JAQUELINE VAZ VANINI

Estudo das proteinas da transicao epitélio-mesénquima na invasdo 6ssea do

carcinoma epidermadide da cavidade oral

Sao Paulo
2019






JAQUELINE VAZ VANINI

Estudo das proteinas da transicao epitélio-mesénquima nainvasao 6ssea do
carcinoma epidermadide da cavidade oral

Versao Original

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sé&o
Paulo, pelo Programa de Pdés-Graduacao
em Odontologia (Diagnostico Bucal). para
obter o titulo de Mestre em Ciéncias.

Orientadora: Profa. Dra. Silvia Vanessa
Lourenco

Coorientador: Prof. Dr. Ricardo Hsieh

Sao Paulo
2019



Autorizo a reproducéo e divulgacao total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio convencional ou
eletrdnico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Catalogacao-na-Publicacdo
Servigco de Documentagdo Odontolégica
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo

Vanini, Jaqueline Vaz.

Estudo das proteinas da transicdo epitélio-mesénquima na invasdo 6ssea do
carcinoma epiderméide da cavidade oral / Jaqueline Vaz Vanini ; orientador Silvia
Vanessa Lourenco; coorientador Ricardo Hsieh. -- Sdo Paulo, 2019.

103 p. : graf., fig. ; 30 cm.

Dissertacdo (Mestrado) -- Programa de Pés-Graduagdo em Odontologia. Area
de Concentracao: Diagnoéstico Bucal. -- Faculdade de Odontologia da Universidade
de Séo Paulo.

Verséo original

1. Carcinoma de células escamosas. 2. Transi¢ao epitélio-mesénquima. 3.
Invasdo 6ssea. 4. Caderinas. 5. Vimentina. 6. Fator de crescimento
transformador betal. |. Lourenco, Silvia Vanessa. Il. Hsieh, Ricardo. III.
Titulo.




Vanini J.V. Estudo das proteinas da transicdo epitélio-mesénquima na invasao
O0ssea do carcinoma epidermoéide da cavidade oral. Dissertacdo apresentada a
Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo para obtencédo do titulo de
Mestre em Ciéncias.

Aprovado em: / /2019

Banca Examinadora

Prof(a). Dr(a).

Instituicdo: Julgamento:

Prof(a). Dr(a).

Instituicéo: Julgamento:

Prof(a). Dr(a).

Instituicéo: Julgamento:







Dedico este trabalho ao querido professor Mauricio e a todos 0s outros mestres com

guem aprendi ao longo dos anos.






AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Silvia Vanessa Lourenco, a quem muito admiro, pela orienta¢do neste

trabalho, pelos ensinamentos e por acreditar em meu potencial.

Ao Prof. Dr. Ricardo Hsieh, por me convidar para a pos-graduacgéo, pela co-

orientacdo neste trabalho e por me ensinar as técnicas laboratoriais.
A Profa. Dra. Claudia Malheiros Coutinho-Camillo, pela confecgéo das laminas
brancas, pela doacdo da aliquota do anticorpo para o Twist e pelas contribuicdes

para o desenvolvimento deste trabalho.

Ao Leonardo Koyama, por fazer a selecao dos casos, reacdes para E-caderina,
estatisticas e outras contribuicées importantes neste trabalho.

A Dra. Cibele Nagano, por fazer a selecdo dos casos e me auxiliar nos primeiros

passos da execucao deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Leandro Matos, pelo levantamento dos casos no Servigo de Cirurgia de
Cabeca e Pescoco do HC-FMUSP.

A CAPES, pelo auxilio financeiro.

A FOUSP, por toda a estrutura do curso de pés-graduacao.

Ao Instituto de Medicina Tropical e funcionarios, onde foram realizadas as etapas
laboratoriais deste trabalho.

As colegas de pds-graduacéo, pelo convivio, apoio e conselhos ao longo da

execucao deste trabalho.

Aos meus pais, familia e amigos pelo apoio e suporte ao longo dessa jornada.






“O conhecimento é o processo de acumular dados;
a sabedoria reside na sua simplificacado”
Martin H. Fischer






RESUMO

Vanini J.V. Estudo das proteinas da transicdo epitélio-mesénquima na invasao
0ssea do carcinoma epidermoide da cavidade oral [dissertagcdo]. S&o Paulo:
Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia; 2019. Versao Original.

O carcinoma epidermdide € a neoplasia mais comum da cavidade oral. Quando o
tumor atinge o grau de invasdo 0ssea, 0 prognostico e a taxa de sobrevida pioram
muito, e, além do tratamento ser mais agressivo, 0 que resulta em prejuizos
socioeconbmicos ao paciente e ao sistema de salde. Muitos mecanismos
moleculares envolvidos na etiopatogenia desse estagio da doenca ainda nao foram
totalmente esclarecidos, mas ja se sabe que um dos processos centrais na evolugéo
do tumor - invasao de tecidos adjacentes e metastases - € a alteracdo do espectro
fenotipico de células epiteliais para mesenquimais, conhecido como processo de
transicdo epitélio-mesénquima. Durante esse fendbmeno, existe uma grande
alteracdo na expressdo das proteinas celulares, que podem ser utilizadas como
biomarcadores para o diagnéstico e determinacdo do grau de agressividade do
tumor em estagios ainda precoces, além de possibilitarem o desenvolvimento de
novos farmacos mais especificos e eficientes. O objetivo desse estudo retrospectivo
foi avaliar se o fenbmeno de transicdo epitélio-mesénquima esta presente no
carcinoma epidermdide da mucosa oral com invasdo 6ssea, por meio da analise da
imunoexpressao das proteinas E-Caderina, Twist, Vimentina, TGFB1 e Periostina. A
expressdo das proteinas analisadas foi heterogénea, sendo que a E-caderina e o
Twist apresentaram um alto indice de positividade. Foram encontradas associacdes
entre a expressao positiva do Twist e o padrdo de invasdo Ossea infiltrativo
(p=0,041), sitio primario do tumor anatomicamente proximo ao osso (p=0,014) e
expressao negativa de Periostina (p=0,031), sugerindo que esse fator de transcricéo
pode estar fortemente envolvido com a evolucdo da doenca no tecido 0Osseo.
Também foram encontradas associacfes entre a expressao da Vimentina e o
tamanho do tumor. Os resultados obtidos sugerem que a transicao-epitélio
mesénquima pode estar presente em algum nivel de seu espectro no processo de

invasado do tecido 6sseo pelo carcinoma epidermoide da mucosa oral.

Palavras-chave: Carcinoma epidermoide. Transicado epitélio-mesénquima. Invaséo

0ssea. E-Caderina. Vimentina. Twist. TGFB1. Periostina.






ABSTRACT

Vanini J.V. Study of epithelial-mesenchymal proteins in bone invasion of oral
squamous cell carcinoma [dissertation]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo,
Faculdade de Odontologia; 2019. Original version.

Squamous cell carcinoma is the most common cancer of the oral cavity. When the
tumor invades the bone tissue, the prognostic and survival rate decreases a lot, and
the treatment becomes more aggressive, with several damages to the patient and
health system. Many of the molecular mechanisms of this process are not
understood yet, but it's already known that one of central processes of tumor
evolution - adjacent tissues invasion and metastasis - is a large spectrum of
phenotypic changes in epithelial cells to mesenchymal, in a process named as
epithelial-mesenchymal transition. During this phenomenon, there are a lot of
changes in the cells protein expression, which can be used as biomarkers for
diagnostic and determination of tumor aggressiveness in early stages, as also the
possibility of developing new treatment drugs, more specific and efficient. The
objective of this retrospective study is to evaluate if epithelial-mesenchymal transition
is present in bone invasion of oral squamous cell carcinoma, by
immunohistochemistry evaluation of E-cadherin, Twist, Vimentin, TGFB1 and
Periostin expression. The proteins expression was very heterogeneous. E-cadherin
and Twist showed high levels of positivity, and were found associations between
Twist positive expression and infiltrative bone invasion pattern (p=0,041), primary
tumor site close to bone (p=0,014) and Periostin negative expression (p=0,031),
suggesting this transcription factor could be strongly involved in the disease evolution
in bone tissue. There are also associations between Vimentin expression and tumor
size. The results of this study suggests that epithelial-mesenchymal transition could
be present in some level of its spectrum in bone invasion of oral squamous cell

carcinoma.

Keywords: Squamous cell carcinoma. Epithelial-mesenchymal transition. Bone

invasion. E-cadherin. Twist. Vimentin. TGFB1. Periostin.
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1 INTRODUCAO

As neoplasias malignas que acometem a regido da cabeca e pescoco,
atualmente, constituem um desafio a saude publica mundial. Trata-se de um grupo
heterogéneo de tumores, sendo o mais comum o carcinoma epiderméide, que é uma
neoplasia originada nas células do revestimento epitelial da cavidade oral, que
devido a alteracdes multifatoriais adquirem a capacidade de romper a membrana
basal e invadir os tecidos adjacentes (invasao secundaria), e de originar tumores a
distancia (metastases) (1,2).

Quando a neoplasia invade o tecido ésseo, o progndéstico piora muito (3), e
consequentemente sao necessarias grandes resseccdes cirargicas, causando
enormes defeitos estéticos e funcionais para o paciente, bem como repercussfes
socioeconbmicas. Isso muitas vezes prejudica 0 seu convivio social, alimentacao e
fala, causando também danos psicologicos (4). Mesmo com todas estratégias
terapéuticas, muitos pacientes ainda tem uma resposta baixa ao tratamento, com
altas taxas de recidivas e 6bito (5).

Quanto mais precoce for o diagndstico, melhor o prognéstico e qualidade de
vida, j& que no caso de lesBes mais avangadas, o tratamento pode ser muito
debilitante para o paciente, exigindo cirurgias extensas e quimioterapia e/ou
radioterapia mais agressivas. Entretanto, a falta de informa¢6es dos pacientes e
dificuldades de acesso ao sistema de saude dificulta muito o diagndstico precoce da
doenca. As les@es iniciais sdo muitas vezes assintomaticas ou em regides de dificil
visualizacdo ao exame de auto inspecdo ou ao exame clinico, fazendo com que o
individuo s6 seja diagnosticado quando ja esta em estagios mais avancados (6),
muitas vezes com presenca de metastases, e, consequentemente, com menores
taxas de sobrevida (7). Estima-se que pelo menos 30% dos casos de neoplasias
orais jA apresentam metastases cervicais, palpaveis ou ocultas, no momento da
avaliacao clinica inicial (8).

Apesar de grandes avancos no estudo do carcinoma epidermdéide da mucosa
oral (CEMO), ainda existem muitos mecanismos que nao foram totalmente
compreendidos, e o tratamento da doenca continua sendo um desafio. J4 se sabe

gue o processo de desenvolvimento de um tumor é complexo, e envolve uma série
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de fatores genéticos e moleculares, culminando na sele¢édo clonal e multiplicacao
das células tumorais. A identificacdo e compreensdo dos mecanismos e alteracfes
em nivel molecular pode elucidar aspectos da doenca que favorecam o diagndstico
precoce e preciso, facilitando a tomada de decisdes clinicas e terapéuticas efetivas e
menos mutilantes, como por exemplo, terapias-alvo.

Acredita-se que um dos fendbmenos envolvidos na evolucdo do CEMO esta
associado ao espectro de alteragcbes fenotipicas de células epiteliais em
mesenquimais, por meio de um processo conhecido como transicdo epitélio-
mesénquima (TEM), no qual as células ganham uma maior capacidade de invaséo e
migracao para outros tecidos, sejam adjacentes (invasdo secundaria) ou sitios mais
distantes (metéstases) (9). Esse fendbmeno também ocorre no processo de
embriogénese e reparacdo tecidual, e pode se apresentar ndo s6 em tumores
estabelecidos, como também em alteracdes precoces de neoplasias na mucosa oral
(20).

Ainda pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares envolvidos no
processo de invasdo do tumor no tecido 6sseo, especificamente e os estudos na
literatura com o objetivo de investigar os mecanismos moleculares desse estagio da
doenca sdo escassos. Levando-se em conta 0 tratamento mais agressivo e pior
prognéstico nessa situacdo, € fundamental o esclarecimento dos processos
envolvidos na invaséo éssea.

Durante a TEM existe uma grande alteracdo na expressdo das proteinas
celulares, que podem ser utilizadas como biomarcadores para o diagndstico e
determinacao do grau de agressividade do tumor. Durante esse fendmeno, observa-
se a perda da arquitetura, fenotipo e reducdo da expressédo de proteinas epiteliais,
como E-caderina, Citoqueratinas, Laminina, entre outras. Isso & acompanhado pela
aquisicdo de um fenotipo e comportamento mesenquimais, bem como a expressao
de suas proteinas caracteristicas, como a N-caderina, Vimentina, Fibronectina, etc.,
mediada por fatores de transcrigdo como Snail, Slug e Twist (9).

Diante deste cenario, a identificacéo das proteinas e mecanismos envolvidos no
processo de invasdo 6ssea do CEMO é um passo fundamental para que a pesquisa
possa contribuir com novas ferramentas para se criarem inovacdes em estratégias
terapéuticas. Esse conhecimento também podera ser aplicado no diagnostico para
se aferir a capacidade biolégica de invasdo e agressividade tumoral, bem como no

desenvolvimento de novos farmacos no conceito de terapias-alvo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Carcinoma epidermoide da mucosa oral: caracteristicas clinico-

epidemiolodgicas

O CEMO é o mais comum dos tumores de cabeca e pescoco, e apresenta
uma taxa de sobrevida de 5 anos de aproximadamente 50% (1,6). Possui uma
incidéncia maior em homens, e, mundialmente, estd entre as 10 neoplasias mais
frequentes (2). A associacao do tabagismo e etilismo crénico é o fator de risco mais
comum, fazendo com que a incidéncia da doenca seja grande tanto em paises em
desenvolvimento, quanto em desenvolvidos, com mortalidade menor nestes ultimos,
reflexo da desigualdade social (2,11). Outros fatores etiolégicos como a infeccao
pelo papilomavirus humano (HPV) e traumatismos crénicos sdo mencionados na
literatura, mas ainda carecem de maior entendimento com relacdo a sua real
associacdo com o CEMO.

