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ADHS3 — Alcohol Dehydrogenase Type 3

Akt — Protein kinase B

Bcl-2 — B-cell lymphoma 2

CD147 — Cluster of differentiation 147

Cdc25 — Cell division cycle 25
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GPCR - G protein-coupled receptor

GRK2 — G protein-coupled receptor kinase 2
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JAK — Janus kinase

MAP — Mitogen-activated protein

MAPK- Mitogen-activated protein kinase

MAPKK- MAP Kinase Kinase

MCT — Monocarboxylate transporter

MEC — Extracellular matrix

Abreviaturas

MEK- Mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase kinase

MHC — Major histocompatibility complex

MMPs- Matrix Metalloproteinases



Abreviaturas

NF-kB — Nuclear factor ki3

PASW Statistics- Predictive Analytics SoftWare
PBS — Phosphate buffered saline

PEBP- PhosphatidylEthanolamine-Binding Protein
PKC — Protein kinase C

PP2A — Protein phosphatase 2

RAF- Rapidly Accelerated Fibrosarcoma

RAS — Rat sarcoma virus

RKIP- Raf Kinase Inhibitory Protein

TCSF — Tumor collagenase stimulatory factor
TGF-R — Transforming growth factor beta

VEGF — Vascular endothelial growth factor.
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Resumo

O carcinoma da cavidade oral € 15° tipo de cancro mais frequente a nivel mundial.
Os habitos tabagicos e o consumo de alcool representam os factores etiol6gicos mais
importantes. Este tipo de tumores afecta predominantemente homens acima dos 45 anos
e nos Ultimos anos a sobrevivéncia global tem-se mantido na ordem dos 56%. Devendo-
se este numero a um diagnostico tardio da doenca.

O prognostico nestes tumores parece estar relacionado com o estadio em que se
encontra e com a invasdo linfatica regional. Dando énfase a importancia do
estabelecimento de um diagnéstico precoce nas primeiras fases da doenca.

O RKIP, responsavel pela inibicdo da cinase Raf, actua como modulador de
diferentes vias de sinalizacdo. Esta molécula est4 envolvida em diferentes actividades
fisiolégicas incluindo a reproducdo e actividade neural, actuando também como
modelador da apoptose e da metastizagéo, por regulacdo das vias de sinalizacdo MAPK,
receptores da proteina G e via do NF-k[3. Muitas das vias de sinalizagdo em que o RKIP
esta envolvido estdo habitualmente desreguladas em tumores, dai que se propde um
papel do RKIP na progresséo tumoral.

O CD147, também chamado de indutor da matriz extracelular de
metaloproteinases (EMMPRIN), é uma proteina transmembranar que tal como o nome
indica é responsavel pela inducdo da producdo de varias metaloproteinases. Devido a
esta capacidade, a EMMPRIN é uma candidata a regulacdo, a montante, de varias
doengas incluindo tumores e doencas inflamatorias.

Ha ja alguns anos foi reconhecido que a EMMPRIN é um importante modulador
da troca de informacdo no estroma tumoral sendo responsavel por promover a sua
formacdo. Vérios grupos tém alertado que o CD147 se encontra sobrexpresso numa
variedade de tumores humanos e que esta sobrexpresséo esta correlacionada com um
comportamento clinicamente agressivo e com a sobrevivéncia dos doentes.

Neste sentido, pretendeu-se estudar a expresséo destas duas proteinas em carcinoma
da cavidade oral e correlaciona-las com as caracteristicas clinico-patoldgicas do tumor,
sobrevivéncia livre de doenga e sobrevivéncia global.

Neste estudo, avaliamos a expresséo do CD147 e RKIP em 49 cortes histolégicos
de fragmentos de carcinomas da cavidade oral. Recorrendo a técnica de
imunohistoquimica os cortes histologicos foram marcados por anticorpos especificos,
anti-RKIP e anti-CD147, e as suas expressbes foram classificadas semi-

guantitativamente através da visualizag@o dos cortes histologicos por microscopia oOptica.



Resumo

O estédio lll, a idade superior a 63 anos e a invasao vascular linfatica sao factores
de progndstico no carcinoma da cavidade oral. Neste tipo de tumores o RKIP apresenta
maioritariamente expressao positiva e verificou-se ser um factor de prognéstico.

O CD147 encontra-se sobrexpresso em carcinoma da cavidade oral e a sua alta
expressao correlaciona-se com a 12 recorréncia. No entanto ndo é factor de prognostico
neste tipo de tumor. Devido ao numero limitado de amostras, futuros estudos em larga
escala deverdo ser realizados. Sendo também necessarios mais estudos na
determinacdo dos factores que regulam a sua expressao do RKIP para que este possa

ser alvo terapéutico em carcinomas da cavidade oral.



Abstract

Oral cavity carcinoma is the 15" type of cancer more frequent in the world.
Smoking and drinking habits represent the most important etiologic factors. These types
of tumors predominantly affect men above 45 years old, and in the previous years the
overall survival has been at 56%. This relates to the late diagnosis of the disease.

The prognosis for these tumors seems to be related with the tumor stage and with
regional lymphatic invasion. Emphasizing the importance of establishing an early
diagnose in the first stages of the disease.

RKIP, responsible for inhibiting Raf kinase, acts as a modulator in different
signaling pathways. This molecule is involved in different physiologic activities, including
reproduction and neural activity, acting also as a modulator of apoptosis and
metastization, by regulating MAPK, protein G receptors and NF- k3 pathways. Many of
the signaling pathways in which RKIP is involved are usually deregulated in tumors; that’s
why is suggested that RKIP may have a role in tumor progression.

CD147, also known as extracellular matrix metalloproteinase inducer (EMMPRIN),

is a transmembrane protein, as the name indicates it's responsible for inducing the
production of several MMPs. Due to this capacity EMMPRIN is a candidate for upstream
regulation of several diseases, including tumors and inflammatory diseases.
For several years it has been recognized that EMMPRIN is an important modulator of the
information exchange in the tumor stroma, being responsible for promoting its formation.
Several groups have alerted that CD147 is over expressed in a variety of tumors and that
over expression is correlated with a clinical aggressive behavior and with patient survival.
Given this, our purpose was to study the expression of these two proteins in oral cavity
carcinomas and correlate them with the clinic-pathologic characteristics of the tumor,
overall survival and disease free survival.

In this study, we evaluated the expression of CD147 and RKIP in 49 histological
sections containing fragments of oral cavity carcinomas. Using Immunohistochemistry the
histological sections were stained with specific antibodies, anti-RKIP e anti-CD147, and
their expression pattern were classified semi-quantitatively by optical microscopy
visualization.

Tumor stage lll, age above 63 years old and vascular lymphatic invasion are
prognostic factors for oral cavity carcinoma. In this type of tumors RKIP presents, in the
majority of the sections, positive expression and can be used as a prognostic factor.

CD147 is overexpressed in oral cavity tumors, and is high expression correlates
with the first recurrence. However it is not a prognostic factor in this type of tumors. Due to

the limited number of samples, future studies in a larger scale are demanded. It is also
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Abstract

necessary more studies to determine the factors that regulate RKIP expression so that

this protein can be used as a therapeutic target in oral cavity carcinomas.
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1.Introducao

1.1. Cavidade oral:

A cavidade oral é limitada anteriormente pelo ponto de contacto entre a pele da
face e o vermelhdo dos labios, estendendo-se posteriormente para a jun¢cdo entre o
palato duro e o palato mole, até a ligacdo dos pilares anteriores das amigdalas e das
papilas linguais circunvaladas formando assim os limites posteriores [1]. Esta regido é
constituida pelos labios, pavimento bucal, lingua, mucosa oral, gengivas superiores e
inferiores, palato duro e mole e o trigono retromolar (Fig.1) [2].

Cavidade nasal
Parede lateral

{bochecha) | Palata duro Palato mole
= .
\‘ J
J
/- Istma parafaringeo
: | //
T/ lIstmo orofaringeo
/
Fissura Oral /

|——  Faringe

Pavimento bucal inferior
{lingua e tecidos moles)

Cavidade Oral

Fig.1 — Constituintes da cavidade oral (adaptado de De Vita V.,2008) [2].

O pavimento bucal inferior e superior e as paredes laterais tém abertura para a
cara através da fissura oral tendo continuidade até a cavidade da faringe, orofaringe e
istmus. O pavimento superior da cavidade oral é constituido pelo palato duro e palato
mole. J& o pavimento inferior € formado essencialmente por tecidos moles, que incluem
um diafragma muscular e a lingua. As paredes laterais, ou bochechas, sdo musculares e

ligam-se anteriormente aos labios que delimitam a fissura bucal.

A cavidade oral é separada em duas regides pelos arcos dentais superiores e

inferiores, que consistem nos dentes e no 0sso alveolar que os suporta [3]
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1.Introducao

Os 0ssos que contribuem para a estrutura esquelética da cavidade oral incluem:

- Os maxilares emparelhados, e o0 0sso palatino e temporal;

- A mandibula, o esfendide e o osso hiodide.

O musculo bucinador € um dos musculos responséavel pela expressao facial. Este
musculo em conjunto com os musculos constritores superiores permite a continuidade
entre as paredes da cavidade oral e da faringe. O musculo bucinador segura as
bochechas contra os arcos alveolares e mantém os alimentos entre os dentes, aquando

da mastigagéo [3].

A cavidade oral tem multiplas funcdes: € o inicio do sistema digestivo e esta
envolvida no processamento inicial dos alimentos, com auxilio de secre¢bes produzidas
pelas glandulas salivares; manipula os sons produzidos pela laringe dando assim origem
a voz; intervém nas trocas respiratorias, pois tem ligagdo com a faringe que é uma das

vias comuns entre os alimentos e o ar.

16



1.Introducao

1.2. Epidemiologia:

A nivel mundial o carcinoma da cavidade oral € 15° mais frequente com uma
incidéncia de 3.8 pessoas por 100.000 habitantes e destes cerca de 137.000 morrem
anualmente [4].

Na regido Norte de Portugal, quando agrupados por aparelhos, sistemas e orgaos,
estes tumores sdo 0s 7°s mais incidentes [5]. As taxas de incidéncia em 2006 eram de
20,8 para o sexo masculino e 7,2 no sexo feminino. Entre 2006 e 2009, foram
diagnosticados anualmente cerca de 170 tumores com esta localizagéo (tabela 1) [5].

Tabela 1- Taxas de incidéncia bruta e padronizada por 100.000 habitantes, de tumores malignos por
localizagao e sexo, 2006 (adaptado de RORENO 2006) [5].

