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RESUMO

O carcinoma espinocelular € uma neoplasia maligna que representa
aproximadamente 94% de todas as ocorréncias presentes em boca e uma das
suas principais caracteristicas celulares é a migracdo de suas células para
formar metastases. A adesdo celular é considerada um dos eventos
determinantes da migracdo celular. Para as células formarem uma estrutura
tecidual tridimensional as adesdes entre células e entre células e matriz
extracelular sdo de grande importancia. As juncbes de adesdo celulares
surgem, caracteristicamente, pela interacdo entre receptores adesivos, vias de
sinalizagéo e elementos do citoesqueleto. A proteina E-caderina esta presente
em adesdes entre células no tecido epitelial. A proteina FAK esta envolvida na
maioria dos eventos relacionados a adesdo celular estimulada por integrinas. A
Vinculina é uma proteina de adesdo que se liga ao citoesqueleto de
actinomiosina como uma proteina de adesao focal através das integrinas.
Estudos recentes sugerem que ha alteragdo na expressdo e atividade de
proteinas de adesdao em tumores malignos. O objetivo deste trabalho foi
descrever o padrdo de expressédo e de regulagéo da atividade de proteinas de
adesdo em amostras de tumores de carcinoma espinocelular. Foram realizadas
reacbes de imunoistoquimica para verificar o padrédo de distribuicdo das
proteinas E-caderina, Vimentina e FAK-y397 em amostras de tumores de
carcinoma espinocelular oral. Verificou-se a diminuicdo da expressdo de E-
caderina e de Vinculina em regifes de adeséo célula-célula e em contrapartida
constatou-se aumento na marcacao citoplasmatica de Vinculina bem como na
marcacdo de FAK-y397 em todas as amostras de tumores. Apesar dos
avancos, ainda sao necessarios mais estudos observacionais que averiguem
ndo apenas o grau de expressao dessas proteinas de adesdo, mas também o
seu nivel de regulacdo. A partir dos resultados deste estudo, pode-se sugerir
que o controle do nivel de expresséo e de atividade da adesédo celular podem
ser considerados como potenciais alvos para a aplicacdo de terapias



coadjuvantes que visam a diminuir ou impedir a progresséo tumoral, bem como

o desenvolvimento de metastases.

Palavras chaves: adeséao celular, migragéo celular, actina,

ABSTRACT

Squamous cell carcinoma is a malignant neoplasm that accounts for
approximately 94% of all occurrences present in mouth and one of its main
characteristics is the cellular migration of its cells to form metastases. Cell
adhesion is considered one of the defining events of cell migration. For a three-
dimensional tissue structure, adhesions between cells and between cells and
the extracellular matrix is of great importance. Cell adhesion junctions arise
characteristically by interaction between adhesive receptors, signaling pathways
and cytoskeletal elements. The protein E-cadherin is present in cells in the
adhesion between epithelial tissue. The Focal Adhesion Kinase (FAK) protein is
involved in most events related to cell adhesion stimulated by integrins. The
vinculin is an adhesion protein that binds cytoskeletal protein through integrins
activaion. Recent studies suggest that there are alterations in the expression
and activity of adhesion proteins in malignant tumors. The aim of this study was
to describe the pattern of expression and regulation of the activity of adhesion
proteins in tumor samples of squamous cell carcinoma. Immunohistochemical
reactions were performed to check the distribution pattern of the protein E-
cadherin, vimentin and FAK-y397 in tumor samples of oral squamous cell
carcinoma. There was a decrease in the expression of E-cadherin and vinculin
in regions of cell-cell adhesion but, on the other hand, it was found to increase
in cytoplasmic as well as unscheduled vinculin FAK-y397 in all tumor samples.
Despite progress, it is necessary more observational studies that examine not
only the degree of expression of these adhesion proteins, but also its level of
regulation. From the results of this study it is suggested that the control of the
expression level and activity of cell adhesion may be considered as potential
targets for application adjuvant therapies that aim to reduce or prevent tumor

progression and the development metastases.
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APRESENTACAQO

A presente dissertacao teve como foco de estudo a andlise da presenca
de proteinas de adesdo celular E-caderina, Vinculina e FAK Y-397 em
carcinoma espinocelular. Para isso, foram coletadas amostras dessa lesao de
pacientes do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) com as quais foram
feitas marcac¢des imunohistoquimicas para analise da presenca e distribuicédo
dessas proteinas.

Esta dissertacdo de mestrado esté estruturada da seguinte maneira:

Introducéo e Revisdo de literatura enfatizando os principais pontos de
discusséo;

Exposicdo dos resultados obtidos;

Discusséo integrada dos resultados obtidos.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Célula neoplasica é o nome dado a um conjunto de alteracfes celulares
gue resultam em crescimento desordenado originando um tumor, o qual pode
migrar e resultar em invasdo de tecidos e orgdos. Quando as células
neoplasicas ficam restritas ao seu ambiente, esse tumor é considerado
benigno; ja quando as células adquirem a habilidade de invadir os tecidos
circundantes, o tumor € uma neoplasia maligna a qual é denominada cancer.

No inicio de 2012, a Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) afirmou que
naquele ano o cancer superaria as doencas cardiovasculares como primeira
causa de mortalidade. Entre 1975 e 2000, ocorreu um aumento superior a
100% na incidéncia de cancer na populagédo e existem previsdes de que, em
2030, o cancer levara a 6bito 17 milhdes de pessoas (RIES, L.A.G. et al, 2003).
Aproximadamente um a cada cinco individuos desenvolvera tumor maligno em
algum ponto do organismo e, segundo dados do Ministério da Saude, registra-
se anualmente cerca de 10 mil casos de cancer bucal no Brasil.

Os tumores malignos séo classificados de acordo com o tecido e o tipo
celular que lhes ddo origem, sendo aqueles de células epiteliais os mais
comuns em humanos. O carcinoma espinocelular € uma neoplasia maligna que
representa aproximadamente 94% de todas as ocorréncias presentes em boca.
A disseminacao do tumor para outros 6rgaos (metastase) ocorre principalmente
através dos vasos linfaticos, sendo que 21% dos pacientes apresentam
metastases devido ao atraso no diagnostico. A agressividade dos carcinomas
espinocelulares pode ser classificada conforme seu grau de invasividade,
percentagem de células indiferenciadas, proliferacdo celular, entre outros

fatores, em carcinoma de grau | a lll ou | a IV, onde os tumores menos
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diferenciados recebem o0s numerais mais altos. O sistema de graduacéo
histopatologica multifatorial descrito por Magne Bryne esta apresentado na
Figura 1. Entre as alteracdes descritas, sabe-se que a metastase do tumor para

outros oOrgdos esta diretamente relacionada a migracdo celular individual e

coletiva (BRYNE, M. et al,1992; FRIEDL, P., GILMOUR, D., 2009).

Deslocamento: 2 cm, Espagamento

entre linhas: simples

< | Formatado: A esquerda, Recuo:
Figura 1: Graduagdo Histopatolégica de Bryne: A) Grau I: alto grau de ceratinizacao,

pequeno pleomorfismo nuclear, nimero de mitoses baixo (0-1), bordas infiltrativas bem
delimitadas, infiltrado linfoplasmocitario abundante. B) Grau Il: grau de ceratinizagdo
moderado, pleomorfismo nuclear moderado, nimero de mitoses médio (2-3), invasdo em
bandas, fios ou corddes sdlidos, infiltrado linfoplasmocitario moderado. C) Grau lll: Minimo
grau de ceratinizagdo, pleomorfismo nuclear elevado, nimero de mitoses alto (4-5), invasdo em
pequenos grupos ou cordBes de células infiltrativas, infiltrado linfoplasmocitario escasso. D)
Grau IV: Auséncia de ceratinizagdo, extremo pleomorfismo nuclear, nimero de mitoses
altissimo (>5), invaséo com dissociac¢ao celular acentuada e generalizada em pequenos grupos
de células ou individualmente, auséncia de infiltrado linfoplasmocitario. Segundo Bryne, a
caracteristica com maior gravidade determina a graduagédo do tumor.