Em 2016, no Brasil, a estimativa de novos casos de CEMO foi de 11.140 em
homens e 4.350 em mulheres (propor¢ao H/M 2,5:1), correspondendo a um risco de
11,27 casos a cada 100 mil homens e 4,21 a cada 100 mil mulheres. As estatisticas
disponibilizadas pelo Instituto Nacional do Cancer em 2016 mostram que o CEMO
em homens é o quarto tumor mais frequente na Regido Sudeste (14,58/100 mil), e
nas outras regides esta sempre entre as 10 primeiras posicdes, exceto na regido
Sul, onde ocupa a 152 posicéo (Disponivel em:
http://www.inca.gov.br/estimativa/2016/sintese-de-resultados-comentarios.asp).

Na regido da cabeca e pescoco, a cavidade oral é a regido mais afetada pelo
carcinoma epidermoide (11). A lingua é o sitio mais frequente, com uma incidéncia
crescente nos ultimos anos, mostrando também um pior prognéstico devido a sua
alta vascularizacao, que facilita o desenvolvimento de metastases (12-14).

Clinicamente o CEMO pode apresentar-se de maneiras variadas. Pode
formar uma lesdo exofitica, com aumento de volume, superficie irregular e ulcerada,
com aspecto duro a palpacdo. Um outro padrdo é o crescimento endofitico, onde a

lesdo geralmente apresenta uma area central deprimida, com bordas elevadas e
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areas de ulceracfes. Nos casos mais iniciais, as lesbes podem apresentar-se nas
formas de lesGes brancas, lesdes vermelhas ou ambas, com limites irregulares e
sem alteracbes de volume ou ulceracdes, mas com alteracdes histologicas que
serdo discutidas a seguir.

Frequentemente o CEMO n&o apresenta sintomatologia dolorosa, o que
contribui para o seu diagndstico tardio, principalmente por muitas vezes surgir em
areas de dificil inspecdo. A dor geralmente ocorre quando a lesdo invade nervos
locais, o que significa um grau mais avancado e pior progndéstico da doenca. Em
casos mais avancados, dependendo da localizacdo, a lesdo pode atingir a pele,
formando fistulas e areas de necrose e sangramento, limitar a abertura bucal, causar
dificuldades e dor na mastigacdo e degluticdo, alteracdes na salivacdo, perdas
dentarias e reduzir a mobilidade lingual.

Quando o tumor atinge o o0sso, podem surgir alteracdes imaginologicas na
regido afetada, com um padrao irregular, que ao exame radiografico aparece como
radiolucidez com bordas indefinidas, com aspecto de “roido de traga”. Porém, a
radiografia isoladamente ndo é suficiente para se determinar se existe ou nao
invasdo Ossea, sendo necessarios outros exames de imagens mais especificos,
especialmente a tomografia. A ressonancia magnética complementa o diagnéstico
da extensdo da doenca, detalhando o grau de envolvimento dos tecidos moles
(15,16).

2.2 Carcinoma epidermoide da mucosa oral: caracteristicas histopatoldgicas

Histologicamente, o carcinoma epidermaoide caracteriza-se por ilhas e corddes
invasivos de células epiteliais malignas, estendendo-se além da membrana basal
para o tecido conjuntivo adjacente. Essa invasdo pode atingir tecidos mais
profundos, como tecido adiposo, muscular e 6&sseo, destruindo-os (invaséo
secundaria). Ao alcancar vasos sanguineos e linfaticos, as células se disseminam
para regides mais distantes, como linfonodos, pulméo, figado, ente outros 6rgaos,
estabelecendo tumores secundarios (metastases) (17).

Podem ser observadas atipias celulares tais como: células e nucleos
aumentados, nucléolos grandes e proeminentes, nucleos hipercromaticos,
pleomorfismo celular e nuclear, disqueratose, atividade mitética aumentada e figuras

de mitose anormais. Além disso, também é comum a formagéo de cristas epiteliais
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em formato bulbar, perda da polarizacéo celular e formacao de pérolas de queratina
nos tumores mais bem diferenciados (15).

Se for detectado no estado mais precoce, ainda no tecido epitelial de origem e
sem romper a membrana basal, o tumor é classificado como carcinoma in situ, e
possui um melhor prognostico. A capacidade invasiva é morfologicamente
caracterizada pelo rompimento da membrana basal e migracdo das células para o
tecido conjuntivo e tecidos adjacentes mais profundos.

Um dos sistemas mais utilizados de classificagdo de tumores € o TNM (tumor
node metastasis), desenvolvido pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), que
leva em consideracdo o seu tamanho, invasado de tecidos adjacentes e metastases.
Exames auxiliares como a tomografia computadorizada e a ressonancia magnética
sdo fundamentais para auxiliar na determinacdo da extensdo da doenca. Foi
proposta uma classificacdo especifica para os tumores primarios orais, de acordo

com o Quadro 2.1:
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Quadro 2.1. Classificacdo TNM atual, segundo a OMS

T - TUMOR PRIMARIO

TX
TO
Tis
T1
T2
T3
T4a (labio)

T4a
oral)

Tab  (labio
cavidade oral)

(cavidade

e

Tumor primario nao pode ser avaliado

Sem evidéncia de tumor primario

Carcinoma in situ

Tumor de 2 cm ou menos em sua maior dimensdo / Tumor com até
5mm de profundidade de invasao

Tumor maior que 2 cm e menor que 4 cm em sua maior dimensdo /
Tumor com até 10mm de profundidade de invasao

Tumor maior que 4 cm em sua maior dimensdo / Tumor com mais de
10mm de profundidade de invasao

Invasdo tumoral através da cortical déssea, nervo alveolar inferior,
assoalho bucal ou pele (queixo ou nariz)

Invasdo tumoral através da cortical Odssea até os musculos
extrinsecos/profundos da lingua (genioglosso, hioglosso, palatoglosso, e
estiloglosso), seios maxilares ou pele da face

Invasdo tumoral no espago mastigatorio, fossa pterigoidea, ou base do
cranio; ou envolve a artéria cardtida interna

Nota: Erosdo superficial isolada do osso/alvéolo dentdrio por tumor primdrio gengival ndo é suficiente
para classificar um tumor como T4.

N — LINFONODOS REGIONAIS (CERVICAIS)

NX
NO
N1
N2a
N2b
N2c
N3a
N3b

Linfonodos ndo puderam ser avaliados

Sem evidéncia de metastases para linfonodos

Metastase em um Unico linfonodo ipsilateral, <3 cm, EC(-)
Metastase em um Unico linfonodo ipsilateral entre 3—6 cm, EC(-)
Metastases em multiplos linfonodos ipsilaterais, <6 cm, EC(-)
Metastases em linfonodos bilaterais ou contralaterais, <6 cm, EC(-)
Metastase em linfonodo >6 cm. EC(-)

Metastase em linfonodo(s) com EC (+)

EC= extravasamento capsular / Nota: Linfonodos na linha média séo considerados como ipsilaterais.

M — METASTASES A DISTANCIA

MX \ Metastases a distancia ndo puderam ser avaliadas
Mo | Sem metastases a distancia
M1 | Presenca de metéstases a distancia
ESTADIAMENTO
ESTAGIO 0 Tis NO MO
ESTAGIO | T1 NO MO
ESTAGIO Il T2 NO MO
ESTAGIO Il T1,T2 N1 MO
T3 NO, N1 MO
ESTAGIO IVA T1,72,T3 N2 MO
T4a NO, N1, N2 MO
ESTAGIO IVB Qualquer T N3 MO
T4b Qualquer N MO
ESTAGIO IVC Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: Traduzido de https://www.cancer.org/cancer/oral-cavity-and-oropharyngeal-cancer/detection-

diagnosis-staging/staging.html
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As lesGes também recebem uma classificacdo histopatolégica de acordo com
0 seu grau de diferenciacdo: bem diferenciadas, moderadas ou indiferenciadas, de
acordo com a semelhanca com seu tecido de origem (Quadro 2.2). A frente de
invasdo do tumor possui caracteristicas moleculares diferentes das outras regides,

sendo o padrao de invasdao um importante fator para determinar o prognaostico (17).

Quadro 2.2 Classificagéo de acordo com a diferenciacao histopatologica — OMS

Classificagao Caracteristicas

Bem diferenciado Arquitetura tecidual bem parecida com
epitélio normal, com formacdo de pérolas
corneas

Moderadamente diferenciado Pleomorfismos nucleares distintos
Atividade  mitética, incluindo mitoses
anormais
Pouca queratinizagao

Pouco diferenciado Predominio de células imaturas

Mitoses numerosas, tipicas e atipicas
Queratinizagdo minima

Fonte: Adaptado de: Barnes et al. p.170(18)

Tumores em gengiva, regiao retromolar, assoalho bucal e palato possuem
maior proximidade anatémica com as estruturas ésseas, facilitando a disseminacao
do tumor. Quando atinge o0 0sso, a neoplasia é automaticamente classificada em T4
(exceto erosdo 6ssea superficial isolada em tumor primario gengival, conforme nota
na classificacdo) e possui pior prognéstico e tratamento mais agressivo. Alguns
autores questionam essa classificacdo, baseados em estudos que indicam que
apenas a invasao 0ssea em nivel medular possui relacdo com recidivas e menor
taxa de sobrevida (19-22).

O padrdao de invasdo oOssea pelo tumor pode ser dividido em trés tipos:
erosivo, infiltrativo e misto (23). No padrao erosivo ha uma grande e bem delimitada
frente de invasdo no tecido 6sseo, com presenca de reabsorcdo osteoclastica e
fibrose. O padréo infiltrativo apresenta ninhos e projecdes de células tumorais
penetrando o sistema harvesiano (Figura 2.1), e casos que apresentam os dois
padrées sao classificados como mistos. Casos apresentando padrdo erosivo
parecem ter uma taxa de sobrevida maior do que o padréao infiltrativo, pela
dificuldade em se fazer uma ressecc¢ao cirurgica adequada, com margens livres, por

causa da grande irregularidade na frente de invasao do tumor (24).
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Figura 2.1 — Padrdes de invaséo 6ssea do CEMO

Fonte: a autora.

A. Padrao erosivo; B. Padrao infiltrativo

2.3 Carcinoma epidermoide da mucosa oral: etiopatogénese

O CEMO decorre, em suas fases mais precoces, de queratindcitos que
sofreram mutacdes que alteram o ciclo celular, com modificagbes nos processos de
reparacdo do DNA, diferenciagéo celular, apoptose e ganho ou perda de expressao
de proteinas. Essas alteracdes precoces, ainda em nivel molecular, gradativamente
se revelam como alteracdes fenotipicas nas células epiteliais afetadas, ao que os
patologistas conferem o diagnéstico de displasia. Essas modificacdes sdo seguidas
pelo processo de angiogénese, com remodelagbes na composicdo da matriz
extracelular, criando um microambiente favoravel a multiplicagdo e migracao celular
2).

Como qualquer neoplasia, 0 CEMO possui etiologia multifatorial, envolvendo
fatores intrinsecos e extrinsecos. Dos extrinsecos, 0 mais importante € a associacao
do tabagismo e etilismo crénico. Outros fatores, como o HPV-16 ainda tem
participacdo controversa na etiopatogenia do CEMO, sendo sua atuacao ja bem
estabelecida no carcinoma epiderméide da orofaringe. O processo intrinseco de
desenvolvimento do tumor é complexo e envolve uma série de fatores genéticos e
moleculares, culminando na selecdo clonal e multiplicagdo das células tumorais
(1,2,25).
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2.3.1 Fatores Extrinsecos

2.3.1.1 Alcool

O alcool pode ser considerado um fator de risco local e sistémico ao mesmo
tempo. Sua ingestdo cronica leva ao aumento da permeabilidade da mucosa oral,
dissolvendo os componentes lipidicos do epitélio, o que causa atrofia epitelial e
alteracdes nos mecanismos de sintese e reparo do DNA. Ele também €& um agente
genotoxico e possui efeitos mutagénicos, leva a reducdo no fluxo salivar e afeta a
habilidade do figado de degradar componentes téxicos ou potencialmente
carcinogénicos (2).

Uma outra teoria dos mecanismos carcinogénicos do alcool, é o fato de ele
ser metabolizado pelas células epiteliais e microflora oral em acetaldeido, que é um
agente mutagénico conhecido, além dos outros componentes cancerigenos

presentes na propria bebida (14).

2.3.1.2 Tabaco

O consumo de tabaco, seja na forma de cigarros, seja pelo habito de mascar,
deprime a imunidade da cavidade oral, facilitando o aparecimento de doencas locais
como a gengivite e a periodontite. Os cigarros possuem diversos elementos
carcinogénicos, e eles podem ser divididos basicamente em trés grupos:
nitrosaminas, benzopirenos e aminas aromaticas. Esses elementos quimicos séo
classificados como pré-carcinogénicos, e sofrem alteracdes por enzimas oxidativas,

gerando radicais livres e produtos que se ligam ao DNA celular e causam mutagdes

(2).