Taxa Incidéncia Taxa Incidéncia

N° Tumores Taxa Incidéncia | Padronizada Padronizada

Topografia (pop. Europeia) (pop. Mundial)
H M HM H M  HM H M HM H M HM
Labio 41 20 61 2,6 1,2 1,9 2,3 0,7 1,4 1,5 0,4 0,9
Lingua 75 21 96 4,7 1,2 2,9 4,6 0,9 2,7 3,5 0,6 2,0
Boca 59 39 98 3,7 2,3 3,0 3,6 1,9 3,2 2,6 1,4 2,4
Glandulas 15 18 33 09 1,1 1,0 0,9 1,0 0,9 0,7 0,7 0,7
Amigdala 36 5 41 23 03 12 22 02 1,2 1,7 0,2 0,9

Orofaringe-outros 30 2 32 19 01 10 19 o1 1,0 14 01 0,7

17



1.Introducao

1.3. Factores derisco:

Para o aparecimento de carcinomas da cavidade oral contribuem alguns dos

seguintes factores (tabela 2) [6].

Tabela 2. Factores de risco para carcinoma da cavidade oral

Factores Descrigao

Leucoplaquia, Risco de transformacédo da leucoplaquia 3% a 25%
eritroplaquia Mais de 50% de risco para a eritroplaquia.

Habitos tabagicos Influéncia melhor estabelecida, particularmente fumar

cachimbo e tabaco sem fumo

Papilloma virus humano Identificado por sondas moleculares em 30% a 50% dos

tipos 16 and 18 casos.

Consumo excessivo de Influencia menor que o tabaco, mas os dois habitos

alcool interagem aumentando bastante o risco.

Irritagdo prolongada Fracamente associada

A maioria destes tumores é encontrada em homens ja com idades a partir dos 45
anos e os factores mutagénicos que mais contribuem para o seu aparecimento sao o
tabaco e o élcool, mas também a exposicdo a radiagdo, infeccbes ou imuno-
incompeténcia que sao relevantes em alguns casos. Apesar dos habitos etilicos e
tabagicos serem factores independentes, eles tem um efeito sinérgico e aumentam
bastante o risco quando consumidos em conjunto.

O carcinoma da cavidade oral € um problema particular em algumas populactes
minoritarias negras e étnicas [7]. Os efeitos do estilo de vida também tém um papel na
sua formacao, como o uso de tabaco mastigavel e baixo consumo de fruta e vegetais.

Existem ainda outros factores importantes descritos abaixo com mais pormenor.

18



1.Introducao

1.3.1. Factores genéticos:

Alguns estudos tém descrito uma componente familiar significativa
no desenvolvimento de carcinoma oral. Agregagdo familiar de
carcinoma oral, possivelmente com um modo de hereditariedade
autossomal dominante, & observada numa pequena percentagem de
doentes [8,9]. Variagbes polimorficas de genes nas vias de
metabolizacdo de xenobibticos, como o CYP1Al ou 0s genes que
codificam a Ml-tranferase-S para a glutationa [10] e a 2-
acetyltransferase-N [11], podem estar envolvidos. Individuos que séo
portadores do alelo tipo 3 da desidrogenase com rapida metabolizagéo
do alcool (ADH3) [12] podem estar particularmente vulneraveis ao efeito
de consumo crénico de alcool e podem ter um risco aumentado de

desenvolverem carcinoma da cavidade oral [13].

1.3.2. Infecgao:

O virus do papiloma humano (HPV), em particular o HPV tipo 16,
pode ser um factor etiolégico, especialmente entre individuos que nao
fumam nem bebem alcool [14]. Foi reportado que a presenca de HPV
em tumores € um factor de progndstico forte e independente para a
sobrevivéncia de doentes com carcinomas da orofaringe [15].

Outras infec¢des como a candidiase e sifilis também tém influéncia,
e mais recentemente o papel da flora bacteriana oral tem sido
considerado como potencial causador. Pensa-se que existem uma
relagcdo entre ma higiene oral e o aparecimento de carcinoma da
cavidade oral isto porque num estudo se verificou que individuos com
ma& higiene oral apresentavam carcinomas ou displasia da cabeca e

pescoco [16-17].

1.3.3. Pré-neoplasia:

Existem lesBes orais pré-malignas que aparentam clinicamente a
presenca de carcinoma oral. Estas incluem a leucoplaquia, eritroplaquia,
estomatites, fibrose submucosa, liquen do plano bucal e queratose

associada ao tabaco [18].
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1.Introducao
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1.3.4. Tabaco:

Estomatite nicotinica € caracterizada pelo engrossamento e por
alteracdes hiperqueratéticas da mucosa palatina, e esta normalmente
associada a fumadores de cachimbo, mas também pode ocorrer em
fumadores de charuto ou tabaco [19]. Existem ainda outras alteracdes
da mucosa oral relacionadas com o uso de tabaco mastigavel e inalavel
[20]. Tais lesdes ocorrem tipicamente no vestibulo labial ou bucal, mas
também se podem estender até a mucosa das gengivas e mucosa
bucal.

O grau das alteragfes clinicas depende do tipo e da qualidade do

tabaco, da duragdo do consumo e da susceptibilidade do fumador.

1.3.5. Mutacbes:

As mutacdes genéticas produzem geralmente, num estadio inicial,
mudangas fenotipicas que podem se podem manifestar como lesbes
clinicamente reconheciveis. Um leséo oral pré-maligna é uma area em
gue o tecido foi alterado geneticamente ou morfologicamente e que é

mais provavel de vir a desenvolver cancro do que tecido normal.



1.Introducao

1.4. Carcinoma da cavidade oral:

No tracto aerodigestivo superior a cavidade oral € um dos locais mais comum para
0 aparecimento de carcinomas espinocelulares. A maioria destes tumores é de fécil
acesso para realizacdo de bidpsias e para uma identificacdo em fase inicial, mas pelo
menos metade resultam em morte ao fim de 5 anos e podem até ja ter metastizado

aguando da descoberta da primeira leséo.

Como definido pela Organizacdo Mundial de Saude, a leucoplaquia € uma placa
branca que ndo pode ser raspada e ndo pode ser caracterizada como outra patologia. A
sua identificagdo é importante pois em 3% a 25% dos casos, dependendo da localizagéo,
ocorre transformacao para carcinoma espinocelular. A taxa de transformacdo € maior em
les6es do labio e da lingua e menor nas lesbes do pavimento bucal. As lesdes que
apresentam displasia significativa através da visualizagdo microscopica, tém maior
probabilidade de se transformarem em carcinomas. Existem ainda mais duas lesdes
relacionadas com a anterior. A leucoplaquia verrugosa apresenta uma superficie
enrugada causada por hiperqueratose excessiva. Esta forma de leucoplaquia recorre e
ao longo do tempo e pode disseminar-se, resultando numa les&o oral do tipo verruga

difusa que pode ja conter um carcinoma espinocelular.

A eritroplaquia refere-se a areas circunscritas geralmente granulares, vermelhas,
aveludadas e com limites irregulares. Histologicamente, a eritroplaquia revela
invariavelmente displasia epitelial marcada, a taxa de transformacéao maligna é maior que

50%, dai que a identificacao desta lesao seja de enorme importancia.

1.4.1. Patologia:

Para além dos carcinomas espinocelulares existem ainda outras

formas menos comuns de carcinomas nha cavidade oral como [19]:

- Tumores salivares (mucoepidermdides, adenocarcinomas);
- Melanomas;
- Plasmacitomas;

- Sarcomas.

Carcinomas espinocelulares na boca apresentam-se com
irregularidades na mucosa que podem progredir para uma lesdo

destrutiva ulcerada ou para um crescimento mais exofitico. Estes podem
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ser tumores altamente agressivos, invadindo e destruindo tecidos locais
adjacentes incluindo o osso da mandibula, e disseminando para nédulos
linfaticos regionais no pescoco e na regido submandibular. A regido é
dividida anatomicamente mas 0s tumores envolvem normalmente mais

do que uma regiéo [19]:

- Trigno retromolar (10%)
- Pavimento bocal (15%)
- Lingua (60%)

- Palato duro (5%)

- Mucosa bocal (10%)

1.4.2. Sintomas:

Um dos sintomas mais comuns em doentes com cancro oral é a
dor, representando 30-40% das principais queixas. Apesar de a dor ser o
principal sintoma, esta apenas se manifesta quando a lesédo ja atingiu um
tamanho consideravel, é entdo nesta altura que o paciente procura ajuda
médica. Dai que carcinomas num estadio inicial passem despercebidos
por serem assintomaticos [20]. Em lesGes maiores e mais avancadas 0s
sintomas podem variar desde um desconforto moderado a uma dor
severa, especialmente na lingua. Outros sintomas podem incluir, dor no
ouvido, sangramento, dentes soltos, problemas em respirar, dificuldade
em falar e disfagia [21].

Em alguns doentes também podem apresentar apenas
linfadenopatia cervical sem quaisquer outros sintomas. Em fases
terminais, os doentes podem desenvolver fistulas na pele, sangramento,

anemia e caquexia [22].
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1.4.3. Morfologia:

O aparecimento das lesfes iniciais verifica-se pela presenca de
uma coloracdo pérola ou cinzenta, e engrossamento circunscrito da
mucosa que se assemelha a leucoplacas. Podem ainda crescer de forma
exofitica produzindo lesdes nodulares palpaveis ou entdo podem assumir
uma forma endofitica com um padrdo invasivo com necrose central
criando uma Ulcera cancerosa.

Os carcinomas espinocelulares sdo normalmente tumores
gueratinizantes bem a moderadamente diferenciados. Antes que a leséo
se torne avancgada pode ser possivel identificar atipia epitelial, displasia,
ou carcinoma in situ nas margens, sugerindo que estes podem ter-se

originado de uma leucoplaquia ou eritroplaquia.

1.4.4. Métodos de diagnéstico:

7

O exame fisico € o método mais utilizado, levando a deteccéo
destes carcinomas através da visualizagcdo e palpacdo de estruturas
como os labios, mucosa jugal, lingua, soalho da boca, palato e
orofaringe, mas também pela palpacéo externa do pescog¢o na procura de
nddulos linfaticos aumentados ou massas anormais.

Sao também utilizados outros métodos para uma visualizagdo mais
precisa, como tomografias axiais computorizadas e ressonancias
magnéticas, as quais permitem detectar a presenca de massas, mas
sendo sempre necessdaria a realizacdo de biopsia para confirmar o

diagndstico.

1.4.5. Estadiamento:

A avaliacdo do paciente requer examinagdo sob anestesia para
avaliar a extensdo da doenca e fazer uma biopsia da lesdo. Os nédulos
primarios e regionais sdo também avaliados por ressonancia magnética.
A natureza maligna da linfadenopatia deve ser confirmada por citologia

da aspiracdo com agulha fina [19].
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1.4.6. Tratamento:

Uma acc¢do multidisciplinar é essencial:

- Cirurgido pléastico, dentista

- Oncologista de Radioterapia

- Dietista

- Terapeuta da fala

- Cirurgido para tumores num estado inicial

-radioterapia primaria

- Dissecacédo dos nddulos positivos no pescogo

- LesBes maiores requerem reconstrucao

- Se os tumores forem localmente avangados — combinagéo entre

cirurgia e radioterapia.

