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Resumo VI

INTRODUCAO: O cancer de cavidade oral representa o sexto tipo de cancer mais
incidente no mundo, sendo 0s mecanismos patogénicos da doenca e sua relagdo com
desordens potencialmente malignas, ainda pouco esclarecidas. Apesar de evidéncias
indicarem o envolvimento galectinas 1,3,9 (Gal-1, Gal-3, Gal-9) e metaloproteinase 3 (MMP-
3) bem como mastdcitos, na progressdao do cancer e metastase, essa ligacdo permanece
largamente desconhecida, sendo necessarios mais estudos a fim de reconhecer o real
envolvimento das proteinas e células citadas acima em desordens potencialmente malignas
(DPM) e carcinomas de células escamosas de cavidade oral (CCE oral) em humanos.
OBJETIVOS: Avaliar e quantificar os mastocitos e analisar in situ a expressdo de Gal-1,
Gal-3, Gal-9 e MMP-3 envolvidas em DPM e CCE oral comparando-as com o grupo controle.
MATERIAL E METODOS: Foram selecionados 80 casos de lesbes orais e 13 casos
normais obtidos entre 1999 e 2009 no Servigo de Anatomia Patolégica do Curso de
Odontologia da UNIUBE, e no Laboratério de Anatomia Patolégica e Citopatologia —
PATMED/Uberaba, sendo 40 casos de CCE oral, 20 casos de leucoplasia oral, 20 casos de
liquen plano oral e 13 casos do grupo controle. Foi realizada a coloracéo de azul de toluidina
para a quantificacdo dos mastocitos. Para técnica de imunohistoquimica foram utilizados
anticorpos anti-Gal-1, anti-Gal-3, anti-Gal-9 e anti-MMP-3 sendo que a densidade de células
imunomarcadas foi expressa em mm®. RESULTADOS: a densidade de mastdcitos foi
significativamente menor nos pacientes com leucoplasia oral e CCE oral quando comparado
ao grupo controle (p= 0,018). Expressdo de Gal-1 foi significativamente menor nos pacientes
com leucoplasia oral quando comparado com os pacientes com CCE oral e com o grupo
controle (p=0,0001). A Gal-3 foi significativamente maior nos pacientes com leucoplasia oral
guando comparados com os pacientes com CCE oral (p=0,032). E comparado a Gal-3 com
grau de malignidade esta foi significativamente menor nos casos de CCEoral de grau | quando
comparadas com o grupo controle (p=0,001). A Gal-9 foi significativamente maior nos
pacientes com CCE oral comparado com os demais grupos (p=0,0001). A imunomarcagdo
para MMP-3 foi significativamente maior nos pacientes com liquen plano oral comparado
com os casos de leucoplasia oral (p=0,013). CONCLUSAO: A expressdo aumentada de Gal-
9 permitiu diferenciar CCE oral das DPM. Nossos achados apontam que essas lesdes orais de
alguma forma diminuem a presenca de mastocitos nestes tecidos, assim como, aumentam a
expressdo de MMP3 no liquen plano. A expressdo dos demais marcadores investigados foi
distinta no liquen plano na leucoplasia e no CCE oral. Assim, conhecer como estas proteinas
sdo expressas pode colaborar para o melhor entendimento das aplicagdes diagndsticas e
terapéuticas dessas moléculas.

PALAVRAS CHAVES: Galectinas; Metaloproteinases; Mastocitos, Carcinoma oral de

celulas escamosas; Leucoplasia oral; Liquen plano oral.