2.3.1.3 HPV-16

Os genes E6 e E7 do virus HPV-16 tem a capacidade de degradar os produtos
dos genes humanos supressores de tumor p53 e pRb, que atuam na manutencédo do
ciclo celular normal. Com isso a célula perde a capacidade apoptoética e passa a ter

um crescimento aberrante, iniciando e favorecendo o processo de carcinogénese
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(25). E importante destacar que a associacdo com o virus HPV-16 tem sido
efetivamente comprovada especificamente nos casos de carcinoma epidermoide de

orofaringe.

2.4 Mecanismos moleculares da invasao 6ssea

A invasdo 0ssea do tumor é um processo orquestrado por varios mecanismos
moleculares, que ainda nao foram totalmente elucidados (7). Inicialmente, as células
tumorais secretam proteases, que sao enzimas capazes de degradar componentes
da matriz extracelular, facilitando a invasdo do tumor pelos tecidos. As proteases
também atuam na diferenciacdo das células 6sseas, recrutando osteoclastos que
passam a reabsorver a matriz mineralizada do 0sso (26,27).

Entre as varias proteinas expressas pelas células tumorais, as interleucinas
(especialmente IL-6) e os fatores de crescimento se destacam por estimular a
atividade osteoclastica, por exemplo, a via receptor activator of nuclear fator kappa-B
ligand — RANKL (27-30). Com isso séo liberadas mais citocinas e fatores de
crescimento, e, uma vez que as células tumorais invadem o 0sso, encontram um
microambiente favoravel ao crescimento e multiplicacdo celular, alimentando um

ciclo que favorece ainda mais a destruicdo 0ssea (26,31).

2.4.1 RANK / RANKL / OPG

A osteoclastogénese € regulada principalmente por trés moléculas essenciais:
Receptor Activator of Nuclear Factor kappa-B (RANK), Receptor Activator of Nuclear
Factor kappa-B Ligand (RANKL), e a Osteoprotegerina (OPG). O RANKL é membro
da familia dos ligantes TNF; o RANK é um heterotrimero transmembrana presente
na membrana de células progenitoras de osteoclastos, osteoclastos maduros,
células dendriticas e células glandulares. Ja a OPG pertence a familia dos
receptores TNF e ¢é um inibidor da reabsorcdo Ossea, reprimindo a
osteoclastogénese. Essas trés proteinas em conjunto estdo presentes no
metabolismo 6sseo tanto em condi¢cbes normais (Figura 2.2), quanto patologicas
(Figura 2.4) (32).

O desequilibrio na expressdo dessas trés proteinas causa a ostedlise

associada a tumores malignos. Quando a expressdo de RANKL esta maior que a de
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OPG, o RANK se liga as células progenitoras de osteoclastos, induzindo sua
diferenciacdo em osteoclastos maduros e ativos (26). As células tumorais séo
capazes de expressar RANKL, mas isso nem sempre ocorre. Nesses casos,
proteinas como a IL-6, IL-11, TNFa e PTHrP, frequentemente presentes no CEC
oral, podem induzir a expressdao do RANKL pelas células ésseas, ativando a cascata

da osteoclastogénese no microambiente tumoral (28,31,32).

Figura 2.2 - Acdo do RANK/RANKL/OPG na fisiologia do metabolismo 6sseo
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Fonte: a autora.

2.4.2 MMPs

As metaloproteinases da matriz (com abreviagcdo consagrada pela literatura
como MMPs) sdao um grupo de endopeptidases zinco-dependentes, enzimas
capazes de digerir colagenos, elastina, gelatina e proteoglicanas, proteinas que séo
componentes importantes da matriz extracelular. As MMPs s&o uma parte essencial
do equilibrio do processo de formacao/reabsor¢cdo 6ssea em condicbes normais,

mas também sdo expressas pelas células tumorais (33). No cancer, as MMPs
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contribuem para a migracdo celular e também tem uma participacdo essencial na
diferenciacdo e maturacéo das células 6sseas (26,27).

Especificamente a MMP-2 e a MMP-9 estdao envolvidas no processo de
reabsorcdo 0ssea, pois possuem a capacidade de degradar a matriz do 0sso, além
de recrutar e coordenar osteoclastos (34). Elas sao produzidas em grande
guantidade no CEC oral, especialmente na frente de invasdo do tumor (33), além de
terem sido associadas ao processo de EMT (35). A MMP-7 também foi relacionada
com a invasdo 0ssea tumoral, e possivelmente induz a diferenciacdo osteoclastica
via RANKL (36).

2.4.3 Transicao epitélio-mesénquima (TEM)

A transicdo epitélio-mesénquima (TEM) é um processo biolégico que consiste
em alteracdes bioquimicas que levam a um espectro fenotipico no qual uma célula
epitelial polarizada adquire caracteristicas de uma célula mesenquimal com um
fendtipo mais alongado, semelhante ao de fibroblastos. Esse fenémeno foi descrito
pela primeira vez por Elizabeth Hay na Universidade de Harvard, em 1964, por meio
da observacdo da formacdo de embribes de galinha. Em 1986 ela observou
detalhadamente esse processo in vitro, publicando um extenso artigo de reviséo
sobre a TEM dez anos mais tarde (37).

O processo da TEM resulta na aquisicdo de vantagens no equipamento de
motilidade celular, com o consequente ganho nos mecanismos de invaséo tecidual,
bem como na alta resisténcia a apoptose e grande producdo de componentes
extracelulares (38). Esse fendbmeno esta presente em trés momentos bioldgicos:
embriogénese, reparacgéo tecidual, e em processos patolégicos como a evolugéo de
neoplasias e metastases (9).

O evento principal durante a TEM é a perda da adeséo celular por meio da
repressdo de componentes de juncdes aderentes, tight e desmossomos. Ocorre uma
reorganizacdo do citoesqueleto e a célula perde seus marcadores epiteliais (E-
caderina, Citogqueratinas, Lamininas, Desmoplaquinas, etc) e passa a expressar
marcadores mesenquimais (N-caderina, Vimentina, Fibronectina, etc) (9), conforme

ilustrado na Figura 2.3.
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Figura 2.3 - Exemplo gréfico do fenémeno de transicao epitélio-mesénqguima e alguns de
seus marcadores

Fendtipo Epitelial Fenohpo intermedidrio/ Fenotipo Mesenquimal
Transicqo
ol @ ==
ee|e| @ T A
E-caderina Perda progressiva de marcadores o
Citoqueratinas epitelicis e ganho de marcadores mesenquimais N-caderina
Lamininas Vimentina
Desmoplaquinas Fibronectina
Coldageno tipo IV B-catenina
miR200 Snail
Slug

Twist

Fonte: a autora.

Um grande numero de processos moleculares esta envolvido para iniciar e
completar a TEM, incluindo fatores de transcricdo, expressdo de proteinas da
membrana celular, reorganizacdo do citoesqueleto e mudancas na expressdo de
microRNAs especificos. Esses fatores podem ser utilizados como biomarcadores
para identificar células em processo de TEM, uma vez que ocorrem mudancas
significativas no padrao de expressao de proteinas pela célula (9).

Os microRNAs miR-141, miR-200, miR-205, miR-429, e os fatores de
transcricdo Snail, Slug, e Twist sdo considerados “gatilhos” principais do processo de
TEM (38). Esses fatores de transcricdo podem induzir a expressao de
metaloproteinases (MMPSs), que facilitam a degradacdo de matriz extracelular e
tecidos adjacentes (39), como o tecido 6sseo. Além disso, a TEM pode nédo so dar a
capacidade para as células migrarem do tumor primario, mas também parece
conferir a essas células a capacidade de auto-renovacao, que € essencial para o
estabelecimento de tumores secundarios (40).

Estudos recentes demonstraram que as células tumorais podem sofrer um
processo de TEM parcial, adquirindo caracteristicas mesenquimais, mas mantendo
ainda alguns marcadores epiteliais. Durante a carcinogénese, a TEM nao é
simplesmente um estado celular binario epitelial ou mesenquimal, mas possui todo
um espectro de estados intermediarios, que sdo determinados pelo microambiente
tumoral. Uma célula hibrida epitelial/mesenquimal pode ser metastatica, e essa

plasticidade entre os dois estados permite que a célula adote comportamentos
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funcionais e rapidas mudancas de fendtipo dependendo das cascatas de sinalizacéo
externas (41).

A TEM é um processo profundamente envolvido na biologia tumoral, sendo
que células que sofreram TEM possuem caracteristicas mais agressivas, estando
usualmente descritas em diversos trabalhos como mais concentradas na frente de
invasdo e migracao metastatica (42). Levando isso em consideracédo, a TEM pode
ser uma hipétese para explicar a capacidade das células tumorais de degradar o

tecido 6sseo e infiltrar-se em sua matriz.

2.4.3.1 Proteinas importantes no processo de transicao epitélio-mesénquima

2.4.3.1.1 E-Caderina

A E-caderina € uma glicoproteina transmembrana calcio-dependente,
presente na maioria das células epiteliais. E uma proteina essencial na manutenc&o
das juncdes aderentes do tecido epitelial, o que promove a manutengcdo da
polaridade celular, estrutura e estabilidade mecéanica do tecido (41,43). Possui um
papel fundamental no desenvolvimento embrionario, em processos morfogenéticos
como a invaginacao, extensao tecidual e desenvolvimento da crista neural (41).

A E-caderina é dividida em 3 porcdes: extracelular, que interage com as
caderinas das células vizinhas; transmembrana; e intracelular, que interage com as
cateninas, particularmente a [B-catenina, promovendo a conexdao com O
citoesqueleto. Células epiteliais possuem como principal caracteristica o contato
entre células e a formacdo de juncbes aderentes, que sdo altamente dependentes
do complexo E-caderina/p-catenina (41,43).

A perda da expressdo da E-caderina e o realocamento da B-catenina do
citoplasma para o nudcleo celular, ativando genes ligados a proliferacdo e invaséo
celular (44) € um dos principais sinais observados em células em processo de TEM
(9). As cascatas de sinalizagao do processo de TEM, como as do TGFB, EGF, HGF,
Notch, FGF, Wnt, e IGF, ativam os fatores de transcricdo Snail, Twist e ZEB, que por
sua vez, reprimem a expressao da E-caderina (41).

Por muito tempo acreditou-se que a perda da expressao da E-caderina estava
associada a invasdo e metastase de tumores, baseado em estudos que

demonstraram que células tumorais expressando E-caderina possuem fendétipo
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epitelial e comportamento n&do-invasivo, enquanto as que nao a expressam possuem
fendtipo mesenquimal, motilidade e comportamento agressivo. Porém, outros
estudos demonstraram a presenca da E-caderina em alguns tipos de cancer,
sugerindo que o comportamento invasivo da célula ndo é reprimido exclusivamente
pela presenca dessa proteina (41).

A E-caderina também € essencial no processo de migracdo coletiva das
células tumorais, onde essas células mantém suas caracteristicas epiteliais, ou
sofrem TEM parcial, mantendo-se em contato com as células vizinhas através de
juncdes aderentes. Células que perdem a expressdo da E-caderina sdo capazes
apenas de migrar individualmente. A expressao e re-expressdo da E-caderina é
fundamental no processo de estabelecimento e crescimento de metastases em
tecidos distantes do tumor primério (41).

Um outro aspecto importante da TEM é a localizacdo aberrante de proteinas.
Uma mudanca na localizacdo da expressdo da E-caderina, da membrana para o
citoplasma, pode ser observada em muitos casos de CEC. A funcdo adesiva da E-
caderina depende criticamente da sua associagdo com a [(-catenina, que faz a
ligacdo com a actina do citoesqueleto. A perda desse complexo leva a reducédo na
adesdo celular, e ja foi correlacionada com a pouca diferenciacdo celular,

metastases e maior capacidade invasiva do tumor (45).

2.4.3.1.2 N-Caderina

A N-caderina também é uma proteina transmembrana presente nas juncdes
aderentes, especialmente em células mesenquimais e neurais (43), além de ser uma
molécula essencial na embriogénese, durante o processo de gastrulacdo e
desenvolvimento da crista neural (46). Sua porgao intracelular interage com a (-
catenina, que por sua vez se associa a a-catenina, fazendo a ligacdo ao complexo
de actina, responsavel pela motilidade celular através da contracéo do citoesqueleto.

E possivel observar a expressdo da N-caderina em tecidos neurais, na retina,
células endoteliais, fibroblastos, osteoblastos, mesotélio, miécitos e cartilagens (46).
No cancer, estd associada ao aumento da sobrevivéncia celular, migracdo, invasao,
e pior prognostico (47). Um dos principais fatores de transcricdo responsaveis pelo

aumento na expressao da N-caderina é o Twist (46).
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Um dos fenbmenos que podem ser frequentemente observados no processo
de TEM é a reducdo da expressdo da E-caderina associada ao aumento na
expressdo de N-caderina, em um processo que ficou conhecido como “caderin
switching” (44). Células tumorais que passam pelo processo de “caderin switching”
perdem o seu fendtipo epitelial e passam a apresentar um fendtipo mesenquimal,

com grande motilidade (46).

2.4.3.1.3 TGFB1

O TGFB é uma familia de fatores de crescimento, envolvidos em diversos
mecanismos moleculares de proliferacéo, diferenciacdo e crescimento celular, tanto
na normalidade quanto na doenca, além de estar presente no processo de
diferenciacdo morfogénica de varios 6rgaos durante a embriogénese. Possui trés
isoformas (TGFB1, TGFB2 e TGFB3) com funcbes especificas e diferentes entre si
(48).

Estando envolvido em tantos processos diferentes e essenciais para a
homeostase tecidual, alteragées nos niveis de TGFB sao comuns em diversos tipos
de tumores, e, especificamente nos carcinomas de cabeca e pescoco, ja foi
demonstrada a sua expressao acentuada (48,49). Ele é capaz de iniciar cascatas
relacionadas a proliferacdo e diferenciacdo celular, migracdo, motilidade, secrecao
de MEC e inducéo da expressao de outras citocinas. Todos esses processos Sao
essenciais na tumorigénese (32,49,50).