1.1 Eventos celulares relacionados a migracéo celular
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A atividade migratoria € um fendmeno ciclico que requer a ativacao
coordenada de moléculas estruturais e de sinalizacdo, as quais vao determinar
uma assimetria espacial, gerando uma morfologia polarizada. Quando a
migracgao é iniciada, ocorre polimerizacéo de Actina na porcao frontal da célula
(leadingedge), promovendo a formagdo de grandes projecdes de membrana
(lamelipédios) e o estabelecimento de novas adeses ao substrato. A adesao
celular € um processo extremamente dinamico e ocorre a partir da interacéo de
proteinas transmembrana (integrinas) com proteinas da matriz extracelular
resultando na liberacéo de moléculas sinalizadoras intracelulares bem como no
recrutamento de proteinas moduladoras da ligacao entre integrinas e proteinas
do citoesqueleto. As vias de sinalizagéo celular e o recrutamento de moléculas
moduladoras da adeséo variam de acordo com o tipo e o nimero de moléculas
de integrina recrutadas na ligacdo com a matriz extracelular, e podem envolver
mais de 100 diferentes moléculas. Algumas destas adesdes nascentes
amadurecem através da troca hierarquica e temporalmente definida de
moléculas de adeséo (turnover), as quais se ancoram em feixes de Actina-
miosina Il (fibras de estresse) e geram for¢as contrateis que facilitam o
movimento do corpo celular na dire¢do determinada. O ciclo se encerra com a
liberacdo das adesdes na porcao posterior da célula (LAUFFENBURGER, D.A.,
HORWITZ, A.F., 1996; WEBB, D.J., PARSONS, J.T., HORWITZ, A.F., 2002;
WEBB, D.J.; HORWITZ, AF., 2003; ZONG, H.et al, 2007; CHOI, C.K. et al,
2008; SANDQUIST, J.C., BEMENT, W.M., 2010; GARDEL et al, 2010;
PARSONS, J.T., HORWITZ, A.R., SCHWARTZ, M.A., 2010).

Para as células formarem uma estrutura tecidual tridimensional as

adesdes entre células e entre células e matriz extracelular possuem
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importancia vital (MAGIE, C.R.; MARTINDALE, M.Q., 2008). As juncdes de
adesdo celulares surgem, caracteristicamente, pela interacdo entre receptores
adesivos, vias de sinalizacéo e elementos do citoesqueleto. A adesao celular é

considerado um dos eventos determinantes da migracao celular.

1.2 Adesao célula-célula

Existem diferentes tipos de ligacdo célula-célula, sendo mais estudadas
as adesdes mediadas por caderinas. As caderinas constituem uma familia de
glicoproteinas cuja atividade é dependente de célcio e que apresentam
ligacBes homofilicas entre elas e estdo presentes em ligacdes célula-célula de
diferentes tecidos tais como o tecido epitelial e o tecido nervoso. As proteinas
E-caderina pertencem a essa familia, estdo presentes em adesdes entre
células no tecido epitelial e sdo consideradas “estabilizadoras morfoldgicas
epiteliais” além de desempenhar fungbes complexas como receptores,
fornecedores de integridade estrutural tecidual e celular e também mediadores
em fungdes interativas entre 0S meios extra e intracelulares (FEDOR-
CHAIKEN, M., 2003; NELSON, W.J, 2008; POPESCU, C.I. et al 2013).

Apés a ligacdo das caderinas no meio extracelular, ocorre recrutamento
de proteinas sinalizadoras e ligadoras do citoesqueleto de Actina, como as
cateninas. As cateninas sdo proteinas que estdo associadas formando um
complexo juncional no qual a porcao citosplasmética das E-caderinas se ligam
a B ou y-catenina que, em seguida, através da a-catenina, se unem aos
filamentos de Actina. Este complexo juncional que se forma com o

envolvimento de E-caderina, B e y-catenina e a-catenina, confere as E-

caderinas a fun¢do de mecanoreceptores e mecanotransdutores uma vez que,
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apls estimuladas elas podem gerar a ativacdo dos filamentos de Actina
(LEWIS, J.E., 1995; MOHAMED, F., ALTINI, M., MEER, S., 2007; POPESCU,
C.l., 2013). Essa integracédo implica importante papel em moléculas que podem
estar na interface entre a zona de aderéncia, as vias de sinalizacdo e o

citoesqueleto.

1.3 Adeséao célula-matriz extracelular

A adesé@o entre célula e matriz € iniciada a partir da ativacdo das
integrinas, as quais sao glicoproteinas compostas por heterodimeros
transmembrana (cadeias o e B) que medeiam a ligacdo da matriz extracelular
com o citoesqueleto celular, constituindo assim, a principal familia de proteinas
receptoras de matriz. As adesdes relacionadas as integrinas sdo capazes de
nuclear pontos de sinalizagdo da matriz para a célula (outside in) bem como da
célula para matriz (inside out) podendo gerar alteragdes tanto no
comportamento celular como na organizacdo da matriz extracelular. Estas
comunicagbes ocorrem devido a presenga de um dominio c-terminal
extracelular que se liga a sequéncias especificas de aminoacidos da matriz, e a
um dominio n-terminal intracelular que se liga a proteinas de ancoragem e
proteinas sinalizadoras.

A ativacdo das integrinas varia de acordo com a presenca ou ndo de
ligantes intra ou extracelularmente. Por exemplo, quando ha ligantes na matriz
(outside in) o dominio extracelular sai da forma inativa (extremidades a e f3
dobradas e ligadas), para a forma ativa (extremidades separadas e alongadas).

Isto expbe o sitio de ligacao intracelular da cadeia 3 para a ligagdo sucessiva
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de proteinas adaptadoras que se ligam ao citoesqueleto (ex.: Talina, Vinculina,
alfa-actinina, CAS-130). Ao mesmo tempo, ocorre o recrutamento de proteinas
sinalizadoras (ex.: Focal Adhesion Kinase — FAK, Paxilina) as quais, de acordo
com o sitio de fosforilagdo, sdo responséveis por controlar os demais eventos
da migracgédo celular (ex.: contratilidade). Adicionalmente, as vias de sinalizagdo
ativadas por estas proteinas regulatérias podem desempenhar papel no
controle de outros eventos celulares como, por exemplo, a divisédo celular
(GALBRAITH, C.G., YAMADA, K.M., SHEETZ, M.P., 2002; LUO, B.H;
SPRINGE, T.R.A,, 2006; NAYA, A.L.; WEBB, D.J.; HORWITZ, A.F., 2004).

A proteina FAK esta envolvida na maioria dos eventos relacionados a
adeséo celular estimulada por integrinas. FAK é uma tirosina-cinase que pode
ser fosforilada em alguns sitios de fosforilagdo presentes em sua estrutura.
Diferentes vias de sinalizacdo celular dependem da ativacdo de FAK incluindo
migracdo celular, sinalizacdo de fator de crescimento, progressdo do ciclo
celular e sobrevivéncia da célula. Ela é atraida para regides de adesbtes focais
apos a ligacdo de Talina, Vinculina e de Paxilina a molécula de integrina
(cadeias beta e alfa, respectivamente). Apdés esta ligagdo, ocorre uma
fosforilagdo cruzada entre residuos tirosinas especificos (Tyr 397) gerando,
dessa maneira, sitios de ligacdo para tirosina-cinases citoplasmaticas (familia
Src) que, ao se unirem as FAK, fosforilam-nas (Tyr576 e Tyr925) e criam sitios
de encaixe para outras proteinas sinalizadoras intracelulares.