A terapia por radiagdo é planeada tendo em conta, as evidéncias
clinicas e radioldgicas do tumor bem como os possiveis locais de doenca
oculta nos nédulos. Doses de 50-65 Gy sao libertadas no volume tumoral,
dependendo da extensdo do tumor residual. Pelo menos parte desta
dose pode ser libertada por terapia intersticial, geralmente usando um fio
de iridium. Irradiacdo radical da cavidade oral causa mucosite e boca
seca, que pode persistir dependendo da quantidade de tecido salivar que
ndo foi irradiada. Ulceragdo cronica da mucosa e osteo-necrose S&o
riscos, particularmente para tumores localmente avangados envolvendo a
mandibula. Tal como ocorre nos carcinomas espinocelulares de outros
locais da cabeca e pescoco, a quimioterapia é utilizada na doencga ja

avancada [19].

1.4.7. Caracteristicas clinicas:

Estas lesdes podem causar dor local ou dificuldade na mastigacéo,
mas também existem lesdes assintomaticas que por essa razdo séo
ignoradas.

A taxa de sobrevivéncia global aos 5 anos apés cirurgia,

radioterapia e quimioterapia adjuvante, € de 40% para carcinoma
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localizados na base da lingua, faringe, e pavimento da boca sem
metastases nos nédulos linfaticos. Comparando com uma taxa de menos
de 20% para aqueles com metastases nos nédulos. Quando descobertos
numa fase inicial a taxa de sobrevivéncia destes tumores pode exceder
0s 90% [6].

Os tumores da cavidade oral tendem a disseminar regionalmente
para os nddulos linfaticos da regido submandibular (Nivel 1), e para os

nddulos linfaticos da cadeia jugular superior e intermédia (Nivel Il e III)

[1].

Fronteira posterior da glandula

submandibular Fossa jugular

Limite inferior do osso
hidide

Limite inferior do arco
cricodide

Artéria cardtida comum
esquerda

7 Musculo escaleno anterior

Topo do manubrio = \ivii—

\ (/L'j | Veia jugular interna

Fig.2- Classificacdo nodal (Adaptado de DeVita V. 2008) [2].

Devido a acessibilidade e ao risco de envolvimento de estruturas
Osseas, 0 tratamento com radioterapia pode levar a uma radio-necrose
da mandibula ou da maxila. H4 ainda a dizer que este tipo de tumores
pode ser menos sensivel a quimioterapia e radiacdo, relativamente a
carcinomas da orofaringe e laringe. Dai, que os tratamentos primarios
sejam normalmente a cirurgia. Margens cirlrgicas positivas, um
envolvimento multiplo dos nddulos linfaticos e/ou extensédo extracapsular
do tumor pedem que seja considerada quimio-radioterapia, para melhorar
o controlo local da doenca [1].

Disseminacdo para nédulos regionais esta presente na altura do

diagndstico inicial, verificando-se em cerca de 50% dos casos dos

25



26

1.Introducao

carcinomas da lingua, em mais de 60% dos casos com carcinomas no
pavimento da boca e sendo raro apenas em carcinoma do labio.
Disseminagdo mais remota para tecidos, ou 6rgdos no térax ou abdémen

€ menos comum que disseminacao regional extensa.

1.4.8. Importancia do diagndstico precoce:

O diagnéstico precoce é o factor mais importante para melhorar a
taxas de sobrevivéncia dos doentes, podendo mesmo atingir-se taxas
entre 80-90% quando encontrados estadios iniciais. O diagnostico

precoce também minimiza a extensao da cirurgia requerida.
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1.5. Biomarcadores com potencial de diagndstico:

Os biomarcadores ajudam na prevenc¢éo e deteccdo precoce das fases iniciais da
transformacdo maligna da cavidade oral e podem melhorar o prognéstico, diagndéstico e
tratamento de carcinomas orais [23]. Estes revelam as mudancas moleculares e
genéticas relacionadas com os processos da carcinogénese oral e podem determinar a
eficacia e seguranca de agentes usados na quimioterapia.

Um dos marcadores usados para definir aberragdes cromossémicas € a coloragéo
de micronucleos em células esfoliadas da mucosa bucal [24]. Os micronucleos também
tém sido usados para avaliar a reversdo de leucoplaquias e a eficicia de retindides,
carotenos e vitamina E [25,26]. Outros métodos incluem a determinacdo de aneuploidias
e a pesquisa de perdas ou ganhas de material genético.

Exemplos de marcadores biomoleculares com potencial de diagnéstico (tabela 2)
relevante incluem, conteldo de DNA e polissomias cromossémicas, perda de
heterozigotia, regibes de organizagdo nuclear, antigénios de grupos sanguineos,
marcadores de proliferacdo, aumento de receptores do factor de crescimento epidermal
(EGFR), e diminuicdo da expresséo de receptores [3 do acido retindico, p16 e p53 [27,28].

Apesar de ainda néo ter sido estabelecido um painel de marcadores validados,
para fornecer informagédo de prognéstico em lesdes orais pré-malignas, a possibilidade da
descoberta de técnicas de analise gendémica e prote6mica de alta sensibilidade pode
contribuir para grandes avangos no lancamento de um sistema de classificacdo molecular

para analise de progndstico.

Tabela 2. Exemplos de biomarcadores com potencial de diagndstico.

Categoria do biomarcador Analises

Micronucleos, conteddo de DNA, aberracbes
cromossomicas.

Genodmica

Expressdo oncogénica, genes supressores tumorais
Oncogénica modificados.

Antigénios relacionados com ciclinas e nucleo,
Prolifera¢éo frequéncia mitética, poliaminas

Citoqueratinas, transglutaminase tipo |, factor de

Diferenciacao transcrigéo (AP)-1

Glutationa S-transferase, superdxido dismutase,
proteinas do stress (HSPs)

Stress oxidativo

Apoptose Familia Bcl-2, factores de condensagdo da cromatina,
caspases, via de sinalizacdo mitocondrial.

Imunoldgico - : .
9 Varias citoquinas
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1.6. Viade sinalizagdo MAPKKK ou RAS-RAF-MEK-ERK:

A via de sinalizacdo da proteina cinase activada mitogénicamente (MAPK) existe
em todos o0s eucariotas, e controla processos celulares fundamentais como a
proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia celular e apoptose. Esta cascata inclui uma
proteina G que funciona a montante de um mdédulo central composto por trés cinases: a
cinase cinase MAPK (MAPKKK) que fosforila e activa a cinase MAPK (MAPKK), que por
sua vez activa a MAPK.

Este sistema de funcionamento permite, ndo s6 a amplificacdo do sinal mas
também interfaces regulatérias adicionais que permitem que a cinética, duracdo e

amplitude da actividade sejam ajustadas de uma forma mais precisa.

Existem diferentes moddulos da via MAPK que partiham componentes
estruturalmente relacionados, mas cada um é responsavel por respostas biolégicas
especificas. Um desses mddulos é a via do ERK (cinase regulada por sinal extracelular)
(figura 3) da qual faz parte o RAS, que actua como uma proteina G, o Raf que actua
como a MAPKKK, o MEK (cinase MAPK/ERK) como a MAPKK e o ERK como MAPK
[29].

_ e Kinases = =
e.g. Src, PAK

Membrana celular

Substratos do citosol e
citoesgueleto

Hiicleo

Substratos do niicleo
SR e Transcrigao genica

J\ﬂmll’f ‘ur'lm- ’\1

Fig.3 — Organizacéo e fung¢des da via de sinalizacdo Ras-Raf-MEK-ERK .
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1.6.1. Modo de actuacéo:

A via de sinalizacdo RAS-RAF-MEK-ERK € um modo de
sinalizag&o evolucionariamente conservado, que regula muitos processos
celulares fundamentais como a diferenciacao, proliferagédo, sobrevivéncia,
motilidade, e tranformacdo [30]. Dois componentes desta via de
sinalizacéo, o Ras e o Raf, sdo proto-oncogenes mas existe também uma
variedade de hormonas, factores de crescimento, de diferenciacdo, e
substancias promotoras de tumores envolvidos nesta via. A maioria
destas substancias estimula activamente as proteinas Ras induzindo a
troca de GDP com GTP, que converte o0 Ras na sua forma activa.
Estando activado o Ras actua como um adaptador que se liga a cinases
Raf, com alta afinidade, e provoca a sua translocagéo para a membrana
da célula, onde a activagédo do Raf ocorre [31].

O Raf tem a capacidade de interagir com um grande numero de
proteinas, incluindo as fosfatases Hsp90, PP2A e Cdc25, Akt, PKCs,
cinases Jac, MAPK ERK5, e RKIP-1 [32]. Esta capacidade de interagir
com tantas proteinas constitui um elemento chave na regulacdo da

cascata da cinase MAP [33].

1.6.2. Genes Raf:

Os genes Raf codificam cinases serina/treonina especificas, que
integram a recepcédo de sinais a montante da via de sinalizagdo, sendo
responsaveis pela regulacdo da mesma.

Nos mamiferos existem trés proteinas Raf: a Raf-1, A-RAF e B-Raf.
Estas tém funcdes celulares semelhantes, mas ndo sobreponiveis [34].
Sendo cinases serina/treoninas, as proteinas Raf fosforilam residuos
serina e treonina em proteinas modulatérias essenciais a jusante da via
Ras. Cada espécie RAS tem um perfil de expresséao distinto na célula, o
gque sugere que estas isoformas individuais do RAF actuem em funcdes
especificas [34]. Enquanto o Raf-A e B tém um padrdo de expressao
especifico para os tecidos, o Raf-1 tem uma expressdo mais alargada.
Este apresenta maiores niveis de expressdo em musculo estriado,

cerebelo e cérebro fetal [35], 0 B-Raf € encontrado predominantemente
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em tecido neural [36], enquanto o A-Raf tem maior expressdo nos
epididimos e ovarios bem como na bexiga, rim, intestino, coracdo, baco,
timo e cerebelo [37].

O Raf pode activar tanto o MEK-1 como o MEK-2 com eficacia

similar in vitro.
1.6.3. Gene MEK:

O MEK pertence ao grupo raro de cinases com especificidade
dupla, ou seja fosforila quer residuos treonina quer residuos tirosina [38].
Esta cinase activa 0 ERK-1 e ERK-2 pela fosforilagdo do motivo —Thr-Glu-
Tyr- no ciclo de activacgéo.

1.6.4. Gene ERK:

O ERK é uma cinase treonina/serina que actua sobre mais de 50
substratos [39].