Abstract Vil

BACKGROUND: The oral cavity cancer is the sixth most frequent cancer worldwide, and
the pathogenic mechanisms of the disease and its relationship with potentially malignant
disorders, are still unclear. Despite evidence indicating the involvement 1,3,9 galectins (Gal-
1, 3 Gal-, Gal-9), metalloproteinase 3 (MMP-3) and mast cells in cancer progression and
metastasis, this relation remains largely unknown. More studies are necessary in order to
recognize the real involvement of proteins and cells in the aforementioned potentially
malignant disorders (MPD) and squamous cell carcinomas of the oral cavity (oral SCC) in
humans. OBJECTIVES: To assess and quantify mast cells in situ and analyze the expression
of Gal-1, Gal-3, Gal-9 and MMP-3 and DPM involved in oral SCC compared with the control
group. MATERIAL AND METHODS: We selected 80 cases of oral lesions and 13 normal
cases obtained between 1999 and 2009 in the Department of Pathology of the School of
Dentistry UNIUBE, and Laboratory of Pathology and Cytopathology - PATMED / Uberaba,
40 cases of oral CCE, oral leukoplakia in 20 cases, 20 cases of oral lichen plane and 13 cases
in the control group. Staining was performed with toluidine blue for the quantitation of the
mast cells. For immunohistochemistry were used anti-Gal-1, anti-Gal-3, anti-Gal-9 and anti-
MMP-3 and the density of immunostained cells was expressed in mm2. RESULTS: The
density of mast cells was significantly lower in patients with oral leukoplakia and oral CCE
when compared to the control group (p = 0.018). Gal-1 expression was significantly lower in
patients with oral leukoplakia when compared with oral CCE patients and the control group (p
= 0.0001). The Gal-3 was significantly higher in patients with oral leukoplakia when
compared with patients with oral CCE (p = 0.032). And compared to Gal-3 with this
malignancy was significantly lower in oral CCE grade | when compared with the control
group (p = 0.001). The Gal-9 was significantly higher in oral CCE patients compared with the
other groups (p = 0.0001). The immunostaining for MMP-3 was significantly higher in
patients with oral lichen planus compared with cases of oral leukoplakia (p = 0.013).
CONCLUSION: Increased expression of Gal-9 oral CCE allowed differentiation of oral
DPM. Our findings indicate that these oral lesions otherwise diminish the presence of mast
cells in these tissues, as well as increase the expression of the MMP3 oral lichen planus. The
expression of other markers investigated was distinct in oral lichen planus in oral leukoplakia
and CCE. So knowing how these proteins are expressed can contribute to the better
understanding of the applicability of these diagnostic and therapeutic molecules.
KEYWORDS: Galectins; Metalloproteinases; Mast cells, Oral squamous cell carcinoma,
Oral leukoplakia, Oral lichen planus.
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Introducéo

1.1 Neoplasias malignas

O problema do céancer no Brasil ganha relevancia pelo perfil epidemiolégico que essa
doenca vem apresentando, e com isso, 0 tema tem conquistado espaco nas agendas politicas e
técnicas de todas as esferas de governo. O conhecimento sobre a situagdo dessa doenca
permite estabelecer prioridades e alocar recursos de forma direcionada para a modificacdo
positiva desse cenario na populacdo brasileira (BRASIL, 2012).

Assim, nas Ultimas décadas, o cancer ganhou uma dimensdo maior, convertendo-se em
um evidente problema de satde puablica mundial. A Organizagdo Mundial da Saide (OMS)
estimou que, no ano 2030, podem-se esperar 27 milhGes de casos incidentes de cancer, 17
milhdes de mortes por cancer e 75 milhGes de pessoas vivas, anualmente, com céncer. O
maior efeito desse aumento vai incidir em paises de baixa e média renda (BRASIL, 2012).

Aproximadamente 10% dos tumores malignos que ocorrem no corpo humano estéo
localizados na boca (PINHEIRO et al.,, 1998), sendo esse, 0 sexto tipo de cancer mais
incidente no mundo (SYRJANEN, 2005).

De acordo com o Instituto Nacional de cancer (INCA), na distribuicdo proporcional
dos dez tipos de cancer mais incidentes, estimados para 2012 por sexo, exceto pele ndo
melanoma, o cancer de cavidade bucal representa 5,1%, sendo o quarto tipo de cancer mais
acometido em homens (BRASIL, 2012).

Em comparacdo com as neoplasias malignas da pele, aquelas que ocorrem na cavidade
oral apresentam progndstico pior, com morbimortalidade elevada, devido a grande
vascularizagdo dessa area, que propicia a disseminacdo neoplasica, e ao tratamento, que pode
provocar mutilagcdo nos pacientes. (GABRIEL et al., 2004; CH'NG et al., 2006).

Estimam-se 9.990 casos novos de cancer da cavidade oral em homens e 4.180 em
mulheres, para o Brasil, no ano de 2012. Esses valores correspondem a um risco estimado de
10 casos novos a cada 100 mil homens e 4 a cada 100 mil mulheres. Nove de cada 10
canceres da cavidade oral e orofaringe sdo carcinomas de células escamosas (BRASIL, 2012).
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1. Introducao

Os carcinomas de células escamosas (CCEs) sdo neoplasias malignas originadas do
epitélio escamoso e podem ser bem diferenciados, moderadamente ou pouco diferenciados, ou
ainda indiferenciados. Esses tumores podem ocorrer na pele (local mais frequente), boca,
laringe, esdfago e colo uterino, locais esses revestidos por epitélio escamoso, ou no contexto
de metaplasia escamosa, em que o epitélio original sofre transformacdo para epitélio
escamoso, como é observado nos casos de CCE bronquico (CH'NG et al., 2006).