Fibroblastos deficientes de FAK apresentam muitas adesdes focais o
gue os torna mais lentos e com menor espalhamento celular. Portanto, as FAK
participam da dissociacdo de adesdes focais 0 que leva a crer que a perda de

adesdo € necesséria para a migracao celular normal. Células deficientes em
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FAK apresentam, além de lentiddo, dificuldade para manter orientacdo de
migracdo. Além disso, em alguns trabalhos, verifica-se que o crescimento da
expressao de FAK aumentou a migracao celular e a reconstituicao de células
deficientes dessa proteina possibilitou a restauracdo da migracédo celular das
mesmas. No entanto, quando utilizam-se proteinas FAK mutantes, que nédo
possuem habilidade de se ligar a familia Src ou atividade quinase, para a
reconstituicdo de células deficientes de FAK observa-se que essas células nédo
conseguem restaurar sua atividade migratéria, o que demonstra que é
necessaria a presenca da forma fosforilada de FAK para que haja
deslocamento celular. A interagdo de FAK com outras proteinas como Paxilina
ou as quinases da familia Src é critica para a ocorréncia do turnover na
migragdo celular visto que as células que apresentam deficiéncias nas duas
Ultimas sofrem deficiéncias nesse processo (KLINGHOFER, R.A. et al,
1999;NAYA, A.L., WEBB, D.J., HORWITZ, A.F., 2004; PARSONS, J.T., 2003;
SIEG, D.J., HAUCK, C.R., SCHLAEPFER, D.D., 1999; WEBB, D.J.,
PARSONS, J.T., HORWITZ, A.F., 2002).

Véarias moléculas de adesdo podem ser recrutadas para pontos de
adesdo célula-célula ou célula-matriz como, por exemplo, a Vinculina
(LEERBERG, J.M., YAP, A.S., 2012). Esta proteina foi assim denominada por
GEIGER, B. et al, 1980 devido ao fato de ela estar presente em adesbes focais
e sugerir envolvimento na ligacdo entre os terminais de feixes de filamentos
para a membrana. A Vinculina é considerada uma proteina-chave que regula a
transmissdo de forcas contrateis sendo uma mecanosensora e
desempenhando um papel importante na mecanotransducdo das caderinas.

Ela se liga ao citoesqueleto de actinomiosina como uma proteina de adesao
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focal através das integrinas, ou seja, a Vinculina esta relacionada, juntamente
com a caderina, a transmissdo de forcas contrateis ao citoesqueleto. Ultimos
estudos asseguram que a Vinculina possa ser um inibidor de mobilidade celular
em substratos planos (2D) enquanto que em substratos tridimensionais (3D)
maiores investigacdes devem ser realizadas. (HUVENEERS, S. et al, 2012;
LADOUX, B. et al, 2010; LEERBERG, J.M., YAP, A.S., 2012; MIERKE, C.T.,

2009 )

1.4 Proteinas de Adesdo Celular no Cancer

Para que os tumores iniciem o processo de invasao tecidual (em células
isoladas ou em pequenos grupos celulares) e posterior estabelecimento de
metastases € necessario que ocorra o destacamento celular do tecido de
origem, ou seja, a perda da coeséo celular. No tecido epitelial, a perda de
coesdo celular estd relacionada a disfuncdo de E-caderina bem como a
supressao ou desativacao das proteinas que estao diretamente associadas a
ela, as cateninas, fornecendo ao tumor maligno epitelial o padrdo infiltrativo
que lhe é caracteristico. FRIXEN, U.H., BEHRENS, J., SACHS, M., (1991)
afirmam que a presenca de E-caderina pode ser um fator supressor de tumor
ou de metastase tumoral uma vez que, em seu estudo, constatou-se que
linhagens de células de carcinoma com fendtipo epiteliide (expressando E-
caderina) tem comportamento nao-invasivo, ja as linhagens com fendtipo
fibroblastico (perda de E-caderina) apresentam comportamento invasivo
caracteristico de tumores malignos.

No entanto, MOHAMED, F., ALTINI, M., MEER, S., (2007), afirmam que
E-caderina e B-catenina ndo servem como marcadores prognoésticos para

metastase tumoral, mas estéo relacionadas com o aumento da progressao do
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tumor bem como com a reducdo da diferenciacdo tumoral. Outro estudo
garante ter comprovado, in vitro, o envolvimento de E-caderina e 3-catenina na
regulacéo e crescimento do fenoétipo displasico e maligno de células epiteliais
(KYRODIMOU, M., 2013).

Ja POPESCU, C.I. et al, 2013 discute o valor de E-caderina devido sua
significancia bioldgica na qual afirma haver potencial em E-caderina para gerar
diferenciacdo suplementar em alguns subtipos moleculares, alterando estrutura
e comportamento de algumas moléculas relacionadas a ela, entre elas a
Vinculina.

Estudos recentes sugerem que ha alteragédo na expresséo e atividade de
proteinas de adesdo em tumores malignos. Diversos tipos de integrinas
apresentam variacdo de expressdo em canceres metastaticos além de estarem
envolvidos com a degradacdo de membrana basal através da interagdo com
enzimas proteoliticas. FRIEDL, P., GILMOUR, D., 2009, afirmam que
alteragdes na atividade da integrina B1 em culturas de melanoma primario,
causam o destacamento celular individual e consequente migragdo amebdide,
0 que ajudaria a explicar o alto indice metastatico de melanomas. FONSECA,
F.L., 2011, ap6s submeter linhagens de células de tumores de pulmao a
tratamento com EGF (fator de crescimento epidérmico), relatam que
adenocarcinomas nao metastaticos apresentam de-fosforilacdo de FAK,
enquanto que carcinomas metastaticos apresentam aumento de FAK e
diminuicdo da expressdo de Paxilina, Vinculina e Talina. LAI, M.T., 2011
demonstraram que, em lesdes de carcinoma oral de células escamosas, existe
uma correlacdo entre a agressividade/metastase do tumor e a concentragéo da

isoformal de talina (TLN-1). MACKINNON, A.C., 2011mostraram que em
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tumores malignos de pulméo ocorre um aumento da expressao de paxilina e,
em torno de 9% dos casos, ocorrem mutagdes na sua estrutura. Um possivel
mecanismo de alteragdo do comportamento metastético via adesdes seria a
ativacdo do complexo dual de quinases FAK-Src, visto que esse complexo esta
diretamente envolvido com a mobilidade celular e é encontrado em altos niveis
de canceres mamarios com metastases. FAK tem sido descrita como indutora
de atividade de metaloproteinases, tais como MMP-2 e MMP-9, propiciando a
ativacdo de tumores invasivos. ( MIERKE, C.T., 2010; MITRA, S.K,
SCHLAEPFER, D.D., 2006; MON, N.N., 2006; RATHINAM, R., ALAHARI, S.K,
2010).

A relacdo das proteinas de adesdo com o desenvolvimento do
carcinoma de origem oral, bem como as alteracdes sofridas por elas em casos
em que ocorram metastases, ainda é pouco entendida. Pelo fato de serem
moléculas fundamentais para a migracao celular, é provavel que a partir da
compreensao dos seus eventos reguladores (ex.: fosforilagdo da proteina FAK)
seja possivel desenvolver novas ferramentas que auxiliem na determinacéo do
prognéstico destas lesdes, especialmente daquelas pré-cancerizaveis.
Adicionalmente, o controle da adesé&o celular € um candidato em potencial para
a realizacdo de terapias celulares para o desenvolvimento de metodologias

alternativas para prevencao de metastases tumorais.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi descrever o padrdo de expressédo e de
regulacédo da atividade de proteinas de adesdo em amostras de tumores de

carcinoma espinocelular.

2.2 Objetivos Especificos

- determinar o padréo de expresséo de proteinas de adesdo em adesdes
célula-célula.

- determinar o padrédo de expressao de proteinas de adesao em adesdes

célula-matriz.

- determinar o padrdo de expressdo de proteinas de adesdo ligadas a

filamentos do citoesqueleto de Actina.

- determinar o padrdo de expressao de distribuicdo dos filamentos do

citoesqueleto de Actina.
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3.MATERIAIS E METODOS

3.1Consideracdes Eticas

Neste estudo seguiram-se as regras da resolugdo n° 196/96 do
Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) para a realizacdo de
pesquisa envolvendo seres humanos.