Uma vez activados, os ERKs vao para o nucleo onde fosforilam
factores de transcricdo, estimulando ainda a expresséo genética de varios

genes, como por exemplo a ciclina D1.
Activacdo inapropriada ou continua desta via forma uma forga pro-mitogénica

potente que resulta numa proliferacdo e diferenciacdo anormal em varios tumores
humanos [40].
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1.7. RKIP, proteinainibitdria da cinase Raf :

De todas as proteinas que se ligam ao Raf, o RKIP-1 é a Unica que inibe a via da
cinase MAP [41]. A proteina inibidora da cinase Raf (RKIP), também denominada de
proteina ligante 1 fosfotidiletanolamina (PEBP1), € um membro protétipo da familia das
PEBP que tem um dominio ligando conservado evolucionariamente [42].

Apds uma caracterizacdo funcional mais aprofundada desta proteina, a PEBP1 foi
chamada de RKIP devido a sua capacidade de se ligar e inibir a cinase Raf [43]. Esta
molécula encontra-se amplamente expressa na maioria dos tecidos em vérias fases de
desenvolvimento e é mais abundante no cérebro, testiculos, epididimos, figado e rim
[44,45].

O gene do RKIP esta localizado no cromossoma 12g24.23 e codifica uma proteina

com 187 aminoacidos com um peso molecular de aproximadamente 23 kDa.

A maioria dos estudos a volta desta molécula indica que o RKIP actua como
modulador de diferentes vias de sinalizacdo por interac¢éo directa e indirecta com outras
proteinas. O RKIP tem a capacidade de se ligar a varias proteinas modulando as suas
vias de sinalizacéo incluindo o Raf-1, B-Raf, o MEK, o receptor da cinase 2 da proteina
acoplada G (GRK2), e a cinase indutora do NF-kB3 (NIK)/TGF-[3 [43,46] (Fig.4).

Fig.4- Papel do RKIP nas vias de sinaliza¢@o Raf, receptor da proteina G (GPCR),
e NF-kf} (adaptado de [62]).
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1.7.1. Funcoes:

A fungdo do RKIP foi reportada pela primeira vez, com base na sua
habilidade para se ligar a fosfatidiletanolamina [47].

O RKIP tinha inicialmente sido caracterizado como estando envolvido em
diferentes actividades fisiolégicas, incluindo a reproducéo e actividade neural [48].
Contudo, outros estudos revelaram que o RKIP funcionava como um modelador
da apoptose e da metastizacdo, através da regulacdo de vias de sinalizacédo
importantes com a cascata RAF-MEK-ERK, receptores acoplados da proteina G e
a via do NF-kR [49,50].

A proteina inibidora da cinase Raf (RKIP) pode presumivelmente interagir
com a maior cinase Raf-1 em mais do que um local [51]. Foi verificado que o RKIP
bloqueia a activacdo do Raf-1 nas células prevenindo o acesso de cinases
activadoras, bem como a fosforilagho nos locais S338 e Y341, eventos
necessarios a activacdo do Raf-1 [52].

Ao ligar-se ao Raf-1 o RKIP interrompe a activacdo, dependente do Raf-1,
da cinase (MEK) e consequente activagdo da cinase extracelular reguladora de
sinal (ERK), impedindo assim a progressdo do sinal. Apés ser fosforilado pela
proteina cinase C o RKIP desliga-se do Raf-1 e liga-se ao GRK2, um inibidor por
feedback negativo da GPCR [53], bloqueando a sua actividade e aumentando a
sinalizacéo da via GPCR.

Esta proteina é também responsavel por actuar como um supressor da
activagdo do factor de transcricdo do factor nuclear k3 (NF-kR), bloqueando a
inactivacdo do seu inibidor e regulando os receptores acoplados da proteina G
[54].

1.7.2. Papel no cancro:

No que respeita a patofisiologia 0 RKIP parece estar associado a doencas
neurodegenerativas, nefropatia diabética e também doencas oncoldgicas.

Muitas das vias de sinalizacdo em que o RKIP esta envolvido estao
habitualmente desreguladas em tumores; dai que tenha sido postulado que o
RKIP tenha um papel na progresséo tumoral. Estudos anteriores verificaram que a
expressdo de RKIP se encontrava reduzida em varios tumores, incluindo os da

prostata [55], colorectal [56,57], gastrico [58], mama [59,60], e nasofaringe [61].
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1.7.3.

Num estudo envolvendo carcinomas espinocelulares cutédneos verificou-se
gue o RKIP exibia baixos niveis de expressédo, comparando com o tecido normal
adjacente. Os niveis de mRNA do RKIP também se encontravam reduzidos e
completamente diminuidos em metastases. Dai que este gene possa ser usado
como marcador de prognostico e um potencial alvo de terapias para tratamento de
doentes com este tipo de carcinomas [62].

Por outro lado num estudo envolvendo tecido normal da tirdide e
carcinomas foliculares, papilares e da medula, verificou-se imunoreactividade
citoplasmaética forte e uniforme para o RKIP. N&o tendo sido detectada nenhuma
diferenca na expresséo de RKIP entre a area invasiva periféricas e a area central
destes tumores [63].

Papel na metastizacao:

Ja havia sido demonstrado que o RKIP apresentava niveis elevados de
expressao em tecido ndo tumoral da prOstata, baixos niveis em carcinomas
primarios da préstata, e fraca ou nenhuma expressdo em metastases de
carcinomas da pristata [64]. Se esses niveis forem aumentados a habilidade de

metastizag&o diminui [65].

Os mecanismos que contribuem para a formacdo de metastases nestes
carcinomas sdo ainda desconhecidos. Algumas hip6teses tém sido avancadas:
perda da RKIP pode ter efeitos no intravasamento, extravasamento ou no

crescimento de metastases em locais distantes [66].

Alguns estudos indicam que sobexpressdo de RKIP em tumores, confere
proteccéo contra apoptose induzida por radiagdo. Concluindo que perda de RKIP
confere vantagem no crescimento das células tumorais e que a sua
sobrexpressao pode permitir a morte celular, paragem do ciclo celular, apoptose

de células tumorais, ap6s serem submetidas a radiagdo [67].

Foi também verificado que a RKIP pode funcionar como supressor de
metastases. Este encontra-se com niveis de expressdo baixos em células
metastaticas de cancro da prostata em comparacdo com células ndo metastaticas
[65,68]. A expressdao da RKIP esta também inversamente relacionada com o
potencial metastatico em melanoma humano [69], carcinoma de ovario [70] e

carcinoma da nasofaringe [71].
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Noutros processos que podem afectar a formacdo de metéstases viaveis
tem-se verificado que a RKIP é responsavel pela regulagcdo dos mesmos,
incluindo a progresséo do ciclo celular [70], apoptose [68] e angiogénese [67]. E
entdo evidente que existe um grande nivel de complexidade nas operactes
celulares da RKIP e que néo estdo ainda criadas as condicbes para perceber

como é que a RKIP actua na supressao de metastases.

E sugerido noutro estudo que o RKIP funciona como um supressor de
metéstases, ndo por regulagcdo negativa da migracdo celular mas sim por
regulacédo negativa da producéo e poder invasor das MMPs através das barreiras
da matriz extracelular, provocado um feedback regulatério envolvendo o RKIP e
factores pré-invasivos como o NF-kR [72].

A base para a actividade supressora de metastases nao é ainda clara.
Pode eventualmente envolver um efeito directo no movimento celular, sendo
assim seria de esperar que o RKIP regulasse negativamente a migracao celular.
Alternativamente, poderia perturbar a habilidade das células de degradarem
barreiras da matriz extracelular, a aderéncia, ou outro processo relevante para

gue ocorra invaséo e metastizagao.
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1.8. CD147:

O CD147, também chamado de indutor da matriz extracelular de
metaloproteinases (EMMPRIN), é uma proteina transmembranar altamente glicolisada e
que pertence a superfamilia das imunoglobinas [73]. E composta por dois dominios Ig
com forte analogia com dominios do complexo major de histocompatibilidade (MHC) [74-
77].

Originalmente identificada em células de carcinoma do pulméo como um factor
capaz de estimular a actividade da colagenase em fibroblastos humanos, a EMMPRIN
tem sido identificada independentemente em diferentes sistemas modelo, resultando
numa longa lista de acronimos para esta molécula incluindo, factor estimulador da
colagenase em tumores (TCSF) [78], M6 (em humanos) [75], neurotelina 5A11 e HT7 (em
galinhas) [79], OX47 and CE9 (em ratinhos) [74,80], basigina e gp42 (em humanos e
ratos) [75]. Foi demonstrado recentemente que a EMMPRIN seria responséavel pela
indugédo da produgdo de varias MMPs, resultando assim no nome inicial, indutor de
metaloproteinases da matriz extracelular [77].

O comprimento total da EMMPRIN humana é de 269 residuos de aminoacidos,
entre a posicdo 25 e 200 temos a sequéncia proteica do dominio extracelular; 77
amino&cidos entre a posicao 25 e 101 constituem o dominio Ig extracelular | (ECI); e 95

residuos da posi¢do 106 a 200 fazem o dominio Ig extracelular Il (ECII) [75].

A EMMPRIN humana é expressa em duas isoformas diferentes sendo
caracterizada pela presenca de dois dominios Ig extracelulares, e um dominio
transmembranar com um aminodcido carregado e uma pequena cauda citoplasmatica
[74].

O local de indugdo das MMPs foi identificado no dominio ECI da EMMPRIN,

sendo considerado crucial para estimular a actividade das MMPs [77].

1.8.1. Funcdes:

A EMMPRIN foi inicialmente identificada num estudo que verificou que a
producdo de colagenase intersticial (MMP-1) foi induzida durante a co-cultura de
células tumorais e fibroblastos.

Outros estudos revelaram que a EMMPRIN era capaz de induzir a
expressao de varias outras MMPs, incluindo MMP-2, MMP-3, MMP-9 e MMP-11

[77]. A via de sinalizacdo usada pela EMMPRIN para estimular as MMPs néo esta
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ainda bem definida. Estudos anteriores reportaram que a EMMPRIN
estimula a MMP-1/2 usando a via p38 da MAPK, mas estimula a producédo de
MMPs em células tumorais da mama usando as vias da fosfolipase A2 e
lipoxgenase-5 [81].

Apesar do receptor especifico da EMMPRIN nédo estar ainda identificado,
estudos usando imunoprecipitacdo e imunofluorescéncia identificaram duas
integrinas, a3R1 e a6l que se associam com a EMMPRIN em pontos de contacto
célula a célula. Estas integrinas que se ligam preferencialmente a lamininas e que
servem como 0S maiores constituintes da membrana basal, tém sido implicadas
na adesdo, metastizagcéo e sinalizagéo celular.

Através da associagdo da EMMPRIN com integrinas, € possivel que esta
proteina possa regular a associacdo laminina/integrina e ao fazé-lo, regular a
formacdo da membrana basal, adeséo celular, indugdo de MMPs, quimiotaxia e
proliferagcéo celular.

Quando a ligagdo EMMPPRIN-integrina € interrompida, ocorre uma
distribuicdo anormal dos organelos, incluindo mitocéndrias, nucleo e reticulo

endoplasmético [82].