O TGFB é um importante indutor e regulador da TEM, e destaca-se por suas
isoformas serem capazes de mediar varios aspectos desse processo em contextos
diferentes. Sua sinalizacdo através de diferentes receptores e a ativacao do fator de
transcricdo Smad regulam a expressdo de genes envolvidos na proliferagéo,
diferenciacdo, migracdo e apoptose celular, além da producdo de componentes da
matriz extracelular e angiogénese (48). Ele também tem participacéo importante na
regulacéo da expressédo da E-caderina e N-caderina (50,51).

O TGFB1, especificamente, tanto pode ser expressado pelas células tumorais,
quanto liberado dos componentes do 0sso pela reabsorgcéo osteoclastica. Ele tem a
capacidade de estimular a proliferacdo de células tumorais e inibir sua apoptose,
ativar e regular a funcédo osteoclastica e promover a expressao de outros fatores

hY

relacionados a atividade osteoclastica. Todos esses processos ativam direta e
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indiretamente mais osteoclastos, contribuindo para a aceleracdo do ciclo de
destruicdo Ossea (7,30,32). Também ha indicios de que o TGFB1 prolonga o tempo
de vida dos osteoclastos (29).

Ja foi observada uma maior expressao de receptores para TGFB1 em casos
apresentando padrao infiltrativo de invasdo 0ssea, em comparacdo com O erosivo.
Isso pode sugerir que os diferentes padrdes de invasdo 6ssea podem ter vias

moleculares também diferentes entre si (45).

2.4.3.1.4 Vimentina

A Vimentina é uma proteina presente no citoesqueleto celular, sendo um
filamento intermediario (IF) tipo lll, e é expressa em células de origem mesenquimal,
como fibroblastos, endotélio e leucdcitos. Possui funcbes de adesado celular via
integrinas, motilidade, sinalizacdo e participacdo em processos vasculares como a
angiogénese, além de estar presente nos processos de regeneracao e inflamacéo
de nervos (52). A Vimentina também precede a expressao de outros IF tipo Il
durante a diferenciacdo e desenvolvimento de células neurais (sendo substituida
pelo GFAP) e musculares (substituida pela desmina) (53).

Durante o processo de TEM, as células perdem suas caracteristicas epiteliais,
como a adesdo e a polaridade, e ganham caracteristicas mesenquimais, como a
grande motilidade, através de rearranjos no citoesqueleto celular e alteracbes na
sinalizacdo e expressdo de proteinas. A perda da expressdo da E-caderina
acompanhada do aumento na expressao de Vimentina é outro marcador classico de
TEM (10,52,54), pelo fato de que a Vimentina ndo é expressa em células epiteliais
normais (55).

Na mucosa oral normal, a Vimentina aparece apenas em pequenas
guantidades no citoplasma de células mesenquimais do tecido conjuntivo. Sua
expressdo no epitélio oral comeca a se apresentar nas displasias, aumentando
conforme seu grau, culminando com uma expresséo elevada nas células do CEMO,
particularmente na frente de invasdo do tumor (38). Além disso, no CEMO observa-
se também um aumento da expressdo da Vimentina no citoplasma de células do
tecido conjuntivo adjacente ao tumor (10) e ja foi estabelecida sua associagdo com

metastases e pior prognostico (55,56).
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Na literatura, relata-se o aumento na expressdo de Vimentina também em

outros tipos de tumores, como o de mama, prostata e célon (10).

2.4.3.1.5 Periostina

A Periostina (também chamada osteoblast specific factor 2 — OSF2) é uma
proteina da matriz extracelular presente ndo sé no peridsteo de 0ssos longos, mas
também em varios outros tecidos, como aorta, estdbmago, trato gastrointestinal,
placenta, Utero, tiredide e mama. Ela é muito produzida durante a osteogénese,
odontogénese e nos tecidos submetidos a forcas mecéanicas, como ligamento
periodontal, valvulas cardiacas, pele, tenddes e o0ssos. Possui duas funcdes
principais: fibrilogénese na MEC e migragéo celular (57).

Sua expressao ja foi observada em células inflamatoérias e miofibroblastos,
fibroblastos normais e em processos de fibrose, células tronco, células
mesenquimais derivadas da medula 6ssea, algumas células epiteliais e endoteliais
(58). A Periostina também pode ativar queratindcitos, regulando sua diferenciagéo e
proliferacdo, além de aumentar a transformacéo de fibroblastos em miofibroblastos e
regular a sintese de colageno e matriz extracelular (59).

Foi demonstrado que a Periostina também tem participacdo em alguns
processos patologicos, como fibrose, artrite, aterosclerose e outras doencas
inflamatérias, tumorigénese e metastases (58). Ela participa da regulacdo de
processos inflamatérios tanto pela modificacdo das propriedades da MEC, quanto
pela ligacdo celular direta via Integrinas, iniciando cascatas de sinalizacao
intracelulares. As Integrinas sdo proteinas transmembrana capazes de iniciar varios
processos de sinalizacdo celular, notadamente a ativagdo do complexo
actina/miosina, promovendo a motilidade celular, por isso a grande participacdo da
Periostina nesse fenébmeno (57).

Especificamente no tecido 0sseo, é possivel observar uma grande expresséao
dessa proteina no periosteo e ostedcitos. Sua producéo € regulada por estimulos
mecanicos, horménios (PTH), fatores de crescimento (TGFB, BMP2) e citocinas
(TNFa, IL-4, IL-13, PDGF), tendo um papel fundamental na diferenciacao e funcao
osteoblastica, e consequente formacao 0ssea (59). Por conta disso, € uma proteina
importante no processo de reparacdo Ossea no caso de fraturas (57). A

diferenciacdo de células-tronco mesenquimais em osteoblastos é determinada pela
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via de sinalizacdo Wnt-B-catenina. Consequentemente, na auséncia de B-catenina
essas ceélulas ndo se diferenciam em osteoblastos maduros, mas em condrdcitos
(59).

A Periostina faz parte do chamado “microambiente tumoral” e ja foi detectada
em diversos tumores, como de mama, coélon, pancreas, pulmao, tiredide, ovarios,
melanomas, entre outros, incluindo os tumores de cabeca e pescoco (59). Suas
fungcbes de angiogénese e aumento da motilidade celular séo essenciais na
tumorigénese, além de ser responsavel pela inducdo da transicdo epitélio-
mesénquima (60). Também ja foi relacionada com metastases e tipos mais
agressivos de CEC oral (29). Sua relagdo com metastases se da através do
aumento da motilidade e sobrevivéncia das células tumorais, além de promover a
angiogénese pela ativagao das vias PI3K/Akt e FAK. Em tumores de cabega e
pescoco e de mama, ja foi associado um nivel elevado de Periostina sérica com

tumores mais agressivos e metastases para linfonodos (58,59).

2.4.3.1.6 Twist

O Twist € um fator de transcricao do tipo “helix-loop-helix” e possui um papel
importante na ativacdo e modulacdo da transicdo epitélio-mesénquima,
principalmente através da inducao do fendmeno de “cadherin switching” (diminuicao
da expresséo da E-caderina e aumento da expresséo de N-caderina).

O Twist também esta envolvido na expressdo de diversos microRNAs, que por
sua vez sao mediadores da expressao de alguns tipos especificos de genes, com
efeitos na reorganizacéo do citoesqueleto celular (61).

Sua expressao ja foi observada em varios tipos de cancer como o de mama,
Gtero, prostata, célon, melanoma, entre outros, sempre associado a um pior
prognostico e metastases (61,62). No CEC de cabeca e pescoco, o Twist foi relatado
como o fator de transcricdo que € expresso com maior frequéncia e em amplas
areas do tumor, em conjunto ou ndo com outros fatores de transcricdo como Snail e
Slug (62).

Existem varios mecanismos moleculares que possivelmente estdo envolvidos
com a degradacdo do tecido 6sseo pelo tumor, como os citados anteriormente. A
transicdo epitélio-mesénquima, expressdo de MMPs, RANK/RANKL/OPG e

regulacédo pelo TGFB sao processos complexos e inter-relacionados (Figura 2.4),
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gue ainda possuem muitos mecanismos nao esclarecidos, especialmente ligados ao
CEMO.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo retrospectivo é investigar aspectos da biologia 6éssea
frente & invasdo CEMO para responder a seguinte indagacao:

“O fenbmeno de transicdo epitélio-mesénquima esta envolvido no

processo de invasdo 6ssea no carcinoma epiderméide da mucosa oral?”

A estratégia empregada para responder essa pergunta (ilustrada na figura
3.1) foi a avaliacdo do padrdo de expressao das proteinas E-Caderina, Vimentina,
TGFB-1, Twist e Periostina, e realizacdo de testes estatisticos para verificar se existe
associacao entre os dados analisados.

3.2 Objetivos especificos

a) Analise dos dados clinicos-epidemiolégicos do grupo estudado;
b) Andlise histopatoldgica dos casos;

c) Avaliacdo do padrdo de expressdo das proteinas E-Caderina, Vimentina,

TGFB1, Twist e Periostina pela técnica de imunoistoquimica,;

d) Realizacdo de testes estatisticos para verificar se existe associa¢do entre 0os

dados clinico-epidemioldgicos, histopatolégicos e imunoistoquimicos.
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Figura 3.1 — Desenho do estudo
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Fonte: a autora.
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4 CASUISTICA-MATERIAL E METODOS

4.1 Casuistica

Foram levantados todos os casos de CEMO de cavidade oral operados no
servico de Cirurgia de Cabeca e Pesco¢co do HC-FMUSP entre 2006 e 2015,
totalizando 493 pacientes. Desses, 170 foram classificados como T4, dos quais 130
com invasdo 0Ossea, segundo os relatérios dos exames anatomopatolégicos dos
tumores. Apdés a aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo, chegou-se ao

namero final de 62 casos a serem estudados, conforme ilustrado na figura 4.1.

Figura 4.1 — Fluxograma da casuistica

@ CEC oral - @ @

Cirurgiade

Cabeca e Invasao ossea 62
y T4 no relatorio
pescogo HC-
FMUSP anatomopat. Ccasos
2006-2015

Fonte: a autora.

4.1.1 Critérios de inclusao

Os critérios de inclusdo foram casos cuja lamina preparada e corada por
hematoxilina-eosina apresentou presenca de CEMO com invasdo 6ssea ao exame
no microscopio de luz.

4.1.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos casos com material (blocos de parafina) insuficiente para a

analise laboratorial.
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O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sao Paulo pelo parecer n® 2.201.788, CAAE
42520915.0.0000.0075 (Anexo A).

4.2 Método

Inicialmente, os blocos parafinados foram cortados em seccdes de 3 pm de
espessura, e 0s espécimes foram corados em hematoxilina-eosina, a fim de serem
classificados quanto ao tipo de invaséo 0ssea.

Os casos selecionados foram tabelados com seus dados clinicos (sexo do
paciente, idade, sitio primario do tumor, tamanho do tumor, tabagismo/etilismo
relatados, metastases, recidivas, status de sobrevivéncia global) e classificados
histologicamente com referéncia ao padrdo de invasdo 0ssea (erosivo, infiltrativo ou
misto), presenca de invasdo perineural e angiolinfatica e quanto ao grau de
diferenciacdo do tumor (classificagdo OMS: pouco diferenciado, moderadamente ou
muito diferenciado).

Os 62 casos gue se encaixaram nos critérios de inclusao foram submetidos a
analise imunoistoquimica para as seguintes proteinas: E-Caderina, N-Caderina,

Vimentina, TGF -1, Twist e Periostina.

4.2.1 Protocolo de Imunoistoquimica

Inicialmente, para remocao da parafina das amostras, os cortes de 3um foram
agquecidos em estufa a 60°C por 30 minutos, seguido de dois banhos em xilol a
temperatura ambiente por 20 minutos cada. A hidratagcédo do tecido foi feita através
da imersao das amostras em cadeia descendente de alcoois (2x 100% e 95%), por 2
minutos cada.

Em seguida, para remocao dos pigmentos formolicos, os espécimes foram
imersos em solucdo de hidroxido de amoénia a 10% por 10 minutos, e lavados em
agua corrente e agua destilada, por 5 minutos em cada. A recuperacdo antigénica
(desmascaramento) foi realizada por digestédo proteica com Tripsina a 37°C durante
20 minutos ou imersao dos espécimes em tampao de Tris-EDTA pH 9,0, aquecido

por um steamer durante 45 minutos (de acordo com o Quadro 4.1), seguida de nova
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lavagem em agua corrente e agua destilada, por 5 minutos em cada. O bloqueio da
peroxidase endogena foi realizado por meio de incubacdo dos cortes em dois
banhos de 10 minutos em &agua oxigenada 10 volumes no escuro, seguido de
lavagem em agua corrente e agua destilada por 5 minutos em cada e bloqueio de
proteinas inespecificas por uma hora em solugcéo tampéao de leite Molico 10%.

Apos duas lavagens de 5 minutos em solucédo tampéao de PBS ou TrisHCI (pH
7,4), os espécimes foram submetidos a incubacdo primaria com 0s soros primarios
em concentra¢des de acordo com o Quadro 4.1, em camara escura e Umida a 4°C
por 16h. A etapa subsequente consistiu de duas lavagens de 5 minutos em solucao
tampdo de PBS ou TrisHCI (pH 7,4), incubacdo secundaria com o sistema
Novolink™ (Novocastra, Leica Biosystems Newcastle Ltd, Ref. RE7159/RE7161) de
acordo com as instru¢gfes do fabricante, e revelagdo com o cromégeno DAB (DAB
Substrate Kit - Cell Marque, 6600 Sierra College Blvd. CA95677 USA) numa
concentracdo 1:50, de acordo com as instrucées do fabricante, que evidencia a
reacao com coloracdo acastanhada.

