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RESUMO
Introdugdo: O cacirnoma epidermoide possui comportamento agressivo € o tipo
histologico correspondente em mais de 90% dos tumores de cabega ¢ pescogo. Mo Brasil
a incidéncia ¢ considerada uma das mais altas do mundo essa neoplasia ¢ geralmente
tratadas cirurgicamente, com radio e quimioterapia. A resposta 4 radio e quimioterapia
depende da condicdo de vascularizacio tumoral, porém, estes tumores sdo geralmente
hipdxicos, 0 que compromete a resposta ao fratamento. O principal mecanismo de
resposta a condigdo de hipoxia é a ativagio do sistema HIF, gue resulta em aumento
expressiao de genes alvo com um papel importante na progressio do tumor, indugio de
vascularizagio e adaptagdo metabdlica a hipdxia através do aumento do transporte de
glicose por meio de atividade enzimatica glicolitica. Varios estudos relacionam a
expressao de HIF |-a ao progndstico e desenvolvimento de vérios tipos de tumores sendo,
alvo de estudo das terapias moleculares. Objetivo: Avaliar a expressio da proteina HIF [-
o em pacientes com carcinoma epidermoéide de andar inferior da boca e correlacionar a
caracteristicas histopatolégicas, sobrevida e progressdo tumoral. Metodologia: a andlise
da expressdo da proteina HIF l-a foi realizada por meio de observagio microscopica da
lamina de fisswe microarray imunomarcada com anticorpo especifico para a proteina
Resultados: A expressdo da proteina foi verificada em todas as amostras e a expressao
fraca da foi associada com a caracteristica histopatologica de desmoplasia (p=0,0089).
Nao houve relacio entre a expressdo da HIFl-o com a recidiva e status de sobrevida
(p=0,6855;, p=0,2911), resposta ao fratamento cirirgico ou dos casos operados e
irradiados (p=0,1944; p= 0, 5212), no entanto, os graficos mostram que, apesar da
insignificancia estatistica, os pacientes com expressdo alta da HIFl-o viveram mais e
recidivaram menos. Conclusio: houve expressio da proteina HIF1- o em todos os
participantes do estudo ¢ a expressdo fraca foi mais frequente em relagdo a forte. Apesar
de todos os individuos apresentarem expressdo ndo houve significancia estatistica entre a
relagiio da expressdo com a recidiva local e status de sobrevida. Houve relacio entre a
desmoplasia e a expressido fraca da proteina HIFl-o caracteristica relacionada ao pior
prognostico da doenga e que devido a importincia da via de sinalizacio e de oufros
interferentes bioquimicos, novos estudos com maior nimero de pacientes devam ser

realizados.

Palavras-chave: carcinoma epidermoide, expressdo, HIF1- o, cabega e pescogo.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia do carcinoma epider méide de boca e orofaringe.

De acordo com Instifuto Nacional do Céncer (INCA) o carcinoma de células
escamosas (CCE) da boca, afeta labios e o interior da cavidade oral, estd entre as principais
causas de obito por neoplasias e representa uma causa importante de morbimortalidade, visto
que mais de 50% dos casos sdo diagnosticados em estadios avangados da doenca.
Histologicamente tem inicio na camada epitelial superficial com o surgimento de células
gpiteliais malignas diferenciadas das células escamosas do  epitélio normal com
comportamento invasivo em direcdo ao tecido conjuntivo subjacente (NEVILLE, 2002).

Pessoas com maior risco de cancer bucal, com excecdo de labio, sdo homens com mais
de 40 anos, com dentes fraturados, fumantes, etilistas ¢ que usam proteses mal ajustadas
(INCA,2010).

A incidéncia do cancer bucal no Brasil ¢ considerada uma das mais altas do mundo,
estando entre os cinco tipos de cancer mais comuns que acometem o sexo masculino e entre
0s sefe mais comuns que atingem o sexo feminino. A estimativa dos casos de carcinoma
gpidermoide de boca para o ano de 2010, foi de 14120 novos casos, sendo 10.330 em homens
e 3.790 em mulheres_ (INCA, 2010).