A EMMPRIN demonstrou estar associada a varias proteinas, resultando
assim nas suas variadas funcbes. Quer o dominio citoplasmético quer o
transmembranar parecem estar envolvidos em interac¢des proteina-proteina

dentro da membrana plasmatica.

O papel que a EMMPRIN tem na diferenciacéo foi descrito baseado na sua
localizacdo na membrana basal do epitélio da derme [83] e da coérnea e na sua
habilidade para promover a diferenciagéo de miofibroblastos [84].

No musculo-esquelético, a EMMPRIN foi também descrita como sendo
uma chaperona na translocacdo de transportadores de monocarboxilato (MCT)
para a membrana plasmatica [85].

Recentemente, a EMMPRIN foi identificada como sendo essencial na
sinalizacdo mediada por ciclofilinas [86], onde a ligag&o extracelular da ciclofilina a

com a EMMPRIN resulta na activacdo da via ERK e na quimiotaxia das células.

Noutro estudo verificou-se que a EMMPRIN estimula a producédo de
hialurona em células tumorais da mama e do colon [87] e que o efeito que a

EMMPRIN tem no crescimento independente de ancoragem é dependente de
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hialurona. H4 ainda a acrescentar que a EMMPRIN estimula a via de
sinalizagéo da sobrevivéncia celular de um modo dependente de hialorona.

Sinalizacao EGFR

Epitdio

7 —EM

" R IS
/yi A
EMMPRIN a [
Fibroblasto Endotélio
Celula do sistema
imunitario 20'm Estroma

Ancoragem independente de crescimento
Resisiéncia a drogas

Sinais anti-apopioticos

Invasio

Angiogénese

4

Fig.5 - Modelo hipotético do papel da EMMPRIN na mediacdo da interaccdo entre o
tumor e a células normal inicial durante a transicdo entre lesdo pré-maligna e

carcinoma oral invasivo.

Diminuicdo na expressao constitutiva do CD147 existe na maioria dos tipos
celulares, onde se encontra envolvido em muitos dos seus processos fisioldgicos.
J&4 a sua sobrexpressdo ocorre durante processos de remodelacdo como a
inflamacdo, desenvolvimento embrionéario, cicatrizacdo e progressdo tumoral
[88,89].

Devido a capacidade que a EMMPRIN em induzir as MMPs, esta proteina
€ uma candidata a regulacdo, a montante, de varias doencas incluindo tumores e
doencas inflamatérias. A EMMPRIN tem demonstrado ter um papel importante na
activacdo e migracdo de leucdcitos, pois em populagdes de células imunitarias

circulantes verifica-se uma alta expressdo desta molécula. A parte da activacéo
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dos leucocitos, a EMMPRIN melhora a reparagdo e remodelacdo dos

tecidos sendo entdo um factor chave em varias doencgas importantes [92].

A EMMPRIN também tem um papel na cicatrizacao de feridas, através da
regulacdo das MMPs, sendo sugerido que possa ter um efeito regulatério na
remodelacéo dos tecidos [84]

Péptidos tumorais especificos para a EMMPRIN foram sequenciados e
identificados ha j& alguns anos. Alguns destes séo utilizados como bloqueadores
da actividade de péptidos (emp#2) in vitro [91];

1.8.2. Papel no cancro e na metastizacao:

Esta descrito que esta glicoproteina se encontra sobrexpressa nha
superficie de células tumorais e esta associada com a promog¢ao da invaséo e
guimioresisténcia celular.

O CD147 pode modificar o microambiente tumoral através da activacao de
protainases, induzindo factores angiogénicos e regulando o0 crescimento e
sobrevivéncia de células tumorais independentes de  ancoragem

(micrometastases) [92].

Ha ja alguns anos foi reconhecido que a EMMPRIN é um importante
modulador da troca de informag¢@o no estroma tumoral sendo responsavel por
promover a formacao tumoral, através da aquisi¢cao de crescimento independente
de ancoragem, pelo fenétipo invasivo das células tumorais, e também pela

angiogénese induzida por células tumorais [93].

A EMMPRIN é uma proteina transmembranar multifuncional que intervém
em eventos moleculares criticos que precedem a transicdo de lesbes pré-
malignas para carcinoma invasivo.

A remodelacdo da matriz extracelular (MEC) e da membrana celular esta
confinada ao ambiente pericelular das células pré-malignas e pode ser o primeiro
passo necessario para invasdo local. As enzimas responsaveis pela degradacgéo
da matriz extracelular e da membrana celular sdo as metaloproteinases, uma
familia de proteinases de ancoragem membranar (MTMMPS). Uma das fun¢des

mais conhecidas das EMMPRIN é a sua habilidade para estimular o estroma de
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fibroblastos a produzir multiplas metaloproteinases, e 0os seus activadores
enddgenos, em parte via cascata MAPK. A EMMPRIN é expressa primariamente
em células tumorais, j& a expressao das metaloproteinases encontra-se localizada
em fibroblastos peritumorais [93].

A transicdo de lesdo pré-maligna oral para um fenoétipo invasivo também
depende da capacidade que as células tém para induzir angiogénese tumoral.
Estudos realizados in vitro e em modelos animais demonstraram que a EMMPRIN
estimula a producdo de VEGF em tumores e células do estroma, através de vias
dependentes e independentes de MMPs [94].

Esta proteina estimula as células tumorais a produzir hialurona que por sua
vez promove a sobrevivéncia celular e crescimento independente de ancoragem
através da activacdo do Akt, Erk e FAK [95]. A resisténcia a multiplas drogas por
parte das células tumorais estd também ligada a sobrexpressdo da EMMPRIN
[95].

Varios grupos tém alertado que o CD147 se encontra sobrexpresso numa
variedade de tumores humanos, e que esta sobrexpressdo esta correlacionada
com um comportamento clinicamente agressivo e com a sobrevivéncia dos
doentes [97-98]. Tem se verificado que o CD147 é das proteinas que
frequentemente se encontra expressa em tumores primarios e em células de
micrometastases, sugerindo assim um papel central na progressado tumoral e na

formacado de metastases iniciais [99].

Num estudo realizado em carcinoma da bexiga verificou-se que a
sobrexpressdo do CD147 estava associada com baixa sobrevivéncia, com o grau
dos nédulos linfaticos, grau tumoral e estadio do tumor. Regulacdo negativa do
CD147 em linhas celulares T24 de carcinoma da bexiga levou a uma diminui¢cdo
da proliferacdo celular, a migracdo e invasao in vitro. Foi também demonstrado
gue invasdo e mestastizacdo dependentes do CD147 eram mediadas em parte
por MMPs e VEGF, a expressao de ambos € regulada positivamente em

carcinomas de bexiga [100].

Em carcinomas das células escamosas do colo uterino o CD147 encontra-
se sobrexpresso, e esta correlacionado com invasdo e metastizagdo dos nédulos
linfaticos. Dai que possa eventualmente ser usado como marcador molecular para

prever metastases, destes tumores, em nédulos linfaticos [101].
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Tendo em vista estes dados, a EMMPRIN parece ter um papel crucial na mediagéo do

crescimento independente de ancoragem,

moleculares essenciais na carcinogénese.

na angiogénese e

invasdo, eventos
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2.0Dbjectivos

2.1. Objectivo gerais:

Avaliar a expressao do RKIP e CD147 em carcinomas da cavidade oral.

2.2. Objectivos especificos:

e Avaliar as variaveis clinico-patologicas (idade, sexo, estadio, localizacdo da lesao,

permeacao perineural), como factores de progndstico.

e Estudar o significado da expressédo do RKIP e CD147 em termos de prognéstico,
dos doentes com carcinoma da cavidade oral.

e Determinar relagdo entre a imunoexpressdo do RKIP e do CD147 em doentes
com carcinoma da cavidade oral.
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3.Material e Métodos

3.1. Variaveis de estudo:

Avaliamos 49 doentes com carcinoma da cavidade oral, admitidos e tratados com
intencdo curativa consecutivamente no Instituto Portugués de Oncologia do Porto, de
1994 a 2004. Destes, 29 eram do sexo masculino e 20 eram do sexo feminino.

Com recurso a amostras dos tumores, dos doentes referidos, obtidas no Arquivo
do Departamento de Anatomia Patolégica do IPO-Porto, e com base na disponibilidade
de blocos de tecidos incluidos em parafina e na existéncia de dados de follow-up,

estudou-se a expressdo de RKIP e de CD147.

3.2. Defini¢c&o das variaveis de estudo:

Permeacdo Perineural: Envolvimento por células neoplasicas dos nervos

adjacentes ao tumor.

Invaséo vascular linfética: Presencga de células malignas nos vasos linfaticos.

Sobrevivéncia livre_de doenca: Periodo que compreende a data do primeiro

tratamento e a primeira recidiva ou a Ultima consulta de seguimento sem ocorréncia de

recidiva.

Sobrevivéncia global: Periodo que compreende a data do primeiro tratamento e a

morte por cancro ou a Ultima consulta de seguimento.
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3.3. Material e Métodos:

O estudo imunohistoquimico foi realizado segundo o método da streptavidina-
biotina peroxidase, em cortes histoldgicos de fragmentos de carcinomas da cavidade oral
(fixados em formol e incluidos em parafina) com 4 um de espessura, avaliando-se a
imunoexpressdo de RKIP e CD147, utlizando anticorpos monoclonais. Controlos
positivos (epitélio normal encontrado em cada amostra de carcinoma da cavidade oral) e
negativos (substituindo o anticorpo primario por solugdo tampao salina) foram incluidos

em cada ensaio.

3.3.1. Anticorpos:
¢ Anti-RKIP 0,5mg/ml (Upstate);

e Anti-CD147 0,5mg/ml (Acris).

3.3.2. Metodologia:

Os testes foram realizados em secgdes embebidas em parafina e
fixadas em formalina de carcinomas da cavidade oral.

As seccdes foram sequencialmente desparafinadas através de
imersdes sucessivas em séries de xileno (Panreac), e re-hidratadas numa
série de concentracdes decrescentes de alcool (100%,96%,70%) (AGA), e
agua desionizada.

A recuperacao antigénica foi feita aqguecendo as laminas em banho,
a 98°C, durante 20 minutos em tampao citrato 2,94g/L (pH 6,0). Seguido
de um arrefecimento a temperatura ambiente durante 20 minutos e
posterior lavagem com PBS 1x.

Apés o procedimento anterior os cortes foram delineados com
caneta hidrofébica (Thermo Scientific), seguiu-se o bloqueio da peroxidase
enddgena, onde se incubaram as seccdes com peroxido de hidrogénio
30% (Fluka) durante 10 minutos. Apds os 10 minutos, foi efectuada nova

lavagem com PBS 1x durante 5 minutos.
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Posteriormente foi feito o bloqueio da marcacdo ndo especifica
através da incubacdo com U.V Block (Thermo Scientific) durante 10
minutos. Apos o tempo de incubacdo as laminas foram escorridas e
procedeu-se a incubacéo do anticorpo primario.