ApoOs lavagens em agua corrente e destilada por 5 minutos em cada, foi feita
a contracoloracdo em Hematoxilina de Carazzi por 3 a 5 minutos e nova lavagem em
agua corrente e destilada por 5 minutos em cada. A desidratacdo foi realizada em
cadeia ascendente de alcoois (50%, 80%, 95% e 3x100%) em banhos de 2 minutos
em cada, seguida da diafinizacdo em 3 banhos de xilol, por 2 minutos em cada. Para
finalizar, os espécimes foram conservados com resina Permount (SP15-500 Fisher
Chemicals, Fair Lawn, New Jersey, USA) sob uma laminula de vidro, para serem

visualizados em microscépio de luz.

Quadro 4.1 — Anticorpos utilizados nas reacfes de imunoistoquimica

PROTEINA MARCA CONCENTRACAO CONTROLE ANTICORPO CLONE

VIMENTINA* | Abcam 1:300 Rim/Linfonodo Mouse VIM3B4
(ab28028) monoclonal

PERIOSTINA | Novus 1:250 Cérebro Rabbit -
Biologicals polyclonal
(NBP1-30042)

TGFB1* Santa Cruz 1:4000 Estbmago Rabbit -
Biotechnology polyclonal
Inc. (sc-146)

TWIST* LS Bio 1:1500 Tumor de c6lon  Mouse 10E4E6
(LS-C191858) monoclonal

E- Cell Marque 1:300 Pele Rabbit EP700Y

CADERINA (CMC24631050) monoclonal

* = Recuperacao antigénica por steamer

Fonte: a autora.



54

4.2.2 Analise dos Resultados das Expressdes Proteicas

A expressdao das proteinas foi analisada em duas regides distintas:
parénquima do tumor e interface da invasdo 6ssea. A avaliagdo semi-quantitativa da
imunoexpressao proteica foi realizada por dois patologistas, classificadas de acordo

com a legenda apresentada no Quadro 4.2.

Quadro 4.2 Classificacdo semi-quantitativa do padrdo de imunoexpressao

Simbolo Legenda
- Negativo
+ Expresséo fraca
++ Expressao moderada
+++ Expressao intensa

Fonte: Adaptado de Ozaki-Honda et al. p. 89 (63)

Como o Twist € uma proteina de expressdo nuclear, sua expressado foi
classificada apenas em positiva (+) ou negativa (-), nas regides de interface com o

0SS0 e parénquima do tumor.

4.2.3 Andlise Estatistica dos Resultados Encontrados

Para verificar se existe alguma associacao entre a expressao das diferentes
proteinas e os outros dados coletados, bem como para estabelecer sua relevancia,
os resultados clinico-epidemioldgicos, histopatolégicos e da imunoexpressdo dos
espécimes avaliados foram submetidos aos testes estatisticos de Qui-Quadrado ou
Teste Exato de Fisher. A sobrevida global em cada grupo foi analisada pela Curva
de Kaplan-Meyer. Foi utilizado o programa SPSS® version 21.0 (SPSS® Inc; lllinois,

USA) e a probabilidade de erro tipo | foi ajustada para 5% ou menos (p<0.05).
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5 RESULTADOS

5.1 Clinico-epidemiologico

Na amostra estudada, observou-se uma incidéncia do CEMO maior em
homens, em uma proporgéo por volta de 3:1 (Grafico 5.1), com idades variando de
43 a 91 anos, sendo a média de idade de 59,4 anos. Houve uma forte associacéo
com tabagismo e etilismo (Graficos 5.2 e 5.3). Os pacientes da amostra
apresentaram uma alta taxa de mortalidade, com 58% dos pacientes indo a 6bito,

todos em um periodo menor que 5 anos.

Gréfico 5.1 — Distribuicdo do sexo na amostra estudada de CEMO com invasdo 6ssea

B Masculino HFeminino

Fonte: a autora.
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Grafico 5.2 — Tabagismo relatado na amostra estudada de CEMO com invaséo éssea

EMN3o MSim MSem dados

Fonte: a autora.

Grafico 5.3 — Etilismo relatado na amostra estudada de CEMO com invasao 6ssea

EN3o ESim MSem dados

Fonte: a autora.

Os tumores apresentaram uma média de tamanho de 5,1cm em sua maior
dimensédo, sendo que 77% (n=48) possuiam tamanho igual ou maior que 4cm.
Apesar de a maior parte dos casos nao apresentar metastases a distancia, 47% dos
casos (n=33) apresentaram recidiva loco-regional e 79% (n=49) apresentaram
invasao perineural, geralmente associada a sintomatologia dolorosa.
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Sobre a localizagdo do tumor, na amostra estudada a regido mais frequente
foi o assoalho da cavidade oral, em 45% dos casos (n=28) seguido da area

retromolar 16% (n=10), conforme ilustrado no Grafico 5.4.

Gréfico 5.4 — Localizag&o do tumor primario na amostra estudada de CEMO com invaséo
0ssea
Base da lingua (n=1)

2% Sem dados (n=1)

o

Mucosa Jugal
Loja tonsilar (n=2) (n=2)
3%

Palato duro (n=3)

Labio (n=3) 3%
5% 2
Gengiva
sup. (n=3)
5%

3%___

| Assoalho (n=28)

45%

Lingua (n=5)
8%

Area retromolar
(n=10)
16%

Fonte: a autora.

5.2 Histopatoldgico

Uma porcentagem de 64% dos casos (n=40) apresentou um padrdao de CEC
moderadamente diferenciado seguido pelo padrdao bem diferenciado em 23% (n=14)

e pouco diferenciado em 11% (n=7), de acordo com o Gréfico 5.5.
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Gréfico 5.5 — Grau de diferencia¢do histolégica da amostra estudada de CEMO com invasao
0ssea

Pouco Sem dados

diferenciado [_ 2% . Bem.
11% diferenciado

23%

Moderadamente
diferenciado
64%

Fonte: a autora.

Com relagcédo ao padrao de invasdo 6ssea, metade dos casos apresentou um
padréo de invasdo 6ssea infiltrativo (n=31), seguido pelo padrao misto em 35% dos
casos (n=22) e erosivo em 15% (n=9), ilustrados nas Figuras 5.1 e 5.2. Para um
melhor detalhamento e realizacdo dos testes estatisticos, os casos de padrdo misto
foram agrupados observando o padrao de invasdo 6ssea dominante: 66% dos casos
(n=41) apresentaram um padrao infiltrativo e 34% (n=21) apresentaram um padréo
erosivo, ilustrados no Grafico 5.6.

Gréfico 5.6 — Tipo de invasao 6ssea dominante da amostra estudada de CEMO

Erosivo
34%

Infiltrativo
66%

Fonte: a autora.



Figura 5.1 — Padrdes de invasdo 6ssea na amostra estudada
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Fonte: a autora.

A. e B. CEMO com padrao de invasao 6ssea infiltrativo (4x)
C. e D. CEMO com padréo de invasdo 6ssea erosivo (4x e 10x)
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E. CEMO com intensa atividade osteoclastica (setas azuis) na frente de invasdo do tumor
com 0 0SS0, padrdo erosivo (40x)

Figura 5.2 — Padrdo de invasdo 6ssea misto

Fonte: a autora.

CEMO exibindo padrao de invasao misto. Notar as areas de invasao erosiva (setas azuis) e
invasao infiltrativa (setas amarelas), com ilhas de células tumorais penetrando no 0sso.

Foi encontrada uma associacdo estatistica entre o padrdo dominante
infiltrativo e um menor tempo de sobrevida, com diferenca na taxa média de
sobrevida de 13 meses, ilustrada na curva de sobrevida no Grafico 5.7.
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Gréfico 5.7 — Curva de sobrevida: padrdo dominante erosivo e padrdo dominante
infiltrativo
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Fonte: a autora.

Menor sobrevida global em padrédo predominante infiltrativo (log-rank 0.048, média erosivo -
em verde - 39.64 meses, media infiltrativo - em azul - 26.113 meses).

Os dados epidemiolégicos, clinicos e histolégicos de cada caso

individualmente encontram-se no Apéndice A.

5.3 Imunoexpresséao das proteinas estudadas

Todas as proteinas estudadas foram presentes de forma heterogénea na
amostra analisada. O detalhamento do padrdo de expressdo de cada proteina
individualmente sera apresentado e discutido adiante.

Os critérios utilizados para definir uma possivel presenca do fendmeno de
transicao epitélio-mesénquima completo e parcial estdo detalhados no Quadro 5.1.
Esses critérios foram considerados somente se concomitantes na mesma regiao da

[amina.
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Quadro 5.1 — Critérios adotados para transi¢ao epitélio-mesénquima completa e parcial

Proteina TEM completa TEM parcial
E-caderina Negativa Positiva em qualquer
intensidade
Vimentina, Pelo menos duas Pelo menos duas
Periostinae TGFB1  proteinas com proteinas positivas
expressoes em qualquer
moderadas e/ou intensidade
intensas
Twist Positivo Positivo

Fonte: a autora.

Apenas 6% dos casos (n= 4) apresentaram uma imunoexpressao proteica
compativel com a TEM completa na interface 6ssea e nenhum caso na massa
tumoral. Na interface, 14% dos casos (n=9) apresentaram um padrdo de expressao
gue pode ser compativel com uma TEM parcial e 22% dos casos (n=14)
apresentaram esse padrdo na massa tumoral.

Apbés a aplicacdo dos testes estatisticos, algumas associacbes foram

encontradas, resumidas no Quadro 5.2.
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Quadro 6 — Resultados estatisticos relevantes por proteina

eMaior  prevaléncia de *Positiva em tumores *Twist(+) na interface teve

tabagistas no grupo E- menores que 4cm (p=0.043) correlagdo positiva com a

cad(+) (p=0.022) eMaior intensidade  de sua expressio no tumor
expressio na interface (p<0.001)

comparado com tumor em
tumores maiores que 4 cm
(p=0.007)

oTwist(+) na interface de
tumores com um padrdo
predominantemente

infiltrativo (p=0.041)

eMais positivo nos tumores
de sitio primario perto do
osso (p=0.014)

sExpressdo (+) na massa
tumoral nos casos negativos
para E-caderina (p=0.038)

oTwist(+) se correlacionou
com Periostina(-) na
interface (p=0,031)

*Expressdo (+) na interface
nos tumores positivos para
Vimentina, mas sem
associacdo estatisticamente
significativa (p=0.059)

Fonte: a autora.

As imunoexpressfes proteicas de cada caso individualmente sdo apresentadas
no Apéndice B (interface de invasdo 6ssea) e Apéndice C (parénquima do tumor), de

acordo com a classificacao apresentada anteriormente no Quadro 4.2.

5.3.1 E-caderina

Mais da metade dos casos foram positivos para E-caderina (n=39). A expressao
dessa proteina, no geral, apresentou-se na membrana celular, conforme ilustrado
nas Figuras 5.3 e 5.4. N@o houve relacdo entre a expressao positiva dessa proteina
e caracteristicas demograficas ou prognoésticas, exceto pela maior prevaléncia de
tabagistas no grupo positivo para E-caderina (p=0,022).

A expressdo da E-caderina foi observada em maior frequéncia na massa
tumoral em comparagdo com a interface 0ssea, conforme pode ser observado no
Gréfico 5.8.
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Grafico 5.8 — Expressao da E-caderina na massa tumoral e interface 6ssea na amostra
estudada de CEMO
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Fonte: a autora.
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Figura 5.3 — Imunoexpressao da E-caderina na amostra estudada

Fonte: a autora.

A. Imunoexpressdo moderada de E-caderina na membrana de células neoplasicas na
massa tumoral do CEMO (40x)

B. Imunoexpresséo intensa de E-caderina na membrana de células neoplasicas do CEMO
na interface com o 0sso (20x)
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Figura 5.4 — Imunoexpressao da E-caderina na amostra estudada

Fonte: a autora.

Ninho de células neoplasicas do CEMO invadindo o tecido dsseo, com imunoexpressao
intensa de E-caderina nas células da periferia e moderada no centro (10x).

5.3.2 Vimentina

A expressdo da Vimentina foi negativa na maior parte dos casos, tanto na
interface com 0 0sso (68% n=42), quanto na massa tumoral (71% n=44), conforme
ilustrado no Grafico 5.9. Os casos positivos para essa proteina apresentaram sua
expressdo no citoplasma celular, tanto em células neoplasicas quanto n&o-

neoplasicas, conforme pode ser observado na Figura 5.5.



Gréfico 5.9 — Expresséo da Vimentina na massa tumoral e interface 6ssea na amostra
estudada de CEMO
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Fonte: a autora.
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Figura 5.5 — Imunoexpressdo da Vimentina na amostra estudada
7 o AR

Fonte: a autora.

A. Imunoexpressao intensa de Vimentina no CEMO na interface com o0 0sso (40x). Notar o
formato mais alongado das células neoplésicas, compativel com a TEM.
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B. Imunoexpresséo intensa de Vimentina no CEMO na massa tumoral e na interface com o
0SS0 (10x).