O protocolo de pesquisa foi encaminhado e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFRGS e pelo Comité de Etica em Satde do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre e aprovado sob o nimero 214549 (Anexo 1)

3.2 Amostras

O estudo apresentou um delineamento observacional e analitico. A
amostra foi de conveniéncia. Foram coletadas amostras de 04 (quatro)
pacientes com diagnéstico de carcinoma espinocelular de origem bucal que

procuraram o Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Os pacientes foram consultados apds avaliagdo com a equipe da
Cirurgia de Cabeca e Pescoco do HCPA e recebimento do diagnéstico de
carcinoma. Neste primeiro contato, foram dados esclarecimentos e respondidas
possiveis dlvidas sobre o estudo para o paciente e acompanhante. Quando o
paciente demonstrou vontade de participar da pesquisa, assinou um termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2) e um Termo de Confidencialidade
(Anexo 3) e respondeu a uma entrevista com informacdes pertinentes a
pesquisa (Anexo 4). Os dados referentes ao tumor e cirurgia foram registrados

em uma ficha da pesquisa (Anexo 5). Foi criado um codigo para os dados
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pessoais dos pacientes 0s quais ficaram em posse do pesquisador responsavel
e as demais informacdes estao disponiveis apenas as pessoas envolvidas no
estudo. Foram utilizados fragmentos de tecido coletados a partir da peca
cirdrgica, os quais nao interferiam no diagnadstico final e avaliagdo das margens
da lesdo a fim de nado gerar dano para o prognostico e tratamento do paciente.
A coleta foi realizada no Setor de Patologia junto ao bloco cirdrgico do HCPA e
sob orientagé@o da Equipe de Patologia do mesmo hospital, cujos membros nao
fazem parte deste grupo de pesquisa. Foram coletados dois fragmentos de
tecido, quando possivel, de trés regides distintas: centro do tumor, evitando
area de necrose; zona de invasao (limite entre tecido tumoral e tecido sadio);
zona livre de tumor (Figura 2). De acordo com a rotina do hospital, todo o
restante da peca cirlrgica foi fixada, processada para inclusdo em parafina,
corte e confeccdo de laminas histologicas para diagndstico e avaliacdo das
margens de seguranca no setor de Patologia do HCPA. O estadiamento dos
tumores foi realizado pela Equipe da CAP no transoperatorio. Nao houve
envolvimento dos pesquisadores durante o procedimento cirdrgico e/ou

diagnostico.

ZONA DE INVASAO
CENTRO DE TUMOR
ZONA LIVRE
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Figura 2 - Peca biopsiada de um paciente com carcinoma espinocelularoral. A amostra foi
submetida & macrodissec¢do e entdo foram destinadas a andlise morfologica trés distintas
regibes do tumor: zona livre, centro e zona de invasao.
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3.3 Analise das amostras

O material para analise morfolégica foi fixado em formaldeido 4%
tamponado em tampao fosfato de sddio (PBS) 0,1M, pH 7,4, por um periodo de
12h. Apds, foi realizada a crioprote¢do da pega com concentragdes crescentes
de sacarose (10, 20 e 30% em PBS) a 4°C por um periodo minimo de 12h. O
material foi incluido em O.C.T. (Sakura Finetechnical Co., Tokyo), congelado a
-20°C e cortado em espessuras de 7 pm com o auxilio de um criostato (Jung).
Os cortes foram colocados em laminas revestidas de gelatina (Sigma Chem.
Co., St Louis, EUA), armazenadas a -20°C e submetidas a técnica de
imunohistoquimica ou para coloragao por Hematoxilina e Eosina.

Apés a rehidratagdo dos cortes, os sitios de ligagao inespecificos foram
bloqueados por 1 hora com PBS contendo albumina 1% e o detergente Triton-
X 100 (0,2%). Os anticorpos primarios E-caderina, Vinculina e FAK-Tyr397
(Cell Signaling Technology, 6 mg/ml)foram diluidos em PBS contendo 0,2% de
Triton X-100 e os cortes incubados overnight a 4°C. Apés, os cortes foram
lavados com PBS e incubados com o anticorpo secundéario apropriado,
associado ao fluoréforo Alexa 488 (Molecular Probes, Eugene, Oregon), diluido
em PBS contendo 0,2% de Triton X-100 por 2 horas. O controle para 0s
experimentos consistiram da omissao dos anticorpos primario. Apés a lavagem,
o0 material foi incubado com a toxina ligadora do citoesqueleto filamentoso de
actina (faloidina) associada ao fluor6foro Rhodamina (Molecular Probes,
Eugene, Oregon) por 2 horas a TA. Apés as lavagens finais com PBS, o tecido
foi montado com o uso de glicerol carbonato e laminulas, sendo ap6s analisada
em microscépio confocal (Olympus). Foram realizados 14 cortes de 0,5 um na

regido correspondente a borda de invasdo. Os controles negativos dos
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experimentos consistirdo da omiss&o do anticorpo primario.

As reacdes imunohistoquimicas foram realizadas duas vezes para cada
individuo, com duplicatas. Durante a analise confocal, apenas as fotos que
mostraram 0s campos representativos foram tomadas (5-6 fotos/slide). Todas
as analises morfolégicas (analise qualitativa) foram realizadas por um
examinador cego devidamente calibrado antes e durante os experimentos. Foi
feita sistematicamente uma andlise da quantidade e da distribuicdo espacial
das proteinas estudadas (E-caderina, Vinculina e FAK Y-397) dentro das
amostras teciduais, conforme reparticdo anatdmica estipulada. As figuras foram
montadas com o software Adobe Photoshop CS2 (Deneba) e processadas

utilizando o software livre ImageJ (National Institute of Health, EUA)

3.4Manipulacao e descarte das Amostras

Todos os procedimentos envolvendo material bioldgico foram realizados
com o uso de equipamentos de protecdo individual (avental, méascara, luvas).
Materiais toxicos foram manipulados em capela de exaustdo e encaminhados
para o Centro de Gestao e Tratamento de Residuos Quimicos da UFRGS para
a sua correta eliminacdo. Durante o transcorrer, bem como ao final dos
experimentos, 0s materiais biologicos utilizados ou ndo para esta pesquisa
foram descartados de maneira apropriada pela Faculdade de Odontologia da

UFRGS.
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4. RESULTADOS

Neste estudo, foi realizada a andlise morfolégica de 4 bidpsias de
pacientes com carcinoma espinocelular oral graus Il e IV de regides de labio e
lingua para as proteinas Actina, E-caderina, Vinculina e Cinase de Adesao
Focal (FAK) fosforilada no sitio y-397. Todas as figuras apresentadas estdo sob
a forma de imagem em pequeno aumento (coluna da esquerda) com regido

ampliada digitalmente, para identificacéo da sublocalizacao celular.

4.1 Marcacdo de Actina

4.1.1 Zona Livre (Actina)

Na figura XA, observa-se a distribuicdo de Actina em todas as células
epiteliais. Na sublocalizacdo (Figura 3B), observa-se uma predominancia de
marcagdo na regido de cortex celular, principalmente na regido de contato

célula-célula.

4.1.2 Centro do Tumor (Actina)

Na Figura 3E, Actina filamentosa foi observada em todas as células da
ilha tumoral, apresentando uma marcacgédo citoplasmatica difusa (Figura 3F).
Observa-se uma diminuicdo da intensidade de marcac¢@o no contato célula-
célula.

4.1.3 Zona de Invaséao (Actina)
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Na figura 3l, Actina foi observada com menor intensidade nas células
tumorais, embora a sublocalizacdo (Figura 3J) tenha apresentado uma
tendéncia de formacgéo de fibras de estresse, sugerindo uma maior atividade

contratil.

4.2. Marcacdo de E-caderina

4.2.1. Zona Livre (E-caderina)

A proteina E-caderina apresentou uma forte marcagdo no contato célula-
célula (Figura 3C), principalmente nas células da camada basal e do estrato
intermediario e uma sutil marcacdo na regiao da membrana basal. Observa-se
uma forte co-localizagdo desta proteina com os filamentos de Actina (Figura

3D, representada em branco).

4.2.2. Centro do Tumor (E-caderina)

A proteina E-caderina apresentou uma forte diminuicdo na marcacao
nas ilhas tumorais, deixando de se localizar no contato célula-célula e
apresentando marcacgdo citoplasmatica (Figura 3G), praticamente sem co-
localizacao com o citoesqueleto de Actina (Figura 3H), o que sugere um perfil

de degradacédo desta proteina.

4.2.3. Zona de Invaséao (E-caderina)
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As células isoladas da regido de invasdao do tumor praticamente nao

apresentam marcacao para E-caderina (figura 3K e 3L).