Em muitos paises as das taxas de incidéncia e de mortalidade de tumores malignos,
inclusive o CCE bucal, tem sido, de grande importincia para o estabelecimento de diretrizes
de politicas piblicas em dmbito nacional, estadual ¢ municipal ¢ para o plangjamento de agoes
de prevengio e controle do cancer, além de formas de fratamento ou assisténcia terapéutica
(ARAUJO, 1998).

O prognéstico dos pacientes com carcinoma epidermoide de cabega e pescogo €
geralmente baseado na classificagio clinica TNM, o qual avalia as caracteristicas
fundamentais de um cancer como a extensdo local, disseminacio regional e metastase a
distdncia (COSTA et al., 2002).

0 sistema TNM deve compreender detalhes das caracteristicas anatomicas locais para
que por meio desses dados se obtenham informagdes sobre o grau de envolvimento dessas

estruturas pelo tumeor, tal como metdstases a distdncia, delineando o progndstico e a sobrevida
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do paciente (BAATENBURG et al, 2001). Contudo a utilizagdo de outros marcadores € de
suma importancia, pois possibilita em conjunto estabelecer um plano de tratamento e estimar

a sobrevida do paciente (O°SULLIVAN, SHAH, 2003).

1.2 Fatores de risco do carcinoma epiderméide de boca ¢ orofaringe.

Estudos comprovam que a etiologia dessa neoplasia ¢ multifatorial e que dentre os
fatores de risco para o carcinoma de boca, excluindo labio que tem como principal fator de
risco a exposigio a luz solar, aqueles considerados extrinsecos, como as substincias quimicas
presentes no tabaco e dlcool, agentes fisicos como fraumas mecanicos causados por proteses
mal ajustadas e os biologicos como infeccdo pelo papiloma virus humano HPV. Enfre os
fatores infrinsecos estao, o estado sistémico ou geral do individuo, além de fatores genéticos
de suscetibilidade (NEVILLE et al., 1995; WUNSCH e GATTAS,2001).

A doenca acomete principalmente individuos do sexo masculino e acima de 50 anos
(NCTL, 2007) e tem como principal fator de risco o tabagismo e o etilismo. Esses dois fatores
sdo responsaveis pelo aumento do risco relativo da incidéncia do cancer bucal em até 140
vezes (INCA,2008). No entanto com a mudanga no comportamento feminino, com maior
exposicio ao alcool e tabaco, houve também um aumento do CCE bucal nas mulheres, com
conseqiente redugdo da razdo de afetados homem: mulher que passou de 4,8:1 para 2,95:1
(AMORIM, 2003; CARVALHO, IKEDA, MAGRIN, 2004; BRENER et al_, 2007).

O habito de fumar € o consumo excessivo de bebida alcodlica apresentam efeito
sinérgico, quanto maior for o nimero de doses de bebidas e cigarros consumidos maior serd o
risco do desenvolvimento da neoplasia (INCA,2010). A falta de higiene bucal pode agir
sinergisticamente com o alcool, nessas condigbes, aumenta a produgdo de acetaldeido na
saliva, um metab6lito do etanol que confribui para o desenvolvimento do cancer
(DOBROSSY, 2005).

Existe ainda a associagio entre aparecimento do ftumor com a condigdo
sociogconomica do paciente, essa associagiio pode ser explicada pela pobreza, alimentagao
deficiente e dificuldade de acesso ao servico de satde (FEEEMAN, 2004; WARD et
al ,2004).

Além desses fatores de risco, os HPV 16 ¢ 18 sdo considerados de alto risco para o

aparecimento da doenca (FEMIANO, 2000). A membrana mucosa do epitélio da cavidade
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oral e principalmente da orofaringe, possuem propensio para o desenvolvimento neoplasico
decorrentes de efeitos da infeccio pelo HPV (TINOCO et. al, 2004).

O diagnéstico do CCE, que pode ser realizado facilmente pela localizacio da
neoplasia e ¢ feito usualmente nas fases mais avangadas da doenga (estadios Il e IV), o que
gxplica os maus resultados de sobrevida que atualmente é de aproximadamente 30% em cinco
anos, independente do plangjamento terapéutico adotado (INCA,2004).