C. Imunoexpressédo de Vimentina moderada no CEMO na massa tumoral e intensa na
interface com 0 0sso (4x).

D. Imunoexpresséo intensa de Vimentina no CEMO na interface com 0 0sso (20x).

E. Imunoexpressao intensa de Vimentina no CEMO na interface com 0 0sso (10x).

Foi encontrada uma associacao entre a expressao positiva da Vimentina e
tamanho do tumor menor que 4 cm (p=0.043). Também foi observada associacédo
entre a maior intensidade de expressao dessa proteina na interface com 0 0sso em

comparacao com a massa tumoral em tumores maiores que 4 cm (p=0.007).
5.3.3 Periostina

A Periostina, no geral, apresentou pouca intensidade de expressao, tanto no
parénquima quanto na interface (Grafico 5.10), com expressao geralmente em
células isoladas ou pequenos grupos de células, conforme pode ser observado na
Figura 5.6.

Grafico 5.10 — Expressao da Periostina na massa tumoral e interface 6ssea na amostra
estudada de CEMO
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Fonte: a autora.
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Figura 5.6 — Imunoexpressao da Periostina na amostra estudada

Be g | C

Fonte: a autora.

A. Imunoexpressdo moderada de Periostina na interface do CEMO com o0 0sso (10x). Notar
a expressdo concentrada em células especificas ou pequenos grupos de células, além de
células ndo-neoplasicas.

B. Imunoexpressédo moderada de Periostina ha massa tumoral do CEMO (4x).

C. Imunoexpressao moderada de Periostina na interface do CEMO com 0 0sso (10x).

5.3.4 TGFB1

A expressdo do TGFB1 na amostra estudada foi relativamente heterogénea,
com 52% dos casos (n=32) com expressao positiva, variando de pouca a moderada

expressado, tanto no parénquima do tumor quanto na interface com o 0sso, como
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pode ser observado no Grafico 5.11. A expressdo dessa proteina apresentou-se no

citoplasma celular, conforme pode ser observado na Figura 5.7.

Gréfico 5.11 — Expresséo de TGFB1 na massa tumoral e interface éssea na amostra

estudada
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Fonte: a autora.
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Figura 5.7 — Imunoexpresséo do TGFBl na amostra estudada

By 255, ﬂ:"'-} s

Fonte: a autora.

A. Imunoexpressdo moderada de TGF3-1 na interface do CEMO com o0 0sso (40x).

B. Imunoexpresséo intensa de TGFB-1 na massa tumoral do CEMO e na interface com o
0SS0 (4X).

C. Imunoexpressao intensa de TGFB-1 na interface do CEMO com o0 0sso (20x).

N&o foram encontradas associacfes estatisticas entre a expressdo do TGFB1

e fatores prognosticos, clinicos, histolégicos ou expresséo de outras proteinas.
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5.3.5 Twist

Foi observada uma expressao positiva do Twist na maioria dos casos (81%
n=50), tanto na interface quanto na massa tumoral, conforme ilustrado no Grafico
5.12. Todos 0s casos apresentaram expressao nuclear dessa proteina, conforme

ilustrado na Figura 5.8.

Gréfico 5.12 — Expresséo do Twist na massa tumoral e interface 6ssea na amostra estudada
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Fonte: a autora.
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Figura 5.8 — Imunoexpresséo do Twist na amostra estudada

Continua
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Conclusao

Fonte: a autora.

A e B. Imunoexpressao positiva do Twist na interface do CEMO com 0 0sso (20x).

C. Imunoexpressao positiva do Twist na massa tumoral do CEMO (10x).

D. Imunoexpressao positiva do Twist no CEMO na massa tumoral e na interface com o0 0sso
(4x).
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Esse fator de transcricdo foi mais positivo nos tumores de sitio primario perto
do osso (p=0.014) e teve associacdo com um padrdao de invaséo
predominantemente infiltrativo (p=0.041).

Foi encontrada também uma associacdo positiva da sua expressdo na
interface e no parénquima do tumor (p<0.001), bem como uma associacao entre a
expressao positiva do Twist na massa tumoral e expressao negativa da E-caderina
(p=0.038). Também foi observada uma tendéncia entre a expressao do Twist na
interface em tumores positivos para Vimentina, mas sem correlacdo estatisticamente

significativa (p=0.059).



77

6 DISCUSSAO

6.1 Aspectos clinicos-epidemiolégicos

Os dados epidemiolégicos encontrados na amostra deste trabalho estdo de
acordo com o0 que é relatado na literatura: a doencga atinge mais homens do que
mulheres, em uma propor¢do por volta de 3:1, com média de idade na 52 e 62
décadas de vida, e forte associacdo com tabagismo e etilismo(1,2,14). E
interessante observar que a maior incidéncia no sexo masculino pode estar
relacionada ao fato de os homens serem, em maior frequéncia, etilistas e tabagistas
cronicos, que sédo conhecidos agentes carcinogénicos.

O grande numero de 6bitos (mais da metade da amostra), sendo todos em
um periodo de até 5 anos, evidencia uma porcentagem alarmante de mortes
causadas pela doenca. Como a amostra possui apenas tumores com invasao 6ssea,
os dados epidemiolégicos para esse fenbmeno parecem refletir os da doenca em
geral e o impacto do diagndstico tardio na sobrevida do paciente.

Os tumores apresentaram uma média de tamanho elevada (5,1 cm em sua
maior dimenséo), sendo que mais da metade da amostra séo tumores maiores que 4
cm. Isso reflete a dificuldade no diagnostico precoce da doenca, com muitos
pacientes procurando o servico de saude apenas quando 0s tumores estdo com
dimensdes elevadas ou sintomatologia dolorosa, o que geralmente esta associado a
invasdo de outras estruturas, como nervos, 0SSO e vasos, levando a um pior
prognostico. Com relagdo ao tamanho do tumor, a presenca de invasao 0ssea
medular é relatada como um pior fator progndstico mesmo em tumores menores que
4 cm (21). A porcentagem significativa de casos com recidiva loco-regional (30,6%),
mostra uma dificuldade ainda presente na cura da doenca.

Com relacédo a localizacdo do tumor, na amostra estudada a regido mais
frequente foi o assoalho da cavidade oral, em quase metade dos casos (45%),
seguido da &rea retromolar (16%). E importante destacar que neste trabalho foram
analisados somente casos com invasdo 0ssea comprovada histologicamente, o que
explica a diferenca em relacdo a incidéncia global da doenca, onde a lingua

geralmente é a estrutura mais comum dos tumores primarios (2).
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N&o existem relatos na literatura com relacao a incidéncia de estruturas afetadas por
tumores primarios com invasao 0ssea, especificamente. A proximidade anatémica
com 0 0SS0 nas regides do assoalho e area retromolar é a explicagdo mais provéavel,
bem como a menor incidéncia em regides que ndo possuem 0Sso nas proximidades,
como lingua (8% n=5), labio (5% n=3) e mucosa jugal (3% n=2), onde o tumor

precisa de maior extensao até chegar aos 0ssos adjacentes.

6.2 Aspectos histopatologicos

A maioria dos casos apresentou um padrdo de CEMO moderadamente
diferenciado (64% n=40), seguido pelo padrédo bem diferenciado (23% n=14) e
pouco diferenciado (11% n=7). Levando-se em conta que a invasao 6ssea € um dos
critérios utilizados para classificar a gravidade da doenca, esses dados vao ao
encontro ao relatado na literatura de que o padrdo pouco diferenciado do CEC
caracteriza uma doenga mais agressiva(l).

Com relagdo ao padrdo de invasdo Ossea, metade dos casos (n=31)
apresentou um padrdo de invasdo 0ssea infiltrativo, seguido pelo padrao misto (35%
n=22) e erosivo (15% n=9). Estudos sugerem que a invasao 0ssea pode se iniciar
pelo padrdo erosivo e em seguida evoluir para o padrao infiltrativo (64). Seguindo
essa hipoétese, os casos mistos poderiam estar em um processo intermediario de
evolugéo da invasdo Ossea.

Para um melhor detalhamento e realizacdo dos testes estatisticos, 0s casos
de padrdo misto foram agrupados observando o padrdo de invasdo Ossea
dominante. A partir dessa divisdo, foi encontrada uma associacao entre o padréo
dominante infiltrativo e um pior progndstico, com diferenga na taxa média de
sobrevida de 13 meses. Esse achado refor¢a os dados da literatura de que o padréo
de invasdo 6ssea infiltrativo possui uma menor taxa de sobrevida (24). Isso
provavelmente ocorre pela grande irregularidade na frente de invasdo, com
formacédo de ilhas microscépicas de células tumorais penetrando o tecido 0sseo,
causando maior dificuldade de se obter margens cirargicas limpas, o que tem como

consequéncia a formacao de recidivas e/ou metéstases, reduzindo a sobrevida.
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6.2.1 Aspectos relacionados a transicao epitélio-mesénquima e invasdo no tecido

dsseo

Existe um grande numero de estudos na literatura relacionando a TEM e
diversos processos da evolugdo do cancer. Recentemente, porém, alguns
guestionamentos foram levantados, com relacdo a validade de muitos desses
estudos, uma vez que a TEM é um processo dinamico e complexo, que envolve nao
s6é a mudanca de expressao de proteinas pela célula, mas também mudancas no
seu fendtipo e no microambiente extracelular ao seu redor. Levando isso em
consideracdo, somente a analise de uma ou duas proteinas isoladamente nédo
poderia ser conclusiva com relacéo a presenca desse fenébmeno (38,54,65).

A analise em separado da frente de invasdo e da massa tumoral também é
importante, uma vez que essas regides possuem caracteristicas biomoleculares
distintas e a maioria dos estudos de imunoistoquimica se baseia apenas nas areas
de maior concentracdo de células tumorais (65). A ativacao do processo de TEM no
tumor também € heterogénea, variando entre a massa tumoral e a frente de invaséao.
Assim como na embriogénese, no cancer a TEM é muito mais um evento focal do
que global, ocorrendo provavelmente como resposta das células tumorais a
estimulos do microambiente extracelular (42).

O conceito de TEM parcial também acrescentou novas visdes sobre esse
tema, pois descobriu-se um amplo espectro de estagios intermediarios em que a
célula pode expressar proteinas e caracteristicas epiteliais e mesenquimais
simultaneamente (42,65). Muitas vezes esses estagios intermediarios sdo mais
interessantes do ponto da sobrevivéncia celular e metastases do que a TEM
completa (38,41) e levam a falhas em diversas modalidades de tratamentos bem
estabelecidas, como quimioterapicos, imunoterapicos e radioterapicos (42,47).

Para este trabalho buscou-se utilizar um painel mais completo possivel de
proteinas, com uma proteina epitelial de membrana (E-caderina), uma proteina
mesenquimal de membrana (Vimentina), uma proteina de matriz extracelular
relacionada com a TEM e com o metabolismo 0sseo (Periostina) e um fator de
transcrigéo nuclear relacionado com a TEM (Twist).

Poucos casos (n=4) apresentaram uma imunoexpressao proteica compativel
com a TEM completa na interface éssea e nenhum caso na massa tumoral. Porém

houve um numero maior de casos que se encaixaram nos critérios de TEM parcial:
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14% dos casos (n=9) apresentaram esse padrdo na interface e 22% dos casos
(n=14) apresentaram esse padrao na massa tumoral.

E importante destacar que o estudo por meio da imunoistoquimica possui a
limitacdo de capturar apenas um momento estatico, tanto da evolugcdo da doenca
guanto de quaisquer processos dinamicos a nivel tecidual e celular. A TEM pode
ocorrer apenas temporariamente, em diferentes estagios de evolucdo da doenca, ou
em resposta a estimulos especificos da MEC. Ainda assim, os resultados obtidos
nesse trabalho sugerem que a TEM é um processo que pode estar presente na
invasdo o0ssea do CEMO, tanto em estagio total, quanto em algum nivel de seu
espectro parcial.

A seguir serdo discutidos os aspectos da expressdo de cada proteina
individualmente, bem como sua relacdo com o processo de transicdo epitélio-

mesénquima e invasao 0ssea.

6.2.1.1 E-caderina

Mais da metade dos casos foram positivos para E-caderina (64% n=39). Nao
houve relacdo entre a expressdo positiva dessa proteina e caracteristicas
demograficas ou prognosticas, exceto pela maior prevaléncia de tabagistas no grupo
positivo para E-caderina (p=0,022). Nao ha nenhum relato na literatura relacionando
tabagismo com a expressdo dessa proteina. Esse achado pode sugerir que o
tabagismo modifica as caracteristicas biomoleculares do tumor, necessitando
estudos especificos para confirmar essa hipotese.

A expressdo da E-caderina foi observada em maior frequéncia na massa
tumoral em comparacdo com a interface Ossea. Isso pode sugerir que o
microambiente proximo ao 0sso leva a alteragdes na adesédo celular e a perda da
expressdo dessa proteina. Na literatura foi descrito que a regido da frente de
invasdo do tumor tende a manter caracteristicas mais mesenquimais, com a perda
dos sistemas de adeséo epiteliais (42).

A funcéo adesiva da E-caderina depende criticamente da sua associagao com
a proteina B-catenina, que faz a ligagdo com o citoesqueleto. A perda desse
complexo leva ao deslocamento da E-caderina para o citoplasma, o que ja foi
relacionado a um comportamento mais agressivo da célula (45). Na amostra

estudada, a maioria dos casos positivos para E-caderina apresentou a sua
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expressdo na membrana celular, o que significa que teoricamente a proteina
manteve suas propriedades adesivas.

No caso de uma neoplasia, a migracdo em grupos celulares aumenta a
chance de sobrevivéncia e proliferacdo das células tumorais. Esse processo €
conhecido como migracao coletiva, e é altamente dependente de juncdes aderentes
via E-caderina (41). Sendo assim, a expressdo dessa proteina com suas
propriedades adesivas funcionais € um aspecto interessante do ponto de vista de
sobrevivéncia e migragéo celular.

