
tres zonas dos tumores estudadas tanto para o grupo vivos sem recidiva (Grupo 1) quanto para
0 grupo obitos (Grupo 2).

Quanto a expressdo de podo observou-se uma marcacao baixa nas 3 zonas analisadas
tanto para o0 grupo de pacientes vivos quanto para 0 grupo 6bitos. Sua expressao esta exposta
nas figura 5 e os dados detalhados expostos na tabela 6.



Tabela 6 - Expressdo da podoplanina no epitélio adjacente e nas diferentes zonas do tumor

dos grupos estudados

GRUPO 1 GRUPO 2

p VALOR
n=6 (%) n=10 (%)

ESCORE 1 5(83,3) 9 (90)

>0,999
ESCORE 2 1(16,7) 1 (10)
ESCORE 1 5(83,3) 7 (70)

>0,999
ESCORE 2 1(16,7) 3(30)
ESCORE 1 5(83,3) 7 (70)

>0,999
ESCORE 2 1(16,7) 3(30)

Teste doQui-quadrado (nivel de significancia de p<0,05)

Figura 5 — Podoplanina escore 2 na zona de invasdo. Ampliagcdo 10x

da autora, 2017
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4.4 AVALIACAO DO PROCESSO DE EMT E MET NO CENTRO DO TUMOR E ZONA
DE INVASAO

No grupo de pacientes vivos sem recidiva, a maioria das amostras encontravam-se em
processo de transicao, tanto na ZI como no CT. No grupo 6bitos, na ZI a maioria das amostras
encontravam-se em processo de transicdo e no CT em processo de MET. Dados detalhados na
Tabela 7.

Tabela 7 - Presenca do processo de MET, EMT e Fase de transi¢do na zona de invasdo e cen-

tro do tumor dos grupos estudados.

. GRUPO 1 GRUPO 2
VARIAVEIS p VALOR

n=6 (%) n=10 (%)

Zona de Invasdo

MET 2 (33,3) 3 (30)
TRANSICAO 4 (66,7) 6 (60) >0,999
EMT 0 (0) 1 (10)
Centro do tumor
MET 1(16,7) 6 (60)
TRANSICAO 5 (83,3) 3 (30) 0,121
EMT 0 (0) 1 (10)

Teste do Qui-quadrado (nivel de significancia de p<0,05)

4.5 AVALIACAO DO EPITELIO ADJACENTE NOS GRUPOS ESTUDADOS

No EA 68, 75% das amostras foram classificadas como normal e 31,25% como altera-
do. Nessa zona, 80% das amostras do Grupo 2 se encontravam normal e das amostras do Gru-

po 1 houve 50% normal e 50% alterado. Dados detalhados na tabela 8.

Tabela 8 - Avaliacdo do epitélio adjacente nos grupos estudados

VARIAVEIS GRUPO 1 GRUPO 2

n=6 (%) n=10 (%)

Epitélio Adjacente
NORMAL 3 (50) 8 (80)

ALTERADO 3 (50) 2 (20) >0.299

Teste do Qui-quadrado (nivel de significancia de p<0,05)



20

4.6 CORRELACAO DOS MARCADORES COM A FASE DA CELULA EPITELIAL

Quando analisamos a correlacdo dos marcadores com a fase da célula epitelial (transi-
cdo, MET e EMT) observamos que no CT e ZI a baixa expressdo de e-cad esta associada a
fase de transicdo e a alta expressdo ao MET (Teste Qui Quadrado p=0,02).

No EA a baixa expressdo de e-cad esta associado ao epitélio alterado e a alta expres-

sdo associado ao epitélio normal (Teste Qui Quadrado, p=0,018).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo o perfil demografico foi o esperado e os dados vao ao encontro da
literatura. A média de idade foi de 59 anos (39 a 71 anos), Houve predominancia pelo sexo
masculino, 93,75%. Em relacdo a origem étnica, 75% era branca. (FRANCO et al., 1989;
MILLER et al., 2003),

Considerando os hébitos dos pacientes, 62,5% deles sdo ex-tabagistas, e 37,5% sao
tabagistas. Todos pacientes que vieram a Obito sdo fumantes ou ja foram fumantes, esses Ul-
timos levaram de 20 a 54 anos da vida como fumantes e pararam de fumar somente ha, no
maximo, 1 ano e 7 meses enquanto que no grupo dos pacientes vivos sem recidiva, ndo chega
a 40 o numero de anos permanecendo com o habito e aqueles que pararam, que foi a maioria
da amostra, estdo ha, pelo menos, 15 anos sem fumar. Segundo a literatura o risco de ter
cancer sO vai ser menor para ex-fumantes comparado com o0s que nunca fumaram quando
chegar a dez anos sem possuir 0 habito (FRANCO et al., 1989; BLOT et al; MACPHERSON
et al., 2003).