Atualmente varios fatores determinantes na compreensio da etiologia e
desenvolvimento do cdncer tém sido investigados, possibilitando o conhecimento dos fatores
de risco e prognostico, importantes na prevengio efetiva da doenga e no fratamento dos

pacientes, entre eles varios fatores histopatologicos e moleculares.

1.3 Aspectos patolégicos do carcinoma epiderméide de boea e orofaringe.

O cancer de boca histologicamente inicia-se na camada epitelial superficial com o
aparecimento de células epiteliais malignas, que se diferenciam das outras células escamosas
do epitélio ¢ possuem comportamento invasivo em diregdo ao tecido conjuntivo subjacente
(NEVILLE, DAY, 2002). A lingua, o labio inferior ¢ o assoalho bucal sio os locais mais
acometidos pelo carcinoma epiderméide oral. Essas regides sdo grandes facilitadoras da
disseminagio dos carcinomas para linfonodos regionais ¢/ou 6rgios distantes (ARAUJO
COSTA, RAMOS, 2006).

De acordo com a histopatologia tumores bem diferenciados mostram ninhos, colunas e
cordbes de células oriundas do epitélio pavimentoso; pleomorfismo celular e nucelar;
hipercromatismo nuclear; mitoses atipicas em pequeno namero; formagio de pérolas de
ceratina e invasdo subepitelial. Uma resposta inflamatoria significativa com linfocitos,
plasmdcitos e macréfagos também pode ser encontrada no carcinoma de células escamosas da
boca (NEVILLE, 1998; REGEZI e SCIUBBA, 1991).

O carcinoma epidermdide da cavidade oral em estagios iniciais surge como placas
firmes, elevadas, brancas, ou como areas irregulares, asperas ou verrucosas, podendo em
ambos os casos, sobrepor-se a uma base de leucoplasia, eritroplasia, leucoeritroplasica ou
possuir tlceras que fregiientemente ndo cicatrizam. O surgimento de massas exuberantes

salientes ou ate mesmo necrose central, com superficie ulcerada, bordas elevadas ¢ firmes
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ocorrem de acordo com o crescimento dos tumores (EPSTEIN et al, 2008, NEVILLE, DAY,
2002).

Como a doenga ¢ de alta morbimortalidade, o diagnéstico precoce € importante ¢ a
busca de marcadores moleculares para a doenga ¢ objetivo de estudo de muitos grupos de
pesquisa, pois a maioria dos pacientes tem doencga avancada ao diagnostico (estadio II1 e
IV A sobrevida tem relagdo inversa com o estadio avangado do tumor e esta relacionada com
a redugdo de 50% na expectativa de vida quando ha presenca de metastases linfaticas
(MYERS, FAGAN, 1998; ZHEN et al., 2004).

1.4 Aspectos biomoleculares do carcinoma epidermdide de boca e orofaringe.

De acordo com Ward (2002) diariamente, milhdes de células dividem- se no
organismo adulto normal, e, a cada divisio estamos expostos ao efeito de inimeros
carcindgenos ambientais.

Grande parte das alteragdes genéticas importantes no desenvolvimento do cincer
ocorre em genes que confrolam a proliferagdo celular (oncogenes e genes supressores de
ftumor), ou genes associados ao processo de reparo de danos no DINA, os quais, quando estao
inativos, podem levar ao aumento das taxas de mutagio, causando eventualmente a alteracao
de genes importantes na carcinogénese (OJOPIL, NETO, 2002).

Apos o aparecimento do cdncer cada passo da progressido da doenca ¢ seguido por
alteraches cromossdmicas resultantes tanto da perda como do ganho de material genético e,
consequentemente perda ou ganho de funcio celular. Os resultados fenotipicos dessas
alteracdes estio descritos em diferentes niveis do desenvolvimento do cancer: crescimento ¢
supressio do tumor, angiogénese ¢ invasdo, potencial metastatico, resposta imune. (AWADA,
LALAMI, 20035).