Células que sofrem TEM parcial podem manter juncdes aderentes, mas estas
sdo morfologicamente diferentes das normais. Ao invés de a E-caderina apresentar
uma organizacdo circular ao longo da membrana, apresenta um padrao “em
agulhas”. Apesar de mais instavel, esse tipo de organizagdo mantém uma intima
relacdo com os filamentos de actina, possibilitando a motilidade da célula em
diferentes direcbes. Juncbes aderentes dependentes apenas da N-caderina néo
possuem capacidade efetiva de migracao coletiva e motilidade(41).

Ja foi relatada na literatura uma associagao entre a reducéo da expressao da E-
caderina com o grau de diferenciacdo histolégica do tumor (tendéncia a perder
expressdo quanto menos diferenciado) (10,45). Porém na amostra estudada néo
foram encontradas associacdes estatisticas entre a expressdo dessa proteina e o
grau de diferenciacdo das células tumorais. Um estudo realizado somente com
casos de CEMO moderadamente diferenciados mostrou que na maioria dos casos
as células mantiveram a expresséo da E-caderina (38), o que é compativel com o0s
resultados deste trabalho, uma vez que a amostra possui a maioria dos casos com o
padrdo moderadamente diferenciado.

Com relagcédo a invasédo 0ssea, existe uma linha de pesquisa que investiga a
hipétese de que a perda da E-caderina na interface com o0 0sso esta ligada ao
estimulo na diferencia¢do de osteoclastos. A E-caderina “perdida” das células ficaria
disponivel na matriz extracelular e seria utilizada por mondcitos para se
diferenciarem em novos osteoclastos (29,66). Com isso essa proteina estaria
envolvida também na degradacdo do osso pelo tumor através do aumento da

atividade osteoclastica.
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6.2.1.2 Vimentina

A Vimentina é um marcador mesenqguimal presente no citoesqueleto celular, e
sua expresséo foi negativa na maior parte dos casos, tanto na interface com o 0sso,
guanto na massa tumoral, conforme ilustrado no Grafico 5.9. A perda da expresséao
da E-Caderina, com o0 aumento concomitante da expressao da Vimentina é uma das
caracteristicas classicas da TEM completa (54), mas esse padrao de expressao nédo
foi encontrado nos resultados deste estudo.

Ha relatos na literatura de uma associacdo entre a elevada expressao da
Vimentina e pior prognostico do CEMO, especialmente a presenca de metastases
em linfonodos e pior taxa de sobrevida (54,55). Esse padrao nédo foi observado na
amostra estudada, bem como ndo foram encontradas associacdes estatisticas entre
a expressao da Vimentina e fatores prognosticos da doenca, como metastases,
recidivas e sobrevida. Esse resultado também foi encontrado em outro estudo que
analisou a expresséao dessa proteina em CEMO (38).

Foram encontrados relatos de uma maior expressdo da Vimentina na frente
de invasdo do CEMO (10,56), o que também ndao foi observado na amostra, sendo
71% dos casos negativos para essa proteina na interface de invasdo com 0 0Sso.
Levando-se em conta que a Vimentina é uma proteina do citoesqueleto intimamente
relacionada com a motilidade celular, talvez na etapa de invaséo do tecido ésseo a
célula tumoral apresente desafios mais importantes, como a degradacdo da matriz
mineralizada. A motilidade celular ainda pode ser realizada por meio de outras
proteinas, como a E-caderina, conforme descrito anteriormente, ou a N-caderina.
Vale lembrar novamente que o desenvolvimento da doeng¢a é um processo dinamico,
e a imunoistoquimica possui a limitagéo de observar apenas um momento estatico.

Ainda assim, foram observadas interessantes associacfes estatisticas entre
essa proteina e o tamanho do tumor. Foi encontrada uma associacdo entre a
expressdo positiva da Vimentina e tamanho do tumor menor que 4cm (p=0,043).
Também foi observada uma associacdo entre a maior intensidade de expressao
dessa proteina na interface com o 0sso em tumores maiores que 4 cm (p=0,007).
Isso pode sugerir um aumento da intensidade da expressao dessa proteina na frente

de invasdo do tumor conforme o seu aumento de tamanho.
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6.2.1.3 Periostina

Ainda que seja uma proteina com grande envolvimento no metabolismo ésseo,
a Periostina, no geral, apresentou pouca intensidade de expresséo, tanto no
parénquima quanto na interface (Grafico 5.10), com expressdo geralmente em
células isoladas ou pequenos grupos de células ndo-neoplasicas. Isso pode ser
explicado pelo fato de que essa proteina também €& expressa por células
inflamatérias e miofibroblastos, fibroblastos normais e em processos de fibrose,
células tronco, algumas células epiteliais e endoteliais. Todos esses tipos celulares
frequentemente também estdo presentes no microambiente tumoral (57,59).

Em modelos animais e estudos in vitro foi observado que a Periostina
promove um comportamento invasivo das células tumorais, aumenta a angiogénese
e leva ao desenvolvimento de metastases (67). Em um estudo em carcinoma
epidermdide de es6fago, a expressdo da Periostina foi associada a um pior
prognéstico da doenca (68). Na amostra estudada neste trabalho ndo foi encontrada
nenhuma associagcao estatistica entre a expressdo dessa proteina e a presenca de
metastases, nem com outros fatores prognésticos e clinicos.

Em um outro estudo de imunoistoquimica para Periostina em casos de CEMO
(67), foi observada uma alta incidéncia de casos positivos para essa proteina, bem
COmMO uma associacao entre sua expressao e o padrdo de invasao das células
tumorais, mas nao foi levado em consideracdo a intensidade de expressao. No
presente estudo foi observada uma alta incidéncia de casos positivos para
Periostina, porém com pouca intensidade de expresséo.

Com relacdo a TEM, existem estudos que relatam o envolvimento dessa
proteina e a TEM em neoplasias malignas de diferentes 6rgdos como figado, rim,
prostata, figado, es6fago, etc. A Periostina faz parte da familia das proteinas
induzidas pelo TGFB, e tem a capacidade de promover a TEM por meio do aumento
da expressdo de Vimentina, N-caderina, MMP-9 e reducdo na expressédo de E-
caderina (60). Esse comportamento foi observado no carcinoma epidermoide de
esbfago (68), mas na amostra estudada no presente trabalho nédo foram encontradas
associacOes estatisticas entre a expressdo da Periostina e as outras proteinas

analisadas.
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6.2.1.4 TGFB1

O TGFB1 é um fator de crescimento que esta envolvido em varios processos
celulares, além de ter grande participagcdo no metabolismo 6sseo e epitelial. Além
disso, ja foi demonstrado que o TGFB1 € capaz de induzir a TEM no carcinoma
epiderméide de cabeca e pescoco, estimulando a expressdo da Vimentina e
reduzindo a expressao da E-caderina (29,54), bem como também parece aumentar
o tempo de vida dos osteoclastos, contribuindo para a degradacéo 6ssea (29).

Existem estudos in vitro e em modelos experimentais em animais que
demonstram um claro efeito do TGFB1 no processo de invasédo 0ssea pelo CEMO e
carcinoma epidermoide cabeca e pescoco (29,30,32). Também foi observado um
aumento no seu nivel plasmatico em pacientes com metastase 6ssea de outros tipos
de céancer (69).

A literatura € controversa sobre a expressdo desse fator de crescimento no
CEMO. Existem trabalhos relatando tanto um aumento quanto reducdo na sua
expressdo (70). A amostra estudada foi relativamente heterogénea, com 52% dos
casos com expressao positiva, variando de pouca a moderada expressao, tanto no
parénquima do tumor quanto na interface com o osso (Grafico 5.11).

Essa grande variacdo na expressdo do TGFB1 possui algumas possiveis
explicacdes. Por ser um fator de crescimento envolvido em um grande namero de
processos celulares, essa proteina frequentemente esta ligada a outras proteinas e
componentes da matriz extracelular e da prépria célula, o que pode dificultar o seu
reconhecimento pelo anticorpo na reacdo de imunoistoquimica. Além disso, sua
expressao também pode variar conforme o sitio primario do tumor (70).

N&o foram encontradas associacdes estatisticas entre a expressao do TGF1
e fatores prognosticos, clinicos, histologicos ou expressdo das outras proteinas
analisadas, o que também pode ser explicado por essa heterogeneidade na
expressdo dessa proteina na amostra. 1sso evidencia a complexidade da analise
desse fator de crescimento, necessitando ainda de estudos mais especificos para
entender seus mecanismos. Entretanto, sua expressdo concomitante com outras
proteinas envolvidas na TEM sugere fortemente a presenca desse fendbmeno em

algum grau de seu espectro.
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6.2.1.5 Twist

O Twist € um dos fatores de transcricdo mais conhecidos por sua associacao
com a TEM (54), portanto a sua expressao positiva foi um critério fundamental na
determinacdo da presenca desse fendmeno, seja total ou parcial. Também esta
relacionado com a formacdo de células-tronco tumorais, sendo portanto um
importante alvo para o desenvolvimento de novas terapéuticas a fim de impedir o
crescimento e a disseminagéo do tumor (47).

Foi observada sua expressao positiva na maioria dos casos, tanto na interface
guanto na massa tumoral (Grafico 5.12). Este resultado corrobora relatos na
literatura de uma maior expressdo desse fator de transcricdo em estagios mais
avancados da doenca (54), uma vez que todos os casos da amostra estudada
possuem classificagao T4.

A alta incidéncia de casos positivos para esse fator de transcricdo reforca os
dados da literatura de que esse fator de transcricdo possui alta expressdo no CEC
de cabeca e pescoco (62). Também foi encontrada uma associacéo positiva da sua
expressao na interface e no parénquima do tumor (p<0,001), o que pode confrontar
os relatos na literatura de uma expressao mais intensa do Twist nas células da frente
de invasdo do tumor (62). Existem relatos de uma associacdo entre o Twist e 0
desenvolvimento de metéstases (54,71), mas nao foram encontradas associacfes
estatisticas entre a sua expressao e fatores progndsticos na amostra estudada neste
trabalho, resultado ja descrito em outro estudo (38).

Em relacdo a TEM, sabe-se que o Twist possui papel importante na sua
regulacdo por meio da repressdao da E-caderina (71). Foi encontrada uma
associacdo entre a expressdo do Twist no tumor e a expressdo negativa da E-
caderina (p=0,038), o que reforca a hipotese de que o fenbmeno de TEM esta
presente em algum nivel no processo de invasado 6ssea. Também foi observada uma
tendéncia entre a expressdao do Twist na interface em tumores positivos para
Vimentina, o que é compativel com a TEM, mas sem correlagdo estatisticamente
significativa (p=0,059).

Foram encontradas associacdes estatisticas interessantes entre o Twist e 0
tecido 0sseo. Esse fator de transcricdo foi mais positivo nos tumores cujo sitio
primario apresentava maior proximidade do osso (p=0,014) associado com um

padrao de invasao tumoral predominantemente infiltrativo (p=0,041). Além disso, sua
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expressao positiva se correlacionou com a auséncia de Periostina na interface com o
osso (p=0,039). A Periostina, conforme descrito no Capitulo 2, € uma proteina
importante no metabolismo 6sseo. Isso sugere fortemente que o Twist pode estar
envolvido com os mecanismos de evolugcdo da doenca no tecido &sseo
especificamente. Nao foram encontrados estudos na literatura abordando essa

possivel relacéo.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, existem indicios de que a
transicao-epitélio mesénquima é um fendbmeno que pode estar presente no processo
de invasao do tecido 6sseo pelo CEMO, em algum nivel de seu espectro.

O CEMO com invasdo 0ssea atinge mais homens, com média de idade na
quinta década de vida, forte associa¢do com tabagismo e etilismo crénicos e elevado
namero de Obitos em um periodo de 5 anos.

Histologicamente, a invasdo O0ssea pode se apresentar pelo padrdo erosivo,
infiltrativo ou misto, com um dos padrées dominante. Na amostra estudada o padrao
infiltrativo foi o mais frequente, com associagdo a uma menor taxa média de
sobrevida.

A analise das proteinas pela imunoistoquimica mostrou um padrdo heterogéneo
de expressao, sendo que a E-caderina e o Twist apresentaram um alto indice de
positividade. As associacdes da expressdo positiva do Twist com o padrédo de
invasdo 6ssea infiltrativo, sitio primario do tumor anatomicamente proximo ao 0Sso e
expressao negativa de Periostina na interface com o 0sso sugerem que esse fator
de transcricdo pode ter uma relacédo importante com a evolucao da doenca no tecido

0sseo especificamente.
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APENDICE A

Dados epidemioldgicos, clinicos e histologicos da amostra estudada
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86
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Priméario
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Gengiva Inf.
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Gengiva Sup.
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Base Lingua
Assoalho
Assoalho
Lingua
Gengiva Inf.
Assoalho
ARM
Lingua
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N&o
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Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Néo
Sim
Sim
Sim

Invasao
Angiolinfati
ca
Sim
Nao
Nao
Néo
Nao
Nao
Sim
Sim
Nao
Né&o
Né&o
Sim
Né&o
Sim
Sim
Né&o
Sim
Sim
Sim
Nao
Néo
Nao
Sim
Né&o
Nao
Sim
Néo
Nao
Néo
Sim
Nao
Né&o
Nao
Né&o
Né&o
Sim
Né&o
Nao

Diferenciacao

Moderado
Bem diferenc.
Bem diferenc.
Bem diferenc.
Bem diferenc.

Moderado

Moderado

Pouco difer.
Pouco difer.

Moderado
Bem diferenc.
Bem diferenc.
Bem diferenc.

Moderado

Moderado
Bem diferenc.

Moderado

Moderado
Bem diferenc.

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Pouco difer.
Bem diferenc.
Pouco difer.

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado
Bem diferenc.