Quanto a ingestdo de alcool, no grupo 6bito todos os pacientes sao ou foram etilistas,
com alta frequéncia de ingestdo chegando a 2 garrafas por dia, ha mais de 10 anos e pararam
de beber alcool hd no m&ximo 4 anos. Ja os pacientes do grupo vivos sem recidiva pararam de
beber a mais tempo, chegando a 7 anos e ndo passando de 1 garrafa por dia. Segundo Andre et
al. (1995) até 1L de bebida alcoolica por dia aumenta em 34 vezes a chance de possuir cancer
bucal.

O efeito do uso silmultaneo, de alcool e fumo, pode aumentar as chances de desenvol-
vimento de cancer bucal em até cem vezes (NEVILLE., 2002). Segundo Shen et al. (2015),
em seu estudo, a mortalidade em pacientes com carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco
foi associado com o aumento da idade, sexo masculino, tamanho do tumor e estados avanca-
dos de graduacéo do tumor (T e N).

Analisando os dois grupos do presente estudo, podemos inferir que aqueles que vieram
a Obito possuiam metastase regional, bem como um tumor maior e mais extenso quando com-
parados com o grupo dos vivos sem recidiva. Conforme a International Union Against Cancer
(2004), quanto maior a classificacdo do estadiamento, pior é o progndstico. Portanto, esse
critério foi um fator muito importante, e parece estar relacionado com os 6bitos desse mesmo
grupo.

Nossos resultados mostram que no CT e ZI a baixa expressao de e-cad esta associada

a fase de transigdo e a alta expressdo ao MET, ou seja, podemos afirmar que na fase de transi-
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cao, tanto no CT quanto na ZI a proteina epitelial e-cad se encontra menos presente nas célu-
las deixando-as menos aderidas entre si e com maior potencial de invasdo. A sua alta expres-
sdo associada ao MET demonstra que nesse processo as células estagnaram o processo de
invasdo e a-cad ja esta retornando ao seu estado de normalidade dentro das células. Outra as-
sociagéo significativa foi a da expressdo de e-cad no EA, que mostrou que a baixa expressao
esta associada ao epitélio alterado enquanto que a alta expressdo ao epitélio normal. Com es-
ses dados confirmamos que a presenca de-cad é fundamental na adesao celular, pois quando
sua expressdo na celula diminui, sua capacidade de mobilidade e invaséo aos tecidos adjacen-
tes fica aumentada resultando em um maior potencial metastatico.

Analisando a expressdo das proteinas n-cad e vim observamos que houve uma baixa
expressao nas trés regides analisadas tanto no grupo vivos sem recidiva quanto no grupo 6bi-
tos. Essa contribuicdo reduzida da expressao da n- cad e vim nas células exige uma anélise de
outros marcadores que podem avaliar melhor os fenétipos de EMT intermediérios e uma pos-
sivel relacdo entre as caracteristicas mesenquimais e epiteliais (TSUJI et al., 2009). Nossos
resultados sugerem que essas proteinas, pela técnica utilizada, ndo sdo capazes de avaliar o
processo de transicdo epitélio-mesenquimal das células tumorais.

Na literatura, alguns autores afirmam que as células ndo oscilam entre um estado epi-
telial total e mesenquimais completos, mas sim, se movendo por meio de fases intermedia-
rias, ou seja, um EMT parcial que seria o inicio desse processo, aonde as células ndo precisam
ganhar caracteristicas mesenquimais de imediato, bastando apenas diminuicdo das proprieda-
des epiteliais como uma polaridade apico-basal e uma remodelacdo de complexos juncionais
(HUANG et al., 2012), claro que essas células ndo vao se comportar com tamanha caracteris-
tica migratoria como quando, além de perder e- cad possam ganhar n-cad, dado o seu compor-
tamento adesivo diferente, promovendo assim uma migracdo coordenada mais eficiente
(CHU et al, 2006; HALBLEIB; NELSON, 2006). Portanto, a regulamentacdo da EMT clas-
sica centra-se na supressdo da transcricdo da molécula de adeséo, e-cad (LAMOUILLE et al.,
2014;. THIERY et al., 2009), fazendo com que a n- cad seja apenas um fator de avaliacdo
temporal do EMT. Sendo assim para ocorrer o processo de EMT, n@o necessariamente deve
haver baixa expressdo de e- cad e alta da n- cad e vim que nem sugere alguns autores (THI-
ERY et al., 2009), pois a expressao dessas proteinas podem néo estar simultaneamente nas
células malignas, a expressdo ou inibicdo podem acontecer em diferentes estagios para cada
proteina dentro de uma mesma célula e para cada individuo de forma diferente.