4.3 Marcacdo de Vinculina

4.3.1. Zona Livre (Vinculina)

As células do tecido epitelial peritumoral, apresentaram uma leve
marcacgao para a proteina Vinculina no contato célula-célula (Figura 4C), a qual
foi observada em maior intensidade na regido da membrana basal, a qual

apresentou colocalizacdo com o citoesqueleto de Actina (Figura 4D).

4.3.2. Centro do Tumor (Vinculina)

As células da regido central do tumor apresentaram uma diminui¢cdo da
marcagéo para Vinculina (Figura 4G), a qual ndo praticamente ndo apresentou

colocalizagéo com o citoesqueleto de Actina (Figura 4H).

4.3.3. Zona de Invasao (Vinculina)

Algumas células da zona de invasdo apresentaram leve marcacao para
Vinculina, a qual estava difusa na regido do cértex celular (Figura 4K), porém

sem co-localizagdo com o citoesqueleto de Actina (Figura 4L).
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4.4 Marcacao de FAK - y397

4.4.1. Zona Livre (FAK - y397)

A marcacéo para a forma fosforilada de FAK no epitélio adjacente ao
tumor apresentou-se difusa pelo citoplasma, com intensidade de marcacgéo
moderada, presente principalmente no estrato intermediario (Figura 5C), com

leve co-localizacdo com o citoesqueleto de Actina (Figura 5D).

4.4.2 Centro do Tumor (FAK - y397)

Observa-se nas ilhas tumorais um aumento da marcacgdo para a forma
fosforilada de FAK, a qual manteve-se difusa pelo citoplasma (Figura 5G), com

um aumento da co-localizagéo com Actina (Figura 5H).

4.4.3. Zona de Invasdo (FAK - y397)

Nas células isoladas do tumor, observa-se uma diminuigdo na marcagao
de FAK-y397 (Figura 5K), com diminuicdo da co-localizacdo com o

citoesqueleto de Actina (Figura 5L).
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Figura 3 — Analise da distribuic&o da proteina E-caderina. Bidpsias da zona
livre (primeira linha), centro (segunda linha) e zona de invaséo (terceira linha)
de carcinomas espinocelulares orais, foram submetidas a reacdo de
histoguimica para Actina (A, B, E, F, I, J) e imunoistoquimica para E-caderina
(C, G, K), sendo analisadas quanto a sua co-localiza¢éo (D, H, L). A primeira
coluna refere-se ao menor aumento (zoom Optico) e as demais colunas

representam aumento digital (zoom digital).
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Figura 4 — Analise da distribuicdo da proteina Vinculina. Biépsias da zona
livre (primeira linha), centro (segunda linha) e zona de invasao (terceira linha)
de carcinomas espinocelulares orais, foram submetidas a reacdo de
histoquimica para Actina (A, B, E, F, |, J) e imunoistoquimica para Vinculina (C,
G, K), sendo analisadas quanto a sua co-localizagdo (D, H, L). A primeira
coluna refere-se ao menor aumento (zoom Optico) e as demais colunas

representam aumento digital (zoom digital).



Figura 5 — Analise da distribuicdo da proteina FAK -y397. Biépsias da zona
livre (primeira linha), centro (segunda linha) e zona de invaséo (terceira linha)
de carcinomas espinocelulares orais, foram submetidas a reacdo de
histoquimica para Actina (A, B, E, F, I, J) e imunoistoquimica para FAK -y397
(C, G, K), sendo analisadas quanto a sua co-localiza¢éo (D, H, L). A primeira
coluna refere-se ao menor aumento (zoom Optico) e as demais colunas

representam aumento digital (zoom digital).
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5. DISCUSSAO

Os tumores podem apresentar aspectos comportamentais distintos de
acordo com a evolugcdo da doenca. Varios processos bioldgicos estédo
envolvidos no desenvolvimento do carcinoma espinocelular (CEC), os quais
levam a proliferacdo e migracao das células neopléasicas, invasdo de tecidos
vizinhos e vasos sanguineos e linfaticos, e, consequentemente, metastases
regionais e a distancia (TSANTOULIS, P.K. et al, 2007). Pacientes com CEC
em cabeca e pescocgo, apOs receber o tratamento padrdo, apresentam uma
elevada taxa de recorréncia do tumor. Esta taxa de recorréncia é proporcional
ao estagio de agressao da doenca, sendo 30% para grau Il, 50% para grau lll e
mais de 70% para grau IV (MEYER, J. et al, 2010). Adicionalmente, estes
pacientes apresentam um elevado desenvolvimento de metastases locais e
distantes a origem do tumor, sendo este um indicativo do feno6tipo migratorio
gue as células tumorais adquirem. Terapias para o cancer, como 0 uso de
vacinas, muitas vezes ndo apresentam o resultado esperado devido a
alteracdes no microambiente tumoral (GAJEWSKI, T.F., et al, 2013). O
progresso no desenvolvimento de tratamentos efetivos e de estratégias
preventivas para o CEC tem apresentado avancos modestos principalmente
devido ao limitado conhecimento sobre os mecanismos celulares envolvidos no

desenvolvimento, progressao e metéstase da doenca.

A invasao tecidual e o desenvolvimento de potencial metastatico de
tumores malignos é a maior causa de insucessos clinicos em termos de terapia
e prognostico. As invasfes celulares, que podem ser coletivas ou individuais,

sdo caracterizadas por alteracbes moleculares importantes, tais como
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modificacdo da adesdo entre as células e da adesdo a matriz extracelular,
facilitando o processo de invasdo (PAINTER, K.J., ARMSTRONG, N.J.,
SHERRATT, J.A., 2010; FRIEDL, P., 2004). E provavel que muitos dos
mecanismos que dirigem a migracdo e a manutencdo de células normais
estejam alterados tanto em relacdo a expressao, quanto a regulacdo da acéo
destas proteinas durante a metdstase de células tumorais. Portanto, o
entendimento sobre o grau de expressdo e de regulacdo de moléculas
protagonistas da migracao, contribui para o surgimento de novos candidatos a
biomarcadores tumorais, bem como alvos potenciais de novas terapias co-

adjuvantes a remocao cirdrgica do tumor.

Entre as diferentes proteinas envolvidas no controle da migracao,
destacam-se as proteinas de adeséo celular. A formacao da adesdo comeca a
partir da ligacdo de receptores de membrana (integrinas e/ou caderinas) a
proteinas do meio extracelular, com consequente recrutamento de complexos
protéicos no meio intracelular, o qual é extremamente dinamico. Este
recrutamento ocorre de maneira hierarquica e temporalmente definida,
podendo envolver mais de cem diferentes proteinas, as quais variam entre
proteinas adaptadoras, ligadoras do citoesqueleto de Actina (por exemplo,
Vinculina) ou proteinas sinalizadoras, como a cinase de adesao focal (FAK). De
acordo com o tipo de adesdo e sua intensidade, ocorrem repercussfées na
organizacdo do citoesqueleto e na contratilidade celular (DESTAING et al,

2011; HARBURGER, D.S., CALDERWOOQOD, D.D., 2009; HUTTENLOCHER, A.,

HORWITZ, A.R., 2011; WEHRLE-HALLER, B., 2012).
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No presente estudo, foram analisadas a organizacdo do citoesqueleto
de Actina e a distribuicdo das proteinas adesao E-caderina, Vinculina e cinase
de adeséo focal (FAK). Estas proteinas apresentaram perfil de distribuicédo e de
expressao diferentes quando comparada a zona livre de tumor com as zonas
centrais e de borda de invasdo. As principais altera¢des foram relacionadas a
uma organizagédo diferenciada de Actina, com o aumento da presenca de fibras
de estresse nas células tumorais, uma diminuicdo da expressédo de E-caderina

e de Vinculina, e um aumento da expressao da forma fosforilada de FAK y397.