O anticorpo primario, RKIP (Upstate), foi aplicado a cada secc¢ao
numa diluicdo de 1:400. Sendo posteriormente incubado durante 2 horas a
temperatura ambiente em camara humida.

Apébs duas lavagens com PBS1x, o anticorpo secundario (Thermo
Scientific) foi aplicado e ficou a incubar durante 10 minutos, seguido de
nova lavagem com PBS (1x) e nova incubacdo de 10 minutos com o
complexo avidina-biotina-peroxidase (Thermo Scientific).

Por fim a reac¢do imunohistoquimica foi feita incubando as secc¢des
em 3,3-diaminobenzidine (Dako) durante 2minutos, seguida de uma
lavagem em 4gua corrente.

Para terminar as laminas foram contrastadas usando Hematoxilina
(Merck), seguidas de uma lavagem em &gua corrente, desidratacdo em
concentracdes crescentes de élcool (70%,100%) (AGA), fixagdo em xileno
(Panreac), e por fim montadas com Entellan (Merck).

Para cada caso, foram efectuados um controlo negativo
(substituindo o anticorpo primario por solugdo tampao salina) e um controlo

positivo.

Em relagdo ao CD147, foi utilizado o procedimento descrito
anteriormente, apenas com uma pequena alteracdo no tempo de
incubacdo e na diluicdo. Para este anticorpo a diluicdo foi de 1:70 e a

incubacao foi feita overnight no frigorifico.

3.3.3. Avaliagéo e quantificagéo da imunorreactividade:

A imunoreactividade dos anticorpos monoclonais foi avaliada através da

visualizacao dos cortes histol6gicos por microscopia Optica.

A expressdo do RKIP foi classificada semi-quantitativamente, considerando a

marcacdo citoplasmatica de células neoplasicas. Sendo posteriormente

comparada a expressdo do RKIP no tumor e na frente de invasdo com a

expresséo do mesmo na mucosa normal presente nas mesmas amostras, que
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nao se encontrava em continuidade com o tumor e que ndo tinha qualquer
evidéncia de transformacéo maligna.

Foram estabelecidos 3 padrdes de classificacdo da expressdo, segundo a
intensidade imunorreactividade do tecido tumoral: negativo, para amostras com
mais de 90% das células negativas; positivo para amostras com mais de 90% de
células positiva; heterogéneo para amostras com percentagem equivalente de
células positivas e negativas.

A avaliacdo da imunoreactividade para o CD147 foi realizada multiplicando
a intensidade de marcacdo das células (0-negativo, 1- fracamente positivo, 2-
moderadamente positivo e 3- fortemente positivo) pela abundancia de células
positivas (0- menos de 5% de células, 1- numero de células entre 5-25%, 2-
namero de células entre 26-50% e 3 numero de células entre 51-75% e 4- numero
de células maior que 76%), sendo que resultados abaixo de 6 eram considerados
como baixa expressao de CD147 e resultados iguais ou acima de 6 considerados
alta expressdo de CD147. Posteriormente também foi feita a comparacdo com a

mucosa normal presente has mesmas amostras.

3.3.4. Andlise estatistica:

A apresentacéo dos resultados foi feita em tabelas de frequéncia. A anélise
univariada foi efectuada pelo teste do Qui-Quadrado (x%). A sobrevivéncia livre de
doenca e a sobrevivéncia global foram analisadas pelo método de Kaplan-Meier e
as diferencas das curvas encontradas foram estudadas pelo teste de Long-Rank
ou Breslow.

Para avaliar a correlacdo entre a expressdo do RKIP e CD147, foi
realizada uma analise de correlacdo usando o teste de Pearson Qui-Quadrado.

Os resultados foram considerados estatisticamente significativos para
valores de p<0,05. Esta analise estatistica foi realizada utilizando o programa
PASW Statistics 17.0 (Predictive Analytics SoftWare) para Windows.
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4 Resultados

4.1. Significado de progndstico das variaveis clinico-patolégicas:

A andlise da Sobrevivéncia Global em funcdo das caracteristicas clinico-
patolégicas da amostra revelou que a idade (p=0,04) e o estadio (p=0,002) sao variaveis
associadas ao prognéstico. Os doentes com neoplasias em estadio Il (11,1%) e com
idade igual ou superior a 63 anos (26,0%), tém uma Sobrevivéncia Global

significativamente menor.

A Sobrevivéncia Livre de Doenga foi significativamente menor nos tumores com

invasdo vascular linfatica (p=0,03).

Tabela 3. Sobrevivéncia Global e Sobrevivéncia Livre de Doenga, aos 5 anos, de 49 doentes

com carcinoma da cavidade oral, em funcéo das caracteristicas clinico-patolégicas.

Sobrevivéncia Sobrevivéncia Livre
n Global aos 5 p* de Doenga aos 5 p*
anos anos
Género
Masculino 29 37,9% 0,86 44 5% 0,45
Feminino 20 26,3% 41,3%
Idade
0,559
<63 anos 34 47,6% 0,04 50,4%
263 anos 15 26,0% 36,3%
Estadio
1 40 41,1% 0,002 47,8% 0,052
1"l 9 11,1% 17,5%
Local
Lingua 32 38,7% 48,0%
Pavimento da 5 40% 50,0%
boca . 0,8 o 0,532
Gengiva inf. 2 0% 0%
Trigono 3 33,3% 33,3%
Mucosa jugal 7 28,6% 38,1%
Invasao
vascular
linfatica, n(%)
0,1 0,032
Nao obs 42 36,6% 46,9%
Sim 3 0% 0%

*Teste Log Rank ou Breslow
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4 Resultados

4.2. Expressdo do RKIP no tumor e a suarelacdo com os parametros clinico-
patolégicos:

Verificamos que na mucosa normal o RKIP apresentava uma marcacao
citoplasmética e tinha um padrdo de expressdo heterogéneo em todas as amostras,
havendo aumento de expressdo na camada basal. No estroma evidenciamos menor
expressao ou auséncia da mesma, contrastando com uma expressao positiva em tecido
muscular e nos nervos. Sendo que este padrdo de expressdo tenha sido considerado

como o normal. No que respeita & expressdo de RKIP no tumor, 78% (n=38) das

amostras apresentaram expressao positiva, 18% (n=9) expressdo heterogénea e 4%

(n=2) expressédo negativa.

Figura 9. Expressdo de RKIP na Figura 10. Expressdo heterogénea de
mucosa normal. (10x) RKIP no tumor. (carcinoma da cavidade
oral) (40x)

Figura 11. Expressédo positiva de RKIP Figura 12. Expressdo negativa de RKIP
no tumor. (carcinoma da cavidade oral) no tumor. (carcinoma da cavidade oral)
(10x) (40x)
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A analise dos diferentes padrdes de expressdo de RKIP no tumor em relacdo as
caracteristicas clinico-patoldgicas ndo revelou qualquer relacdo entre as variaveis (tabela
4).

Tabela 4. Relacao entre a expresséo de RKIP no tumor e as caracteristicas clinico-patoldgicas

Expressao RKIP no tumor
Negativa Heterogénea Positiva p*
Género, n(%)
Feminino 1 (50%) 4 (44%) 15 (54%) 0,9
Masculino 1 (50%) 5 (56%) 23 (46%)
Idade, n(%)
<63 1 (50%) 4 (44%) 16 (42%) 0,9
>63 1 (50%) 5 (56%) 22 (58%)
Estadio, n(%)
I 1 (50%) 8 (89%) 31 (82%) 0,4
Il 1 (50%) 1 (11%) 7 (18%)
Local, n(%)
Lingua 2 (100%) 7 (78%) 23 (60%)
Pavimento da boca 0 (0%) 1(11%) 4 (11%)
Gengiva inf 0.9
9 : 0 (0%) 0 (0%) 2 (5%)
Trigono 0 (0%) 0 (0%) 3 (8%)
Mucosa jugal 0 (0%) 1 (11%) 6 (16%)
Invasao perineural, n(%)
Sim 2 (100%) 0 (0%) 6 (85%)
0,57
N&o 0 (0%) 0 (0%) 1 (15%)
12 Recorréncia, n(%)
Local - 4 (67%) 10 (48%) 0,3
Regional - 2 (33%) 11 (52%)

*Teste de Qui-Quadrado (X°)
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4.3. Significado de prognostico da expressao de RKIP no tumor:

A expressdo do RKIP no tumor apresentou uma associagdo estatisticamente
significativa com a Sobrevivéncia Global (p=0,001). Sendo que auséncia de expressao de

RKIP leva a uma pior Sobrevivéncia Global.

Ndo foi verificada qualquer associagdo entre a variavel em estudo e a

Sobrevivéncia Livre de Doenca.

Tabela 5. Sobrevivéncia Global e Sobrevivéncia Livre de doenca, aos 5anos, em funcéo da

expressdo de RKIP no tumor em 49 casos de carcinoma da cavidade oral.

Sobrevivéncia Sobrevivéncia Livre de
n Global aos 5 p* p*
Doenca aos 5 anos
anos
Sem
0,

@0 | expressio 2 0%
B <
O @ | Heterogénea 9 22.2% 0,001 0,7
<3
w Positiva 38 40,6%

*Teste de Log-Rank ou Breslow

REIFturnor

—negative (n=2)
Theterogeneo (n=8)
0.8 positivo (n=38)
' : —+— negativo-censurado (n=0)
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0,61

Cum Survival
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Fig 13. Sobrevivéncia Global em relacédo a
expressdo do RKIP no tumor (Log-Rank/
Breslow: p=0,001).
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4.4. Expressdo do RKIP na frente de invaséo e a sua relagdo com o0s
parametros clinico-patoldgicos:

Pela analise da expressdo de RKIP na frente de invaséo, trés formas diferentes de
expressao. Em 4% (n=2) das amostras nao se verificou expressado de RKIP, 51% (n=25)

dos casos apresentaram expressdo positiva e 45% (n=22) dos casos apresentaram

expressao heterogénea.

Figura 14. Expressdo de RKIP Figura 15. Expresséo de RKIP positiva, na
heterogénea na frente de invasdo de frente de invaséo de carcinoma da
carcinoma da cavidade oral. (40x) cavidade oral. (40x)
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Apenas verificamos associacao entre os niveis de expressdo de RKIP na frente de

invasdo e a localizagcdo do tumor (p=0,047). Para todas as outras caracteristicas clinico-

patolégicas nao se verificou qualquer associagao (tabela 6).

Tabela 6. Relacéo entre a expressao de RKIP na frente de invaséo e as caracteristicas clinico-

patoldgicas.