Entretanto, o aparecimento e desenvolvimento de um clone de células tumorais ¢ um
evento relativamente raro, e isso se deve as indmeras barreiras fisiologicas que a célula
necessita romper para se tornar cancerigena. As barreiras primarias sio os pontos de controle
do proprio ciclo celular (WARD, 2002).

Mo carcinoma de cabeca e pescogo o desenvolvimento pode ocorre em maltiplas
gtapas, incluindo a perda de controle de ciclo celular, perda da capacidade de apoptose ¢

reativagdo da telomerase. A perda da proteina Rb, a inativagdo de p27, a amplificagio do
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oncogene ciclina D1 além da p33 e pl6 podem levar a progressdo tumoral (CHOI, MEYERS,
2008; GLEICH, SALAMONE, 2002; RAYBAUD et al, 2003).

Em estudo realizado por Ruiz et al. (2006) indica que marcadores moleculares, tais
como EGFR, CICLINA DL, FASTFASL proteina p27, VEGF, e metaloproteinases tém
auxiliado no prognostico de tumores de cabeca e pescogo. A busca por fatores prognosticos
no CEC de cabeca e pescogo ndo € nova e, nem sempre, com éxito. Muitos fatores
relacionados ao paciente € ao tumor ja foram descritos.

O fator prognostico ideal deveria suprir informagdes a respeito do comportamento
biolégico do tumor, a fim de prever sua evolugio. Deveria ser facilmente analisado em

fragmentos de biopsia para serem obtidas informacdes prognésticas antes do tratamento

(YARDEN,2001).

1.5 Hipoxia e HIF1-a

Uma Grande parte das alteracdes genéticas nos genes que controlam a proliferacdo
celular (oncogenes ¢ genes supressores de tumor) sio importantes no desenvolvimento do
cancer ou ainda genes associados ao processo de reparo de danos no DNA, 0s quais, quando
inativos, podem levar ao aumento das taxas de mutagdo, causando eventualmente a alteragao
de genes importantes na carcinogénese (OJOPI , DIAS-NETO,2002; MEHROTREA, YADAV,
2006).

A hipoxia ¢ encontrada na maioria dos tumores solidos devido as alteragdes estruturais
e guantitativas nos vasos, levando a diminuicdo das concentracdes de oxigénio (BRIZEL et
al., 1999), entretanto o sistema de resposta a esta condigdo é essencial para progressdo de
tumores solidos (MAXWELL, DACHS, GLEADLE, 1997; RY AN, POLONI, MCNULTY,
2000). O principal mecanismo de regulagdo para a homeostase do oxigénio celular e sistémico
¢ complexo franscricional Hypoxia-inducible factor- I (HIFL) (STIEHL, WIRTHNER,
KODITZ, 2006).

A HIFI-o € regulada no citoplasma pela proteina PHD3. As PHDs sdo dioxigenases Fe
(I} - e 2-oxoglutarato-dependentes e suas atividades tém como requisito obrigatorio di-
oxigénio como co-substrato, possuem um nicleo catalitico contendo ferro e perdem a
atividade na presenga de niquel (SEMENZA, 2003; CHEN, COSTA, 2009).

Ligado aoc DNA gendmico, o complexo HIFI, composto por uma subunidade -alpha ¢

uma subunidade -beta também conhecida como ary! hydrocarbon receptor nuclear
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transfocator (ARNT), pode promover a transcricdo de mais de 60 genes que atuam em
mecanismos especificos para evitar a morte celular causada pela hipoxia. Por sua vez, as
proteinas produzidas aumentam as concentragoes de oxigénio através da angiogénese, além de
enzimas do fransporte de glicose e metabolismo (HUANG, BUNN, 2003).