A organizagdo do citoesqueleto de Actina pode refletir o estado
migratorio da célula (LE CLAINCHE, C., CARLIER, M.F., 2008). A organizagéo
de Actina sob a forma de rede esta associada a uma maior formacdo de
projecées de membrana, enquanto que a forma de linhas alongadas (fibras de
estresse) indica uma maior tensdo mecéanica (VALLENIUS, T., 2013). Neste
estudo, demonstramos que as células tumorais apresentam um aumento na
presenca de fibras de estresse, sugerindo um aumento da atividade contratil
(KATOH, K., KANO, Y., NODA, Y., 2011; PELLEGRIN, S., MELLOR, H., 2007).
Estas alteragdes podem estar associadas a alteracdo da adesao pelas células
tumorais, bem como a presenca de barreiras mecénicas no microambiente
tumoral que desafiam a passagem das células e induzem uma maior contracédo

celular.

A proteina E-caderina é expressa em células epiteliais e participa da
unido célula-célula, fazendo a sua ligacdo ao citoesqueleto de Actina através

da proteina B-catenina e outras proteinas ligadoras de Actina (GUILLOT, C.,
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LECUIT, T., 2013). A diminuicédo da expressdo de E-caderina em carcinomas ja
foi bastante explorada na literatura e esta relacionada a uma maior dissociacéo
das células tumorais, favorecendo a transicdo de uma migragéo coletiva para
individual (LYONS, A.J.,, JONES, J., 2007; NOGUTI, J. et al, 2012;
WHEELOCK, M.J. et al, 2008; VERED, M. et al, 2012 ). A diminui¢cdo da
expressao de E-caderina também ocasiona alteracdes na expressédo génica,
através da liberagdo da molécula B-catenina, que passa a atuar como fator de
transcricdo génica diretamente no nicleo (DE FREITAS SILVA, B.S. et al,
2013; DIAMOND, M.E. et al, 2008; KYRODIMOU, M., 2013; MAHOMED, F.,
ALTINI, M., MEER, S., 2007), levando a um processo de transi¢cao epitélio-
mesénquima. Neste trabalho demonstramos que, embora agregados de células
tumorais ainda apresentem uma marcacdo no contato célula-célula, ocorre a
diminuicdo da expressdo de E-caderina na periferia celular, com fraca
marcacgdo citoplasmatica, com consequente perda de co-localizagdo com o

citoesqueleto de Actina.

A Vinculina é uma proteina ligadora ao citoesqueleto de Actina, sendo
gue pode ser recrutada tanto por adesdes mediadas por E-caderina (célula-
célula) quanto em adesdes mediadas por integrinas (célula-matriz) (GOMEZ,
G.A., MCLACHLAN, R.W., YAP, A.S., 2011; PENG, X. et al, 2011). In vitro, j&
foi relatado que seu recrutamento as adesdes célula-célula pode estar
vinculada a alteragbes mecanosensoras onde, quanto maior for a tenséo
exercida sobre o contato, maior sera 0 seu recrutamento para a adesdo
(HUVENEERS, S. et al, 2012). Neste estudo mostramos que a célula tumoral,

principalmente na zona de invasdo, apresenta uma diminuicdo da expressao
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de Vinculina, a qual esta relacionada a um deslocamento da sua marcagao do
contato célula-célula para uma marcacao citoplasmatica. Estes dados sugerem
gue a perda da expressdo de E-caderina nas células tumorais leva um
deslocamento de Vinculina e 0 seu aproveitamento em adesfes mediadas por
integrinas. Até o momento, este é o primeiro relato de alteracdes na expressao

e na sublocalizacé@o desta proteina em bidpsias de CECs.

A proteina FAK é encontrada em ades0fes focais e est4 envolvida ndo
apenas com a ligacdo ao citoesqueleto de Actina, mas também na regulacéo
de vias de sinalizacao celular, através da fosforilacdo de sitios especificos
como a tirosina 397 (FAK-y397) (PARSONS, J.T., HORWITZ, AR,
SCHWARTZ, M.A., 2010; TILGHMAN, R.W., PARSONS, J.T., 2008). Ja foi
relatado que em CECs, 0 aumento de FAK esta correlacionado a diminuicao de
P53 (ROSADO, P. et al, 2012) e ao aumento de marcadores de proliferagédo
celular (XIA, J. et al, 2009), podendo o aumento de FAK ser considerada como
um fator de predisposicdo para lesdes potencialmente malignas (DE VICENTE,
J.C. et al, 2012). Em nosso estudo, demonstramos que este aumento de
expressao estd associado a uma maior fosforilacdo desta proteina, sugerindo
gque a adesdo celular pode influenciar o comportamento da célula tumoral.
Adicionalmente, o aumento dos niveis de FAK-y397 correlaciona com um perfil
mais contratil da célula e a presenca de fibras de estresse (MIN, J. et al, 2012;

SAMUEL, M.S. et al, 2011), conforme observado neste estudo.

Estes resultados, em concordancia com FRIEDL, P., ALEXANDER, S.,

2011, sugerem que, de acordo com o microambiente em que se encontra, a
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célula tumoral é capaz de modular o seu maquinario protéico relacionado a
migracgéo celular, o que geraria um perfil migratério mais adequado as barreiras
gue o tecido peritumoral impde a célula tumoral. Esta plasticidade morfologica
contribui para a criacdo de diversas rotas e programas de invasdo tumoral,
aumentando a heterogeneidade do tumor e sustentando a disseminacao

metastatica.

A dindmica de proteinas de adesao celular pode ser regulada por fatores
extracelulares, como a organizagdo da matriz extracelular (MEC) do
microambiente tumoral que leva a ativacéo diferenciada de integrinas. A MEC é
formada por um complexo de proteinas e glicoproteinas que séo secretados e
formam uma rede organizada que envolve as células, porém essa composicao
pode variar de tecido para tecido (BANERJEE, A.G. et al, 2003). Além de
propiciar a sustentagdo dos tecidos, a MEC desempenha um papel essencial
no desenvolvimento de processos bioldgicos de reparo tecidual e metastase
através da regulacdo da proliferacdo, diferenciacdo, adesdo, migracdo e
expressao génica celular (MORRISON, C.J. et al, 2009; RODRIGUEZ, D;
MORRISON, C.J., OVERALL, C.M., 2009; WESTERMARCK, J.; KAHARI, V.M.,
FASEB, J., 1999; WOLF, K., FRIEDL, P., 2011). Quando observadas em matriz
tridimensional, as células tumorais utilizam diferentes modos de migracdo em
gue se incluem a: 1- migragdo mesenquimal integrina-dependente, relacionada
a adesdo celular a matriz remodelada por metaloproteases (MMPs) e; 2-
migracdo ameboide baseada na contracédo de células mais arredondadas com
fracas adesbes (POINCLOUXA, R. et al, 2011). Adicionalmente, sabe-se que

nos tumores ocorrem alteragées nos niveis de expressdo de MMPs, os quais



40

resultam em modificacdes na topografia da matriz, com consequente acao

sobre o tipo de adeséo entre as células tumorais e a MEC.

Além da topografia da MEC, o perfil inflamatério local também pode
influenciar a distribuicdo de proteinas de adesdo. Células tumorais de
adenocarcinoma de pulmao, apds serem estimulados por interleucina1p (IL-1B)
e fator de crescimento transformador 3 (TGF-B3) reduziram significativamente
a expressao de E-caderina e aumentaram a capacidade de migracéo e invasao
em diferentes matrizes (PETRELLA, B.L.; ARMSTRONG, D.A., VINCENTI,
M.P., 2012). IL-6 também é capaz de induzir EMT em linhagens tumorais da
regido de cabeca e pescoco, também levando ao aumento da expressao de
vimentina e diminuicdo da expressdo de E-caderina (YADAV, A..et al, 2011).
Em outro estudo in vitro realizado por (LIN, C.Y., 2006), foi demonstrado que
MECs produzidas a partir de macréfagos estimulados com acetato de
forbolmiristrol (PMA) ou lipopolissacarideos (LPS) foram capazes de alterar a
morfologia de células tumorais de hepatocarcinoma, passando de um formato
epitelidide para um arranjo mesenquimal. Também foi observado que essas
células cultivadas nesses meios condicionados tiveram um aumento
significativo na sua capacidade de migracdo e invasdo e uma diminuicdo na
expressdo de E-caderina e B-catenina, proteinas associadas a adesao celular

(LIN, C.Y. et al, 2006).