Expressao RKIP Frente invaséao

Negativa Heterogénea Positiva p*
Género, n(%)
Feminino 0 (0%) 10 (45%) 10 (40%) 0.45
Masculino 2 (100%) 12 (55%) 15 (60%)
Idade, n(%)
<63 0 (0%) 8 (36%) 13 (52%) 0.25
263 2 (100%) 14 (64%) 12 (48%)
Estadio, n(%)
I 1 (50%) 17 (77%) 22 (88%) 0,31
11 1 (50%) 5 (23%) 3 (12%)
Local, n(%)
Lingua 1 (50%) 14 (63%) 17 (68%)
Pavimento da boca 0 (0%) 2 (9%) 3 (12%)
Gengiva inf. 1 (50%) 0 (0%) 1 (4%) 0,047
Trigono 0 (0%) 3 (14%) 0 (0%)
Mucosa jugal 0 (0%) 3 (14%) 4 (16%)
Invasao perineural, n(%)
Sim 1 (100%) 1 (50%) 6 (100%)
0,14
Néo 0 (0%) 1 (50%) 0 (0%)
12 Recorréncia, n(%)
Local 0 (0%) 7 (54%) 7 (54%) 0,57
Regional 1 (100%) 6 (46%) 6 (46%)

*Teste de Qui-Quadrado (X?)
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4.5. Significado de progndéstico para a expressdao de RKIP na frente de
invasao:

Quando analisada a Sobrevivéncia Global em funcdo da expressédo de RKIP na
frente de invaséo verificamos uma relacdo estatisticamente significativa (p=0,012). Os
casos que néo apresentaram expressao de RKIP tinham pior sobrevivéncia global.

Pela andlise da Sobrevivéncia Livre de Doenca em fungéo da expressao de RKIP,
ndo se verificou qualquer associacao entre as duas variaveis.

Tabela 7. Sobrevivéncia Global e Sobrevivéncia Livre de doenca, aos 5anos, em fungéo da
Expressédo de RKIP na frente de invasdo em 49 casos de carcinoma da cavidade oral.

Sobrevivéncia A
v | Conaass | pr | Spemencativede .
anos
Sem
0, 0,
1§ g 8 o| expressdo 2 0% 0%
D_ U
8 L 8| Heterogénea | 22 22.7% 0,012 39,2% 04
SEoE
wo ™ Positiva 25 50,1% 50,2%

*Teste de Log-Rank ou Breslow

RKIP Frente de Invasdo

—Tsem expressdo (n=2)
—Mexpressdo (n=25)
heterogéneo (n=22)
= zem expressdo-censurados(n=0)
—+— expressdo-censurados (n=10)
heterogéneo-censurados (n=2)

Cum Survival

0,0

T T T T
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00

Meses

Fig 16. Sobrevivéncia Global em
relacdo a expressdo do RKIP na
frente invasdo (Log-Rank/ Breslow:
p=0,012)
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Quando analisada a Sobrevivéncia Global em fungcdo da expressdo do RKIP

associado a permeacdo perineural, verificou-se que nos casos que apresentavam

permeacao perineural e expressao positiva de RKIP tinham maior Sobrevivéncia Global
(p=0,006) (Fig.17).

O mesmo aconteceu quando estudamos a Sobrevivéncia Global em relacdo a
expressao de RKIP associado as margens. Nas amostras que expressavam RKIP e
tinham margens livres havia maior sobrevivéncia (p= 0,049) bem como nas amostras que
expressavam RKIP e tinham margens positivas (p=0,018).

Presenga de Invasao perineural

1,0
RKIP Frente de Invasdo
| —Isem expresséo (n=1)
0,5 expressdo (n=6)
heterogéneo (n=1)
et L -
E _'_(s:g&expiessao Censurado
2 06 — express&o-censurado (n=2)
s heterogéneo-censurado (n=0)
g L
E o4
[&] + o
0,2
0,0
T T T T T T T
0,00 20,00 40,00 60,00 8000 10000 120,00
Meses
Fig 17. Sobrevivéncia Global em funcao
da expressdao do RKIP na frente de
invasdo com a respectiva associacdo a
invaséo perineural (Log-Rank: p=0,006)
Margens livres Margens positivas
1,04 am RKIP Frente de Invasédo 1,0 RKIP Frente de
" —Tsem expresséo (n=1) Invasdo
Texpresséio (n=17) —rsem expressdo (n=13
08— 1 heterogeneo (n=12) 0,8 T expressio (n=5)
! —— sem expressdo-censurados (n=0) heterogénen (n=3)

—+ expressdo-censurados (n=5) _ e f:;g)expressﬁo-censumdo
= heterogéneo-censurados (n=1) [ —+— expressdo-censuratos (n=1)
E 0,64 E 0,6 heteragéneo-censuradas (n=0
5 S 5
‘E e e + t;

- 0,4
S 04 S
0,24 0,2 +
0,0 0,0
0,00 2500 S000 7500 10000 12500 15000 000 200 SO0 7o 10000 12500 15000
Meses Meses
Fig 18 e 19. Sobrevivéncia global em relagdo a expressdo do RKIP na frente de
invasdo com a respectiva associacdo as margens livres ou positivas (Log-Rank/
Breslow: p=0,049 e p= 0,018 respectivamente).
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4.6. Correlacao entre expresséao do RKIP na frente de invasdo e no tumor

Quando estudamos a relacao entre a expressao do RKIP no tumor e a expressao
na frente de invasdo verificamos uma associacdo entre as duas variaveis (p=0,001).
Verificamos que 0s casos que apresentavam expressdo positiva de RKIP no tumor
apresentam uma tendéncia para perder expresséo na frente de invasdo. Dos 38 casos
com expressao positiva de RKIP no tumor, 12 casos passam a heterogéneos na frente de

invasao e 1 caso perde expressao de RKIP.

Tabela 8. Expresséo do RKIP no tumor em fungéo da expressdo de RKIP
na frente de invaséo.

RKIPfrtinv
sem expressdo | heterogéneo positivo p*
RKIPtumor  negativo 1 1 0
heterogeneo 0 9 0
0,001
positivo 1 12 25
Total 2 22 25

*Teste de Pearson’s Qui-Quadrado (X2)
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4.7. Expressdo do CD147 e a sua relagdo com os parametros clinico-
patolégicos:

Verificamos marcacao positiva de CD147 em todos os 49 casos de carcinoma da
cavidade oral. Apresentando o CD147 uma marcacdo membranar e por vezes
citoplasmatica no tumor (Fig.21). Na mucosa normal encontrada nas mesmas amostras

verificou-se expressao da proteina apenas na camada basal (fig.20).

Em 73,4% (n=36) dos casos encontraram-se 0s maiores niveis de expressao da

proteina, 14,2% (n=7) dos casos apresentam niveis de expressao intermédios e 12,2%

(n=6) dos casos estudados apresentam niveis mais baixos.

Figura 20. Expressdo de CD147 na Figura 21. Expressdo de CD147 no
mucosa normal. (10x) tumor. (carcinoma da cavidade oral)
(10x).
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Em relacdo as caracteristicas clinico-histopatolégicas apenas se verificou
correlagéo estatisticamente significativa entre alta expressdo do CD147 e a 12 recorréncia
(p=0,03). Em todos os outros parametros ndo se verificou qualquer associacéo (tabela 9).

Tabela 9. Relacao entre a expresséo de CD147 e as caracteristicas clinico-patolégicas

Expressao RKIP no tumor
Negativa Heterogénea Positiva p*
Género, n(%)
Feminino 1 (50%) 4 (44%) 15 (54%) 0,9
Masculino 1 (50%) 5 (56%) 23 (46%)
Idade, n(%)
<63 1 (50%) 4 (44%) 16 (42%) 0,9
>63 1 (50%) 5 (56%) 22 (58%)
Estadio, n(%)
I 1 (50%) 8 (89%) 31 (82%) 0,4
Il 1 (50%) 1 (11%) 7 (18%)
Local, n(%)
Lingua 2 (100%) 7 (78%) 23 (60%)
Pavimento da boca 0 (0%) 1(11%) 4 (11%)
Gengiva inf 0.9
9 : 0 (0%) 0 (0%) 2 (5%)
Trigono 0 (0%) 0 (0%) 3 (8%)
Mucosa jugal 0 (0%) 1 (11%) 6 (16%)
Invasao perineural, n(%)
Sim 2 (100%) 0 (0%) 6 (85%)
0,57
N&o 0 (0%) 0 (0%) 1 (15%)
12 Recorréncia, n(%)
Local - 4 (67%) 10 (48%) 0,3
Regional - 2 (33%) 11 (52%)

*Teste de Qui-Quadrado (X°)
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4.8. Significado de prognostico da expressao de CD147:

Na andlise da Sobrevivéncia Global em funcdo da expressédo da expressdo do

CD147 também ndo foi verificada qualquer associagéo (p=0,24) e 0 mesmo ocorreu para
a Sobrevivéncia Livre de Doenga (p=0,48).

Sobrevivéncia Sobrevivéncia Livre de
n Global aos 5 p* p*
Doenca aos 5 anos
anos
0, 0,
6,00 6 16,7% 25,0%
©
38 9.00 7 14,3% 0,24 50% 0,4
0o
12,00 36 42,9% 45,4%
*Teste de Log-Rank ou teste de Breslow
107 Walores de CD147 107 T Valores de CD147
ToRe? e
osd 1 N 1200 (e

064

Cum Survival
o
-
1

024

0,0

+— 8,00-censurados (n=1)
12,00-censurados (n=11)

T T T T T T
0,00 25,00 50,00 75,00 10000 12500 150,00

Meses

08

06

Cum Survival

0.2

0,0

‘ ——6,00-censurados (n=2)
7 79 00-censurados (n=4)
12 00-censurados (n=17)

—

T T T T T T
0,00 25,00 50,00 7500 10000 12500 150,00

Meses

Fig 22. Sobrevivéncia Global em
funcdo da expressdo do CD147 (Log-
Rank/ Breslow: p=0.24)

Fig 23. Sobrevivéncia Livre de Doenca
em funcéo da expressédo do CD147
(Log-Rank/ Breslow: p=0,4)
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4.9. Correlacao entre expressdo do CD147 e a expresséo do RKIP na frente
de invaséo e no tumor:

Para avaliar a correlacdo entre a expressdo do RKIP e CD147, foi realizada uma
andlise de correlacdo de Pearson’s Qui-Quadrado. Os resultados ndo verificaram
correlagdo estatisticamente significativa entre as variaveis. Entre o CD147 e RKIP na
frente de invaséo o p=0,660 e entre CD147 e RKIP no tumor o p=0,44.
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5.Discussao

Neste trabalho procurou-se investigar o significado de progndstico das variaveis
clinico-patolégicas numa amostra de 49 doentes com carcinoma da cavidade oral e
avaliar o perfil de expressdo do CD147 e do RKIP na mucosa normal, no tumor e na
frente de invasdo tumoral. A Sobrevivéncia Livre de Doenga e a Sobrevivéncia Global em
funcéo da expressédo de CD147 e RKIP no tumor e na frente de invasao tumoral também
foram objecto de estudo.