Apesar de ainda ndo haver uma clara compreensdo da etiologia do cancer, varios
fatores determinantes tém sido detectados e investigados. O conhecimento dos fatores de risco
constitui a base para uma prevencéo efetiva da doenca. Mesmo sendo o cancer de boca uma
doenca multifatorial, o tabaco e o &lcool séo os dois fatores de risco mais importantes ndo so
para 0 desenvolvimento da neoplasia, como também para seu progndstico
(BUNDGAARD; BENTZEN; WILDT, 1994).

Cancro oral é caracterizado por um elevado grau de capacidade de invasdo local e uma
elevada taxa de metastases para nédulos linfaticos cervicais. A morte como resultado de um
cancer é geralmente o resultado de recorréncia local ou metastases regionais e/ou
sistémica. Deste modo, a metastase é o problema extenuante no tratamento do cancro com
sucesso, e acredita-se que eles comegam no crescimento do tumor primario (VICENTE et al.,
2005).

O estagio inicial do cancer de células escamosas é denominado carcinoma in situ, isto
é, as células cancerosas estdo presentes apenas no epitélio, diferente de carcinoma de células
invasivas, onde as células cancerosas se desenvolvem nas camadas mais profundas da
cavidade oral ou orofaringe (BRASIL, 2012).

As classificagdes histopatoldgicas para os carcinomas de células escamosas (CCE) da
cavidade oral surgiram na tentativa de explicar o comportamento bioldgico discrepante de
tumores com caracteristicas clinicas semelhantes (LOURENCO et al., 2007).
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A classificacdo histopatologica de malignidade proposta pela OMS, em 2005, baseou-
se no grau de diferenciagdo celular e permitiu o agrupamento dessa neoplasia maligna em trés
categorias. Os carcinomas de células escamosas de cavidade oral (CCE oral) puderam, entdo,
ser classificados em pouco, moderadamente e bem diferenciados. Os bem diferenciados (Grau
I) foram assim denominados quando sua arquitetura tecidual se assemelhou a um padrédo
normal de epitélio escamoso. Os CCEs moderadamente diferenciados (Grau Il) apresentaram
certo grau de pleomorfismo nuclear, atividade mitética e pouca ceratiniza¢do. Ja aqueles que
se mostraram pouco diferenciados (Grau Ill), caracterizaram-se pelo predominio de células
imaturas, numerosas mitoses tipicas e atipicas, bem como minima ceratinizacdo (BARNES et
al., 2005).

1.2 LesBes pré-malignas

As lesdes pré-malignas ou lesbes precursoras do cancer sdo alteracdes teciduais que
podem assumir o carater de tumor maligno, a qualquer tempo, mas, por outro lado, podem
permanecer estaveis por um consideravel periodo de tempo (DUMIC; DABELIC; FLOGEL,
2006).

Os termos pré-cancer, lesdes precursoras, pré-malignas, neoplasia intra-epitelial,
potencialmente maligna, lesdes pré-cancerosas, e condi¢fes pré-malignas, tem sido utilizados
amplamente na literatura internacional para descrever lesées com potencial de se tornarem um
cancer. Entretanto, a Organizacdo Mundial da Saude, recomenda a utilizagdo do termo
“desordens potencialmente malignas” (DPM), para estas lesdes (NAPIER, SPEIGHT, 2008;
VAN DER WALL, 2009).

As desordens orais potencialmente malignas (DPM) podem ser caracterizadas como
lesbes com risco de crescimento celular descontrolado e transformagdo em cancer, seguida
pela perda do funcionamento normal dos tecidos. O processo patoldgico dessas desordens
afetas principalmente o epitélio escamoso estratificado que reveste toda a cavidade oral e
orofaringe (SILVERMAN JR; GORSKY; KAUGARS, 1996).
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O conceito de algumas lesdes da mucosa oral a serem consideradas “pré-cancerosas”
estd baseado em algumas evidéncias descritas de acordo com a classificacdo de
Warnakulasuriya, Johnson e VVan Der Waal (2007):

e Estudos longitudinais de areas de tecido com alteragGes na aparéncia clinica,
identificadas primeiramente como “pré-cancerosas”, se malignizaram durante o
acompanhamento clinico.

e Algumas destas alteragdes, principalmente as que exibem aspecto branco e/ou
vermelho, sdo vistas nas margens de carcinomas de células escamosas.

e Partes destas lesdes podem apresentar mudancgas morfologicas e citoldgicas de
malignizacéo, contudo, sem franca invasao do tecido conjuntivo.

e As alteragbes cromossomicas, moleculares e do genoma encontradas em
carcinomas orais invasivos sdo detectadas nestas lesdes.

e As manifestacdes clinicas mais frequentes da DPM sdo as leucoplasias
relacionadas ao processo bioquimico de hiperceratose. A hiperceratose leva ao
aparecimento de uma macula ou placa branca que ndo pode ser removida da
superficie mucosa pela raspagem.