Outra possibilidade para a expressdo diferenciada de E-caderina,
Vinculina e FAK, pode ser a modificacdo na sinalizacdo intracelular

desencadeada por proteinas regulatérias como, por exemplo, as GTPases
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RhO. Cada etapa da migracéo celular é regulada por GTPases de baixo peso
molecular pertencentes a familia Rho (de Ras-homology), que desempenham
um papel fundamental nesse processo. Estas proteinas ciclam entre um estado
inativo (ligadas a GDP) e um estado ativo (ligadas a GTP). Quando ativadas,
exercem seus efeitos por meio de uma vasta quantidade de proteinas efetoras.
Entre as GTPases mais expressas encontra-se a proteina Racl, que esta
principalmente envolvida na formacdo de lamelipddios e complexos focais
(adesdes imaturas), enquanto RhoA esta envolvida principalmente na
maturacdo de adesdes através do aumento da contratilidade celular (RIDLEY,
AJ. etal, 1992; RIDLEY A.J., HALL, A., 1992). O balanco reciproco entre estas
duas GTPases determinaria a morfologia celular e 0 comportamento migratorio
(CRAMER, L.P., 2010; HERBRAND, U., AHMADIAN, M.R., 2006). A presenca
de uma maior quantidade de fibras de estresse e o aumento da fosforilacdo de
FAK, sugerem que as células tumorais apresentam um aumento na atividade

de RhoA.

A ativacdo das RhoGTPases, principalmente RhoA e Racl, estdo
associados a uma maior capacidade de invasdo e migracdo de diferentes
tumores, e a expressao elevada dessas proteinas tem sido associada a um pior
prognoéstico dos pacientes (GEST, C. et al, 2013; ZHU, Y. et al, 2013). Em
linhagens de tumor maligno de mama, apds a ativagcdo da via de sinalizagao
Whnt por Wnt5a, aumentou a expressédo de RhoA e Racl, levando a uma maior
capacidade de migracdo dessas linhagens celulares (ZHU, Y. et al, 2013).
Estudos utilizando linhagens de tumores de cabeca e pescoco também tem

demonstrado que a ativagcdo de RhoA e Racl levam ao aumento da
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capacidade invasiva e migratoria desse tipo de tumor, e tumores que
apresentam expressdo aumentada dessas duas proteinas estdo associadas a
aumento de metastases e pior prognostico (CHANG, K.W. et al, 2013; LAl,

S.Y., 2008; LIU, S.Y. et al, 2004; PATEL, V. et al, 2007).
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6. CONCLUSOES

A analise das amostras de lesdes de carcinoma espinocelular oral de
pacientes demonstrou que, de acordo com a regido, ocorrem modifica¢cdes nas
adesdes célula-célula, adesédo célula-matriz e organizacdo do citoesqueleto.
Foram observadas as seguintes alteragfes:

- as células tumorais apresentam uma reorganiza¢do do citoesqueleto
de Actina, com o0 aumento da presenca de fibras de estresse;

- no centro do tumor e na zona de invasdo ocorre uma diminuicdo da
expressao de E-caderina no contato célula-célula e perda de co-localizacéo
com Actina

- a proteina Vinculina apresenta expressao diminuida no centro do tumor
e na zona de invasdo

- observa-se um aumento da fosforilagdo da proteina FAK no residuo

y397 nas zonas de invasao e no centro do tumor
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depende de variagGes de concentracdo de proteinas de adesdo bem como de suas formas ativas e/ou
inativas. Algumas proteinas podem aumentar ou diminuir sua expressao quando mutadas como forma de
adaptacdo para novos ambientes nos quais podem vir a se instalar como, por exemplo, em casos em que

ocorram metastases a distancia.

Objetivo da Pesquisa:
O objetivo do presente trabalho é descrever o padrao de expressao e de regulacdo da atividade das
proteinas de adesdo em amostras de tumores com diferentes niveis de invasividade e diferenciacdo e

analisar o perfil de ativacdo dessas proteinas de adesdo.



Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
O projeto aponta riscos e beneficios de forma adequada.

Enderego: Av. Paulo Gama, 110 - 2° andar do Prédio da Reitoria - Campus Centro

Bairro: Farroupilha CEP: 90.040-060

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: (51)3308-3738 Fax: (51)3308-4085 E-mail: etica@propesq.ufrgs.br
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& UNIVERSIDADE FEDERQ%“W

UFRGS R0 GRANDE DO SUL '

UNIVERSIDADE FEDERA

DO MO CRANDE DO SUL REITORIA DE PESQUISA -

Comentarios e Considerac6es sobre a Pesquisa:

O estudo possui mérito cientifico e 0 mostra mbasamento sélido. Ha justificativa sobre tamanho de amostra,
cronograma e orgamentos estéo adequados.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Todos os termos de apresentacéo obrigatéria exigidos sdo apresentados.
Recomendacgdes:

O projeto encontra-se em condi¢des de aprovacgéo.

Conclus6es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O projeto encontra-se em condi¢des de aprovagao.

Situagéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Néo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Encaminha-se.

PORTO ALEGRE, 08 de Marco de 2013

Assinador por: José
Artur Bogo Chies
(Coordenador)

Endereco: Av. Paulo Gama, 110 - 2° andar do Prédio da Reitoria - Campus Centro

Bairro: Farroupilha CEP: 90.040-060

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: (51)3308-3738 Fax: (51)3308-4085 E-mail: etica@propesq.ufrgs.br
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ANEXO 2

BIORREPOSITORIO DA PATOLOGIA BUCAL
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Av. Ramiro Barcelos, 2492 Sala 503

(51) 3308 5023

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé serd submetido a uma cirurgia para fins de diagndstico ou tratamento. O cirurgido
ird remover um fragmento de tecido para realizar alguns exames. O resultado destes exames
serd utilizado para melhor planejar seu tratamento. Apos os testes, 0 material que sobrar sera
descartado (jogado no lixo).

NOs gostariamos de guardar o tecido restante para pesquisas, que sera coletado no
bloco cirdrgico durante sua cirurgia. Se vocé concordar, este tecido sera armazenado e podera
ser usado em pesquisas que nos ajudardo a melhor entender as doencas bem como a
prevencao e o desenvolvimento de novos tratamentos.

Dados sobre a pesquisa realizada com seu tecido e/ou sangue ndo estardo disponiveis
para vocé ou seu cirurgido e estes dados ndo serdo anexados ao seu prontuario. A pesquisa
nado terd nenhuma repercusséo no seu tratamento.

A escolha do armazenamento do tecido no Biorrepositdrio para pesquisas futuras € sua.
Seu tratamento nédo sera afetado independentemente da sua escolha. Caso decida autorizar
0 armazenamento do seu tecido, vocé poderda mudar de idéia a qualquer momento. Para isso
vocé deve entrar em contato com a administracdo do Biorrepositorio e solicitar a retirada do seu
tecido.

No futuro, pesquisadores poderéo precisar de informag6es sobre sua salde. Estes dados
serao fornecidos pela administracdo do Biorrepositério, porém sem conter seu nome, endereco,
nimero de telefone ou qualquer outra informagdo que permita o pesquisador ou outro membro
da pesquisa identifica-lo.

O tecido e/ou sangue poderdo ser utilizados para pesquisas genéticas (estudo de
doengas que ocorrem entre familiares). Se seu tecido e/ou sangue forem utilizados para este
tipo de pesquisa, os resultados nédo serdo colocados no seu prontuario. Seu tecido e/ou sangue
serdo usados somente para pesquisa e ndo serdo vendidos . Nao ha riscos adicionais além da
cirurgia jA programada pelo seu cirurgido. A equipe de administracdo do Biorrepositorio
compromete-se a manter em sigilo as informacdes que possam identifica-lo, como nome,
endereco e numero de telefone.

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

Fui igualmente informado da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou
esclarecimento a qualquer duavida dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos
relacionados com a pesquisa.

O professor responsavel pelo Biorrepositério da Patologia Bucal é o Prof. Dr. Manoel
Sant'’Anna Filho (fone: 51-3308 5011). O coordenador deste projeto de pesquisa € o Prof. Dr.
Marcelo Lamers (fone:51-3308 5023).