Como o carcinoma da cavidade oral tem tendéncia a invadir localmente e como
nestes casos havia auséncia de mestastases, levou a que nos concentrassemos no

estudo do processo que antecede a mestastizacdo, a invaséo.

Este é o primeiro estudo que analisa expressao da proteina RKIP em carcinomas
da cavidade oral. O RKIP é uma proteina de ligacdo da fosfatidiletanolamina com
capacidade de se ligar e inibir a cinase Raf. Esta proteina esta associada a algumas
doengas como a diabetes, doengas neurodegenerativas e também neoplasias [102,103].
A proteina RKIP encontra-se envolvida no controlo de vias de transducéo de sinal apés
estimulo externo a célula. Quando presente inibe a transducdo do sinal, sendo
responsavel por menor taxa de proliferacdo, diferenciacdo celular e instabilidade
genodmica, contribuindo para a homeostase celular [46,51,49].

No nosso estudo verificamos expressdo positiva da proteina RKIP na mucosa
normal, e aumento de intensidade de expressdo nas células basais. O estroma € na sua
maioria negativo, realgando uma expressao intensamente positiva no tecido muscular e
Nnos nervos.

Este perfil de expressdo na mucosa normal € semelhante ao encontrado noutros
estudos [63].

Na maioria das amostras a expressdo de RKIP no tumor apresentava expressao
positiva 78% (n=38), seguida de uma expressao heterogénea em 18% (n=9) e apenas
4% (n=2) dos casos com expressdo nhegativa. Mantendo-se o perfil de expressdo
encontrado na mucosa normal. Estes resultados contrastam com os descritos em varios
outros estudos envolvendo tumores da préstata [55], colorectal [56,57], gastrico [57],
mama [59,60] e nasofaringe [61] onde se verificou que a expressdo de RKIP se
encontrava diminuida ou ausente na maioria das amostras. O que levanta a possibilidade
de existir uma via alternativa para a activacdo do ERK, sem ser pela activacdo do Raf-1 e
também o facto de poderem ocorrer mutagbes no B-Raf que levem a activacdo do ERK
independente de RKIP [104,105,106].

Quando analisamos a expressao de RKIP na frente de invaséo, verificamos que a

maioria dos casos apresentava expressdo positiva, 51,02% (n=25), ou expressdo
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heterogénea 44,89% (n=22). Havendo algumas diferencas em relagdo a

expressao do RKIP no tumor.

Pela analise da expresséo do RKIP no tumor em funcéo da expresséo de RKIP na
frente de invasdo verificamos uma associacdo entre as duas variaveis. Tendo-se
observado que expressdo positiva no tumor tem tendéncia para negativar na frente de
invasdo. Esta perda de expressdo pode ser explicada por metilagdo do gene promotor,
mutacdo ou mutacdo pos-transcricdo [107,108]. Num estudo envolvendo carcinomas
gastricos verificou-se que 21% destes tumores apresentam perda do alelo que contém o
gene RKIP [108].

Por outro lado esta perda de expressdo pode ser explicada pela presenca de dois
tipos de células na frente de invasédo que sofreram transicao epitelial para mesenquimal

(EMT), podendo estas ser células do tumor ou células recrutadas para o local [109].

Das variaveis clinico-patolégicas, revelaram-se variaveis associadas a uma menor
Sobrevivéncia Global a idade 263 e o estadio lll. Estes resultados também foram
verificados por outros autores [110,111,112].

No que respeita ao estadio estes resultados vao em acordo com outros estudos onde se
verificou que em estadios iniciais as taxas de sobrevivéncia sdo melhores [113]. Ja para a
idade ainda existe muita discordancia em relacdo ao assunto. Apenas foi encontrada
associacdo significativa em estudos de grande dimensdo realizados pelo SEER
(Surveillance Epidemiology and End Result) sugerem que doentes com idade mais

avancada tém pior sobrevivéncia [114].

A sobrevivéncia livre de doenga foi significativamente menor nos casos com
invasdo vascular linfatica sendo estes resultados sobreponiveis em varios trabalhos
Autores [110,111,112]. Para as outras variaveis clinico-patolégicas nao verificaramos

gualquer associagao.

Pela analise da expressao de RKIP no tumor em fungdo das caracteristicas clinico-
patolégicas nado foi identificada qualquer relacdo. Mas pela analise da Sobrevivéncia
Global em fungdo da expressdo de RKIP no tumor, verificamos uma associagao
estatisticamente significativa. Sendo que a auséncia de expressao de RKIP leva a uma
pior Sobrevivéncia Global. Estes resultados vao de acordo com outros estudos realizados
em doentes com cancro da prostata, colorectal ou gastrico em que se verifica 0 mesmo
resultado [55,56,57,115]. Pondo-se a hipotese de que o RKIP tem um papel na

progressao da doenca.

70



5.Discussao

Também verificamos uma relagcdo estatisticamente significativa entre a
Sobrevivéncia Global e a expressdo de RKIP na frente de invaséo, sendo que os casos
gue nao apresentaram expressao de RKIP também tinham pior sobrevivéncia, tal como
foi verificado noutros estudos [55,56,57,115]. Ja a expresséao positiva de RKIP na frente
de invasdo em casos com invasao perineural positiva, margens livre, e margens positivas

correlacionou-se com uma melhor sobrevivéncia global.

No que respeita ao CD147 verificamos expresséo positiva nas células basais da
mucosa normal, em hiperplasia de carcinomas da cavidade oral e expresséo positiva de
CD147 em todos os casos de carcinoma da cavidade oral. Em estudos anteriores o
mesmo se tinha verificado, nomeadamente num estudo em que se analisa o papel do
aumento da expressao de CD147 durante a carcinogénese oral [116], onde a expresséo
nos trés tecidos descritos anteriormente foi semelhante. Em carcinoma da bexiga e
carcinoma das células escamosas do colo uterino também se havia verificado
sobrexpressdo de CD147 [100,101]. Pelo que o CD147 tera um papel na progressao

tumoral.

Em relagcdo aos parametros clinicopatolégicos apenas se verificou correlagédo
entre alta expressao de CD147 e a 12 recorréncia. Podendo ser explicado, pelo facto de a
sobrexpressdo do CD147 estar associada a altos niveis de secre¢cdo de MMPs que
permitem, através da degradacdo da membrana basal, que as células tumorais se

libertem do local do tumor primério, levando assim a invaséo e mestastizacdo [101].

N&o verificamos qualquer relagdo entre a sobrevivéncia e a expressdo de CD147.
Contrariamente ao que se verificou em tumores da bexiga e da nasofaringe onde foi
apresentada uma relagéo estatisticamente significativa entre alta expressdo de CD147 e
menor sobrevivéncia global bem como com maior nimero de metastizagfes [100,117].
Nestes estudos o0 niumero de casos estudados é maior comparando com 0 nosso estudo

de apenas 49 amostras, podendo ter alguma influéncia nos resultados.
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6.Conclusdes

O estadio lll, a idade superior a 63 anos e a invasdo vascular linfatica séo factores
de progndstico no carcinoma da cavidade oral.

O RKIP apresenta maioritariamente expressao positiva nho tumor e na frente de
invasao, sendo a sua expressao um factor de progndéstico independente e possivelmente
um alvo terapéutico. Mas sdo ainda necessarios mais estudos na determinacdo dos

factores que regulam a sua expressao.

O CD147 encontra-se sobrexpresso em carcinoma da cavidade oral e a sua alta
expressao correlaciona-se com a 12 recorréncia. No entanto nao é factor de prognéstico
neste tipo de tumor. Devido ao numero limitado de amostras, futuros estudos em larga

escala deverao ser realizados.
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8. Anexos

Anexo |

Sistema de estadiamento TNM para carcinomas do labio e cavidade oral:

Tumor primério (T)

TX
TO
Tis
T

T2
T3
T4

Tumor primério ndo pode ser avaliado

Sem evidéncia de tumor primario

Carcinoma in situ

Tumor com 2 cm ou menos de dimensao

Tumor maior que 2 cm e até 4 cm de dimensao

Tumor maior que 4 cm de dimenséao

(labio) Tumor invade através do osso cortical, nervo alveolar inferior, pavimento

bocal.

T4a (cavidade oral) Tumor invade estruturas adjacentes através do 0sso
cortical e pelo musculo da lingua; lesbes ressacaveis.

T4b  Tumor envolve o espaco mastigador, a base do cranio; lesbes néo

ressacaveis.

Nédulos linfaticos regionais

Nx
NO
N1
N2

N3

Os nédulos regionais linfaticos ndo podem ser avaliados.

Sem metéastases nosnddulos regionais linfaticos.

Metastase num Unico nodulo linfatico ipsilateral com 3cm ou menos de dimenséo.

Metastase num unico nodulo linfatico ipsilateral com mais de 3cm e até 6cm de

dimensdo; ou multiplos nddulos linfaticos ipsilaterais, nenhum com mais de 6cm

de dimensédo; ou em nodulos linfaticos bilaterais ou contralaterais, nenhum com

mais e 6¢cm de dimenséo.

N2a Metastases num anico nédulo linfatico ipsilaterais, com mais de 3cm e até
6cm de dimensédo.

N2b  Metastases em mudltiplos nédulos linfaticos ipsilaterais, nenhum com mais
de 6cm de dimenséo.

N2c Metastases em nodulos linfaticos bilaterais ou contra-laterais, nenhum com
mais de 6¢cm de dimenséo.

Metastases em nodulos linfaticos, maiores que 6cm de dimenséo.
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Metastases distantes

Mx Metéastases distantes ndo podem ser avaliadas

MO Sem metastases distantes

Ml Mestastases distantes

Agrupamento de estadios

Estadio O

Estadio |

Estadio Il

Estadio Il

Estadio IVA

Estadio IVB

Estadio IVC
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Tis NO MO
TI NO MO
T2 NO MO
T3 NO MO
T1 NI MO
T2 NI MO
T3 NI MO
T4a NO MO
T4a NI MO
TI N2 MO
T2 N2 MO
T3 N2 MO
T4a N2 MO
qualquer T N3 MO
T4b qualquer N MO
qualquer T qualquer N
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Anexo Il

Solucdes — Técnica imuno-histoquimica

Tampao Citrato

C5H5Na307.2H20 .............................................................................. 2,94g/|
Adicionar agua até 800ml. Ajustar pH até 6.0 com HCL. Perfazer com agua
destilada até 1l.

Solucéo Tampéo Salina (PBS)

PBS 10x (solucdo stock)

N L L e 80,00g/I
KO oo, 2,00g/!
N O H P O g e e 14,409/'
[ P = 2,409/'

Adicionar 4gua destilada até 800ml. Ajustar pH até 7,4 com NaOH.Perfazer com

agua destilada até 1l.

PBS 1x
P B S 10Xttt 100ml
Agua destilada............ccooeiiiiiiee e 900ml
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