Analisando a podoplanina, no presente estudo, foi observado que na ZI a marcagao se

deu somente circundando as ilhas tumorais, enquanto que no CT se deu também no meio das
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ilhas tumorais. Isso também se confirma em um outro estudo, aonde foi demonstrado, através
de um corte imunohistoldgico, que no CT, ou seja, nas ilhas tumorais a marcacéo foi positiva
somente na periferia das ilhas. (PATILI et al., 2015). Segundo Okamoto et al. (2010) esse
padrdo também foi observado nas ilhas epiteliais tumorais, porém néo especifica se a expres-
sdo é somente nas células que circundam as ilhas. Com isso podemos sugerir que as células
que se localizam dispersas no meio da ilha tumoral, no CT, passam a povoar somente a regido
mais periférica das ilhas quando essas passam a iniciar uma invasao, recrutando todas as célu-
las malignas para a periferia a fim de possuir maior capacidade migratoria, invasiva e metasti-

ca.
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6 CONCLUSAO

O processo de EMT nas células epiteliais do carcinoma espinocelular de cabeca e pes-
cogo € um processo complexo e dindmico em que as células parecem nédo oscilar de um pa-
dréo epitelial total para mesenquimal completo de maneira coordenada mas sim passando por
fases intermediarias. A expressdo dessas proteinas podem nédo estar simultaneamente nas célu-
las malignas, a expressao ou inibicdo podem acontecer em diferentes estagios para cada prote-
ina dentro de uma mesma célula e para cada individuo de forma diferente.

Podemos inferir que o grau de estadiamento e metastase regional sdo norteadores do
prognostico, pois quanto maior a classificacdo do estadiamento, pior é o progndstico, sendo
esses fatores relacionados com o grupo Obitos do presente estudo. Para se ter a capacidade de
prever melhor o prognostico, se faz necessario um maior nimero de amostras, pois para as
variaveis avaliadas em nossas amostras as proteinas utilizadas nesse estudo nao foram capazes
de realizar essa previsdo.

Pela técnica imunoistoquimica utilizada neste estudo podemos sugerir que a proteina
e-caderina foi a proteina que melhor retratou a fase em que as células epiteliais se encontra-

vam no tumor.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos realizando uma pesquisa sobre células tronco tumorais no carcinoma espino-
celular de cabeca e pescoco que ira nos ajudar a entender melhor esta doenca, assim como a
prevencdo e o desenvolvimento de novos tratamentos. VVocé sera submetido a uma cirurgia
para o tratamento deste tumor e gostariamos de guardar parte deste tecido para a pesquisa,

bem como uma amostra de sangue.

Dados sobre a pesquisa realizada com seu tecido e/ou sangue estardo disponiveis para
VOCE ou seu cirurgido se houver interesse, porém estes dados ndo serdo anexados ao seu pron-
tuario. A pesquisa ndo tera nenhuma repercussao no seu tratamento. A escolha da utilizacédo
do tecido e/ou sangue para pesquisas futuras é sua. Seu tratamento ndo sera afetado inde-
pendentemente da sua escolha. Caso decida autorizar a utilizagdo do seu tecido e/ou sangue
para pesquisa, vocé podera mudar de idéia a qualquer momento. Para isso vocé deve entrar
em contato com a o pesquisador responsavel pela pesquisa e solicitar a retirada do seu materi-

al.

No futuro, pesquisadores poderdo precisar de informacgdes sobre sua salde. Estes da-
dos serdo fornecidos pelo pesquisador responsavel, porém sem conter seu nome, endereco,
namero de telefone ou qualquer outra informacdo que permita ao pesquisador ou outro mem-
bro da pesquisa identifica-lo. O tecido e/ou sangue poderdo ser utilizados para pesquisas que
estudem a relacdo de alteraces no DNA com o estilo de vida de pessoas que desenvolveram

carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco. Seu material serd usado somente para pesquisa.

N&o hé riscos adicionais além da cirurgia ja programada pelo seu cirurgido. O pesqui-
sador responsavel, bem como a equipe envolvida na pesquisa compromete-se manter em sigi-

lo informacdes que possam identifica-lo, como nome, endereco e nimero de telefone.

Pelo presente consentimento, declaro que fui esclarecido, de forma detalhada e livre de
qualquer constrangimento, da justificativa e dos procedimentos que serei submetido.

Fui igualmente informado da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou es-
clarecimento a qualquer duvida dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos rela-

cionados com a pesquisa.
Pesquisador responsavel (Dr. Manoel Sant”Ana Filho): 51 33085011/51 99818795

Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre: 51 33598304
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Nome do voluntario:
Assinatura do voluntario:
Data: Telefone:

Observacéo: o presente documento, baseado no item 1V das Diretrizes e Normas Regulamentares para Pesquisa em Salde do
Conselho Nacional de Satde (resolucéo 196/96), sera assinado em duas vias, de igual teor, ficando uma em poder do paciente

e a outra do pesquisador responsavel.