Qualguer duvida referente a este termo de consentimento podem ser resolvidas
diretamente com os pesquisadores responsaveis ou junto ao comité de Etica da UFRGS (51-
3308-3738) ou ao comité de Etica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (51-3359-8290).

Nome e Assinatura do voluntario

Data: Telefone:

Nome e assinatura do pesquisador

Data: Telefone:

Observagéo: o presente documento, baseado no item 1V das Diretrizes e Normas Regulamentares para Pesquisa em Salde do Conselho
Nacional de Salde (resolugdo 196/96), serd assinado em duas vias, de igual teor, ficando uma em poder do paciente e a outra da

administracéo do Banco de Tecidos.
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ANEXO 3

TERMO DE CONFIDENCIALIDADE

Titulo do projeto: “Analise da correlagdo entre o grau de diferenciacdo de
lesGes bucais e a regulagao de proteinas de adesao celular”

Pesquisador responsavel: Marcelo Lazzaron Lamers

Instituicdo/Departamento: Instituto de Ciéncias Basicas da Saude /
Departamento de Ciéncias Morfoldgicas

Telefone para contato: 3308-5023 / 3308-5011

Local de coleta de dados: Comités de Bioética

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a privacidade
dos sujeitos da pesquisa. Concordam, igualmente, que estas informacdes serdo utilizadas
Unica e exclusivamente para execucdo do presente projeto. As informacSes somente
poderdo ser divulgadas de forma andnima e serdo mantidas no Departamento de Ciéncias
Morfolégicas por um periodo de 5 anos sob a responsabilidade do Prof. Marcelo Lazzaron
Lamers. Apds este periodo, os dados serdo destruidos. Este projeto de pesquisa foi
revisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS em ...... I , COM o

numero do CAAE .........ocoovvveeeininn.

Porto Alegre, __ de de 2012.

Prof. Dr. Marcelo Lazzaron Lamers.

%Ma/a )/25(/-—’/7

Prf Dr Marcelo Lazzaron Lamers



ANEXO 4
PRONTUARIO

Local do Exame: Dia:

Entrevistador:

1. Dados Pessoais

1.1. Nome

1.2. ldentidade

1.3. Endereco

1.4. Telefone

1.5. Sexo: 1 masc () 2fem ()
1.6. Qual sua data de nascimento: 1.7 Qual sua idade hoje
1.7. A'suaraga ou cor é

1()branca 2()negra 3() parda 4()amarela
5() indigena

1.9. Vocé esta: 1 () casado 2 () solteiro 3() divorciado 4 () vitvo
1.10: Vocé é alfabetizado 1 () sim 2() ndo
1.11. Vocé estudou até:

1 () nuncaestudou 2() 1-4 série 3() 5-8 série 4() 2 grau incompleto 5() 2 grau completo 6 () superior
incompleto 7 (') superior completo

2. Habitos de Higiene Bucal

2.1. Com que freqiiéncia vocé escova seus dentes

1 () uma vez por semana 2() 2-5 vezes por semana 3() uma vez por dia
4( ') mais de uma vez por dia 5 () nunca escova

2.2. Vocé divide a sua escova com outras pessoas

1() sim 2 () nédo

2.3. O que vocé usa para limpar seus dentes

1()nada 2()palito 3()fiodental 4()outro

2.4. Vocé usa algum produto para bochecho
1()ndo 2()sim. Qual? Ha quanto tempo?
2.5. Com que freqiiéncia

1 () uma vez por semana 2 () 2-5 vezes por semana 3() uma vez por dia
4 () mais de uma vez por dia 5 () nunca usa

56
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2.6. Quando iniciou 0 uso?
1 () antes 2 () depois do diagnéstico de cancer
2.7. Quando foi a Ultima vez que vocé foi ao dentista

1 () muitos anos atrds 2 () 1-3 anos atras 3() menos de 1 ano atras
4 () ndo lembra 5 () nunca visitou

3.Percepcdo das Condigdes Bucais e Atitudes

Nos ultimos 12 meses,voce teve: frequent 4&svzs raro nunca
3.1 mau halito,gosto ruim, mau cheiro 1() 1(0) 1) 10
3.2 dor de dente 2() 20)  20) 20)
3.3 dentes frouxos 3() 30) 30 30
3.4 apertamento 4() a0) 40 40
3.5 sensagdo de boca seca 5() 5() 5() 5()
3.6 dor enquanto escova 6() 6() 6() 6()
3.7 feridas nas gengivas 70) 70 70) 70
3.8 sangramento nas gengivas 8() 8() 8() 8()

4. Fatores comportamentais

4.1. Vocé fuma atualmente 1() sim 2()ndo 3.2 Tipo

4.3 Quantos cigarrros por dia 4.4 Ha quantos anos
4.5 Vocé fumou anteriormente 1 () sim 2() néo

4.6 Quantos cigarros por dia 4.7 Por quantos anos

4.8 Quanto tempo faz que vocé parou de fumar

4.9 Voceé toma chimarrdo 1() frequentemente 2() algumas vezes 3() rararamente 4( ) nunca

4.10 Vocé ingere bebidas alcolicas 1( ) frequentemente 2() algumas vezes 3() rararamente 4() nunca

4.11 Qual tipo de bebida 1() nenhum 2() cerveja 3() cachaga 4() vinho
5() outros

4.12 Quantas doses/copos vocé ingere por semana

5. Fatores Psicossociais

Nos Gltimos 3 anos, vocé teve: Sim Néao Néo sei
5.1. um problema sério de salde 1() 2() 3()

5.2. um problema sério de saide na 1() 2() 3()
familia

5.3. morte de alguém préximo 1() 2() 3()

5.4 algum outro problema que tenha 1() 2() 3()

afetado vocé



Em relagéo a seu presente trabalho:

5.5 Quantas vezes por semana vocé trabalha horas
() desempregado

() aposentado,do lar

5.6 Vocé esteve desempregado por mais de 3 meses no ultimos 3 anos
1()sim 2()néo

5.7 Se esteve, por quanto tempo meses

5.8 Vocé acha que os ganhos mensais de sua familia

1 () néo séo suficientes para pagar suas contas 2(') apenas para pagar as contas
3 () suficiente para pagar as contas e economizar um pouco

5.9 Vocé considera a sua qualidade de vida

1() muito ruim 2() ruim 3() razoavel 4()boa 5() muito boa

6. Nivel Socieconomico

6.1. Quanto vocé recebe por més
1()até1SM 2()1-2SM 3()2-3SM () 43-5SM ()55-10SM ()610-20SM ()7 +20SM () 8néo
respondeu () 9 nao recebe salario

Quantas ...voc& possui: ndopossui 1 2 3 4ou+
6.2 Tv coloridas O O O 0O 0
6.3 radios O O O O 0
6.4 banheiros O O 0O O 0
6.5 automéveis 0 0 O O 0
6.6 empregadas 0 O O O 0
6.7 aspiradores de po O O O O 0
6.8 maquina de lavar O O O 0O 0
6.9 DVD O 0 O 0O 0O
6.10 geladeiras O O O O 0O
6.11 freezer O O O 0O 0
6.12 computador O O 0O O 0
6.13 microondas O O O O 0

6.12 Quantas pessoas Vocé sustenta economicamente_____ pessoas

6.13 Quantas pessoas Moram comvVocé ____ pessoas

7. Histéria Médica



Vocé tem Sim Néo Nao sei

7.1 Diabetes 0O O O
7.2 Asma, alergia a alimentos,p6s, etc ) @] 0
7.3 Doenga cardiaca ou renal 0 0 0
7.4. Artrite 0 0 0
7.5 Outro problema de satde O O 0

( HIV,hepatite)
7.6. Vocé estd usando alguma medicagdo 1 () sim 2 () nao

7.7. Qual




ANEXO 5

Ficha de Informag6es dos Pacientes HCPA

Paciente nimero

Leito

Sexo () 1 masculino () 2 feminino

Prontudrio

Data da Cirurgia

Localizag&o do Tumor

Estadiamento

Tumor Primario () 1

Tumor:
Tamanho

Metastase () 2

Macroscopia

Numero do AP

Graduacdo HP

Numero de fragmentos:

NUmero no Biorrepositério
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