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Moderado

Tabagismo

Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sim
Sim
Né&o
Sim
Né&o
Sim
Sim
Néo
Sim
Sim
Né&o
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao

Etilismo

Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sem dados
Sim
N&o
N&o
Sim
N&o
Sim
Sim
Né&o
Sim
Sim
N&o
Sim
N&o
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
N&o
Sim
Sim
Néo
Sim
Sim
N&o

Tamanho
(cm - maior
dimenséo)

8,5

11

4.5

12

3

8

4

9
Sem dados

9,5

11

9,7

7

1,5

6,1

1,6

25

5,5

2

5,6

49

9

2,3

9

2,2

4,6

Tipo de
invasdo
6ssea
Misto
Infiltrativo
Infiltrativo
Misto
Misto
Infiltrativo
Misto
Infiltrativo
Infiltrativo
Misto
Infiltrativo
Infiltrativo
Infiltrativo
Misto
Infiltrativo
Misto
Infiltrativo
Infiltrativo
Misto
Infiltrativo
Infiltrativo
Erosivo
Infiltrativo
Infiltrativo
Erosivo
Infiltrativo
Misto
Misto
Misto
Infiltrativo
Erosivo
Erosivo
Misto
Erosivo
Misto
Erosivo
Infiltrativo
Misto

Continua
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Conclusao
39

a
o
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Fonte: a autora.

Assoalho
Assoalho
Assoalho
Labio
Assoalho
Gengiva Inf.
ARM
Palato Duro
Assoalho
Assoalho
Assoalho
Lingua

Gengiva Sup.

Gengiva Inf.
Assoalho
Assoalho
Assoalho

Gengiva Sup.

Assoalho
Assoalho
Assoalho
ARM
Loja Tonsilar
Assoalho

N&o
N&o
Nao
N&o
Nao
Nao
Sim
Nao
Nao
N&o
Nao
N&o
Nao
N&o
Nao
N&o
N&o
Nao
N&o
Nao
Nao
N&o
Nao
Sim

Nao
Nao
Néo
Nao
Néo
Néao
Sim
Sim
Néo
Nao
Néo
Nao
Né&o
N&o
Né&o
N&o
Nao
Né&o
N&ao
Né&o
Sim
N&o
Né&o
Sim

Sim
Sim
Nao
Sim
Nao
Nao
Sim
Sim
Sim
N&o
Sim
N&o
Nao
Sim
Sim
N&o
N&o
Nao
N&o
Sim
Nao
N&o
Sim
N&o

Sim
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Né&o
Sim
Sim
Sim
Sim
Né&o
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Sim
Sim
N&o
Né&o
Sim

Nao
Nao
Néo
Nao
Néo
Néo
Nao
Néo
Sim
Sim
Sim
Nao
Né&o
Sim
Sim
Nao
Nao
Né&o
Nao
Né&o
Né&o
Nao
Sim
Sim

Moderado
Moderado
Pouco difer.

Bem diferenc.

Moderado
Moderado

Bem diferenc.
Bem diferenc.

Moderado
Moderado
Moderado
Moderado
Moderado
Moderado
Moderado
Pouco difer.
Moderado
Moderado
Moderado
Pouco difer.
Moderado

Bem diferenc.

Moderado
Moderado

Sim
Sim
Néo
Sim
Sim
Sim
Sim
Néo
Sim
Sim
Sim
Sim
Né&o
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim
Sim
N&o
N&o
Sim
Sim
Néao
N&o
Sim
Sim
Sim
Sim
N&o
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

4,2
4,2

55
9,5
11

4,2
4,7
3,5
51
3,3
6,5
7,5
3,8

15
4,2

3,1
12,5

Infiltrativo
Misto
Misto

Infiltrativo

Erosivo
Misto
Misto

Erosivo
Misto

Infiltrativo

Infiltrativo

Erosivo

Infiltrativo

Infiltrativo

Infiltrativo
Misto

Infiltrativo
Misto

Infiltrativo

Infiltrativo

Infiltrativo

Infiltrativo

Infiltrativo
Misto
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APENDICE B

Imunoexpresséo das proteinas na interface de invasédo 6ssea

Caso E-Caderina Vimentina Periostina TGFp1 Twist
1 - + - +
2 + - + + +
3 - ++ + ++ +
4 - ++ + + +
5 - - + + -
6 ++ ++ - + +
7 - - + - +
8 +++ - + ++ -
9 ++ +++ ++ + +

10 +++ + + + +
11 - +++ + + +
12 +++ +++ ++ ++ +
13 +++ - + ++ +
14 +++ ++ + +++ +
15 - + ++ ++ -
16 - - + - +
17 - +++ + - +
18 +++ - - - +
19 - + +++ - -
20 - + ++ - +
21 - - + + +
22 - - + - -
23 ++ +++ + +++ +
24 - ++ - ++ +
25 +++ + - - +
26 + +++ - + +
27 + + + - -
28 - +++ + ++ +
29 - + - + +
30 - ++ - - +
31 - + - - +
32 - - ++ - -
33 - - + +++ -
34 - - + +++ +
35 - - + - -
36 - - - - -
37 ++ R T N T
38 - - + - +
39 - - - - +
40 +++ - + - +
41 - ++ + - +
42 - - - ++ -
43 - - - + +
44 - + - ++ +
45 - - - ++ +
46 - - - - +
47 + - - ++ +
48 - ++ + + +
49 - - - - +
50 - - + + -
51 - + ++ + +
52 - ++ + - +
53 - - + + +
54 - ++ ++ +
55 - - - - +
56 ++ - T N "
57 - ++ - - +
58 - - - + +
59 - - - - +
60 - - + - +
61 + - - N T
62 - - + - -

Fonte: a autora.







APENDICE C
Imunoexpresséo das proteinas na massa tumoral
Caso E-Caderina Vimentina Periostina TGFB1 Twist
1 - - ++ - +
2 +++ - + + +
3 +++ - + - +
4 ++ - + + +
5 + - + ++ -
6 - ++ + + +
7 - ++ + + +
8 ++ - + + -
9 ++ +++ ++ + +
10 +++ - ++ - +
11 - +++ + - +
12 +++ +++ + - +
13 ++ - + + +
14 +++ - ++ ++ -
15 - - ++ B N
16 - - 3 T T
17 - ++ + - +
18 +++ - - - +
19 + ++ + - -
20 ++ - + ++ +
21 - - + + +
22 - - + + +
23 +++ - + ++ +
24 - ++ + + +
25 +++ + + - +
26 ++ ++ + + +
27 + + + - -
28 +++ +++ + - +
29 - - - + +
30 ++ _ N "
31 +++ + - - +
32 - - - - -
33 + - + + -
34 - - - + +
35 +++ - + - -
36 + - + +++ +
37 ++ - + N i
38 - - - - +
39 - - - - +
40 +++ - + - +
41 - - + - +
42 + - - ++ -
43 - - - + +
44 - + - ++ +
45 + - - + +
46 - - + - +
47 ++ - + - +
48 + + - + +
49 - - + + +
50 + - + ++ -
51 - + + + +
52 - + + - +
53 - - + + +
54 - + + + +
55 + - + - +
56 +++ + + ++ +
57 ++ - - - +
58 + - - - +
59 ++ - + N n
60 +++ + + - +
61 + - + - +
62 + - ++ + -

Fonte: a autora.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE _
ODONTOLOGIA USP - SAO @m‘*“l"
PAULO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOE DA EMENDA

Tiiube da Pesquisa: CARCINOMA EPIDERMOIDE DA CAVIDADE ORAL: ASPECTOS DA INVASAD
Pesquisador: Siia Vanessa Lowsngo

Arsa Temnatica:

Verslo: 4

CAAF: 42520915.0.0000.0075

InstttulgSo Proponsnts: Facuidate de Cdontologa da Universidade de S350 Pauio

Patrocinador Principal: Financlamemo Pripro

DADOS DD PARECER

Homere do Parecer: 2.201.783

Apresentagio do Projsto:

A pesquisa enfihiads CaMmingma epldemadide da cawdads oral:Aspecios da Invasio ossea, Tl avallads 2 o
parecer aprovacy em DAMA2015 so0 n* 10145627, of pesquisadonss submetaram para aprecacdo uma
emenda onde sera levantada uma casuistica malor & serdo INCUKos NOWes Marcadores proteicos no esiudo,
afim de s& obier um meihor paril dos fendMence DCTIdos ND Processn de IMvasio 06683 00 carcinoma
epldemcide. Mantendo-se 0 oojetvo de avallar a real relagdo da ecadenng com o processD 0 Invasdo
Gssea do cancinoma eplidermdide oral

Objsthvo da Peaquisa:

A hipoiese formulada sera de que NS MEcanisMos patliglcos gerals e Invasio tssea haverla prasenca
de alteragdes na expressio da E-caderna, N-Caderina, Vimenting, TGF -1 & Perostina nas regldes de
Irrvasdo ge carcinoma epldermalde oral em maxia e mandibuia. Por esse motive pretende-se anallsar o
aspecins cinicos, evoiutivos, Ristopatoidgicos @ perll protéico da E-cadenng, M-Cadenna, Wimentna, TGF-1
& Periostinag em casos de carcinoma epldermaélde oral com Invasdo ossea (maxlla e
mandibula) Secundariaments serdo anallsados retrospecivamente S0 pronfuaros de cass de carinoma
epidermdlte da cavidade oral com Invasdo tssea, provenientes das Istas de atendimento do Ambulattio de
Estomaiologla do Hospital das Clincas-FMUSP, onde dackss demogranicos, cinico-patoligleos & evoluivos
e cada caso serdo estudados. A partir dos dados dos pronfuancs serdo levantadas as Iaminas & blocos
das pecss Cningicas oe cada cash

Endanegs: A Profl Lirau Prostes 22257

Bairree Cuachn Univaistiria CEP: 08 538000
L &P Muricipla: 240 PALLD
Talefene: {11 pagsinTuen Fax: (1130017814 Bl caphampbe
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FACULDADE DE _
U ODONTOLOGIA USP - S&0 W
PAULO

@

Conimascic da Pamcar 2. 20H. 788

send0 analisados 06 aspecios Nstopaloioglcos desses casts, akm da anallse por melo da bacnica de
Imunoisioquimica, da expressdo da ecadenna, para comelacionar 05 4ados olinkco-Danltgicos 2 05 da
ENpreEEa0 de e-cadering, Nos L3S0 08 CarEnoma epldermakde da cavidade oral com Invasan 08583, com a
evaiugio clinica dos padientss.

Avallagao dos Riscos ¢ Benaficlos:
0% 5008 530 minkmos pols serdo colhkdos dados de pronfuarios e afvidades laboratorials de baimo risco.
Coma bensficio espera-6e obbar uma melhor compreans30 da relacio dos mecanismos de Invasan &5583
do CEQ e 3 sobrevida dos paclentes, para 52 oplar pela escolfa & execugdo do mals adequado
procedimento operatéro, e assim melhorar o progniésiico pés-operatdno do portador da lesdo.

Comentarios & Conslderaghes sobre a Peaquisa:

Pasquisa relevants que poders frazer Informagies Importantes para o entendmento do processo de invasdo
CEEEd NOS CI508 & Cartnoma epifiermaids oral

Consideraglas 0bre 08 Termos 0 apreseniagao obrgaboria:

Dispensa-se 0 TCLE pomue serdo avallades prontudncs refrospectvamente além das [3minas e dos blocos
das pegas crngicas de cada caso. Foram apresentados:- Autonzagdo par o S0 dos pronfuanios do
Ambuiaitno de Estomatoiogla do HC-FMUSP; Projetn detalnado da pesquisa; Informagdes baskas; nova
Foiha de rosho

Recomendagies:

Tendo em wista 3 legisiagio vigente, devemn ser encaminnados 30 CEP-FOUSP miatinos pandals anuals
refeenies a0 andamenio da pesquisa & relaiono fnal, welizando-se & opglo "Enwar Motficaclo™ (descrita
no Manual “Submeter Motficagdo”, disponivel na Central e Suporie - canto superor direfio do sie
wwe.s3ude. gov boplatatormabirasil).

Cuakquer ateragho no projsty ongingl deve ser apresentada "emenda” 3 este CEP, de forma objetiva & com
|ustficativas para nova apreciagio.

Conclusies ou Pendénclas & Lista de Inadequagas:

Mao foram obeanvados tbices loos.

Conskieragies Finals a critério do CEP:

Endareg: s Piof Lnau Preses 2057

Badere:  Cadacha LUrkeadsitivia CEF: o5 508 000
F: &P Municipla: SA0 PALLGD
Tebefore (410017 Faz: [1130n0-Taid E-mail. cupboff o i
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Conimuscie 4o Pemcar 2 20H ™88

Este parscer fol slaborade beseado nos documentios abalxo relacionados:

Tipo Documento Amulvo Postagem Ao Stuacio
s Bae | e TR S B s T TanT T |
do Prmojstn El.pdl 14T
Foiha de Rosiy foihaderosinassinada pdf 250727 | Jaqueline vVaz Vaninl | Aceito

11941
[Projein Demnan | | Projein - e, g0 A |
Emchura 15:27.58
I
[JeCaragan e o et el TS FD |
st ] 144517
Imfraesingura
SItuaGE0 0o Panscer:
ADTOYVEO0
Mecessita Apreciagio da CONEP:
Naa
SA0 PAULO, 04 de Agosho e 2017
Assinads por:
Maria Gabriela Haye Slazevic
Coondesnaion
Endanegn:  Aw Prol Lineu Prostes 2327
Badsro:  Cobich |inheaduliria CEP: o8 S0E 000
UF: &P Bunisiplo: S0 PALLD
Telefone |11 - Fax: [11)50n-Taid Eomail. oo e is
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