A subunidade HIFI-beta ¢ expressa constantemente e seu mENA e proteina sio
mantidos em niveis constantes independente das condigdes de oxigénio. Por oufro lado, a
proteina HIFI-o tem uma meia vida curta (~5 minutos) e ¢ regulada de acordo com o teor de
oxigénio (SALCEDA, CARO, 1999), sob condigoes de normoxia, a HIFl-a ¢ rapidamente
degradada. (WANG,JIANG, RUE, 1995). E a degradacio ¢ regulada por modificagdes pos-
traducionais, como a hidroxilacdo, acetilagdo e ubiquitinacio (LANDO, PEET, GORMAN,
2002; BRAHIMI-HOBRN, MAZYRE, POUYSSEGUR 2005).

Um importante dominio presente na subunidade HIFl-alpha ¢ o Oxygen-regulated
degradation (ODD — Degradagio regulada por oxigénio) que de acordo com a disponibilidade
de oxigémio media a estabilidade da subunidade HIF I-o (PUGH, O'ROURKE, NAGAO,
1997). A degradacio da HIF1-o ¢ regulada por modificagbes pos-traducionais, como a
hidroxilagio, acetilagio e ubiguitinagio do dominio ODD, por isso sob condigoes de
normoxia, a HIFl-o é rapidamente degradada quando detectada (WANG, JIANG, RUE,
1995).

Em condigdes de normoxia em seu dominio ODD a HIFI-alpha ¢ rapidamente
hidroxilada pela proteina Prolyl Hydroxylation (PHD) e posteriormente a proteina von
Hippel- Lindau (pVHL) reconhece a hidroxilagdo adicionando ubiguitina, marcando-a para a
degradacdo proteossomal (SALCEDA, CARO, 1999; MASSON, APPERLHOFF,
TUCKERMAN, 2004).

Em condigtes de hipoxia ¢ formado o complexo HIFI trascripcionalmente ativo no
qual a subunidade HIF |- & estabilizada e translocada do citoplasma para o nicleo, onde
dimeriza com a subunidade HIFI-beta (HUANG, ARANY, LIVINGSTON, 1996, KALLIO,
POMGRATZ, GRADIN, 1997; SEMENZA, 2003).

A ativagdo do sistema HIF | ¢ um passo importante no desenvolvimento e progressao
tumoral sob as condicbes de hipoxia, esse sistema ativa as vias de angiogénese e
sobrevivéncia levando o tumor ao escape da morte por hipdxia. ( WANG, JIANG, RUE, 1995,
RATCLIFFE, PUGH, MAXWELL, 2000; FILLIES, WERKMEISTER, DIEST, 2003). Sio
resultados da angiogénese o aumento da densidade vascular, a permeabilidade tecidual e,

consequente diminuicio da distincia para a difusdo do oxigénio.
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Segundo Silva et al. (2007) a proteina HIFl-o como marcador de hipdxia pode
auxiliar na estratificacdo dos pacientes em categorias, qualificando e facilitando identificar a
modalidade terapéutica mais adequada, assim como predizer o progndstico com maior
precisio.

Os estudos mais recentes apontam para o gene HIFl-o como candidato a terapia
celular no fratamento do cancer. (SEMENZA, 2003; KOH, SPIVAK-KROIZMAN, POWIS,
2010).
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2. OBJETIVO

21 Geral:

Verificar a expressdo da proteina HIFl-o em tumores de andar inferior de boca e

associar com caracteristicas clinicas, histopatologicas e agressividade fumoral.

212 Especificos:

Avaliar a expressdo da proteina HIFl-o por imunoistoquimica e relacionar com o

tratamento e a sobrevida dos pacientes com tumores de andar inferior de boca.

Avaliar a relagio da expressio da proteina HIFl-o com o TWM e caracteristicas

histopatolagicas de tumores de andar inferior de boca.



37

6. CONCLUSAO

De acordo com nossos resultados chegamos as seguintes conclusoes:

*  [Houve expressdo da proteina HIF 1- o em todos os participantes do estudo.

o A expressio fraca da proteina HIF1-o foi mais frequente em relacio a forte.

* (Juanto as carcteristicas histopatologicas ndo houve relagdo enfre a expressao
da proteina e as variaveis linfonodo acometido, tamanho do tumor, invasao

perineural, infiltrado inflamatorio e necrose.

» Houve relagdo entre a desmoplasia e a expressdo fraca da proteina HIF1-a.