Leucoplasia é um termo clinico utilizado para denominar uma placa
predominantemente branca da mucosa oral, ndo removivel a raspagem, que nao pode ser
classificada clinicamente em qualquer outra entidade. Sua superficie pode apresentar-se lisa,
rugosa ou verrucosa, sendo a lesdo precursora mais frequente da boca (GABRIEL et al.,
2004). As mudangas microscopicas que ocorrem nas leucoplasias variam de uma simples
hiperceratose a um carcinoma de células escamosas em fase inicial. Embora uma lesdo mista
vermelha e branca possa ter uma chance maior de apresentar alteragdes displasicas, a
aparéncia clinica de uma leucoplasia ndo é indicativa de seu aspecto microscépico
(LUMERMAN, FREEDMAN, KERPEL, 1995; NEVILLE et al., 2004).

A taxa de transformacgdo maligna de leucoplasia varia de 0% a 20%, sendo em media
de 5% (BUNDGAARD; BENTZEN; WILDT, 1994). Esta alta prevaléncia da leucoplasia oral
requer atencdo especial dos cirurgifes-dentistas que podem, ao exame clinico, identificarem
areas suspeitas e diagnostica-las, pois, devido ao seu risco de transformagdo maligna, requer
intervencdo terapéutica adequada, a qual inclui identificagdo e remocdo dos fatores de risco,
bem como controle periddico do paciente, devido a possibilidade de recidivas
(GABRIEL et al., 2004).
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Liquen plano oral (LPO) é uma dermatose inflamatéria cronica, com clinica e
histopatologia caracteristicas. No entanto, sua etiologia e a patogenia permanecem obscuras.
A origem viral é considerada em funcdo de achados de corpos de inclusdo na microscopia
eletronica. Outras etiologias aventadas sdo a predisposicdo genética (ocorréncia familiar),
alteracOes psicogénicas, imunoldgicas e neurolégicas (SAMPAIO; RIVITTI, 2001).

Embora se acredite que o LPO seja uma doenca autoimune, mediada por células T, sua
causa permanece desconhecida (SUGERMAN et al., 2000). Evidéncias atuais sugerem que a
doenca esteja relacionada a uma alteracdo da imunidade mediada por células, precipitada por
fatores enddgenos ou exdgenos, resultando em uma resposta alterada a autoantigenos
(THORNHILL, 2001; CARROZZO et al., 2004).

O potencial de transformacao maligna do LPO, além de suas caracteristicas clinicas e
possiveis relagdes com alteracdes sistémicas, foi avaliado apds acompanhamento de 723
pacientes com a doenca num periodo de seis meses a oito anos. Nesse estudo o autor
constatou que houve o desenvolvimento do carcinoma epidermdide em locais previamente
diagnosticados como liquen plano em 0,8% dos pacientes avaliados. Frente a isto, 0 autor
afirma ser fundamental o acompanhamento periddico dos pacientes com LPO, devido ao
aumento do risco de desenvolvimento do carcinoma de células escamosas em locais
acometidos pela doenca (EISEN et al., 2002).

Contudo, ainda ndo se sabe com certeza o0 porqué de tal transformacgéo acontecer.
Atualmente existem evidéncias suficientes comprovando que processos inflamatérios
cronicos, como € o caso do LPO, criariam um micro-ambiente baseado em citocinas capazes
de influenciar a sobrevida das células, além do seu crescimento, proliferacdo e diferenciagéo,
contribuindo consequentemente com a iniciagdo, promocao e progressao do cancer. Por outro
lado, alguns autores, acreditam que tal transformacdo seja favorecida por alteracdes na
expressao de proteinas que regulam os mecanismos de apoptose (MIGNOGNA, 2004).

Aspectos clinicos caracteristicos do LPO sdo, na maioria das vezes, suficientes para o
diagndstico correto da doenga. Ainda assim, a biopsia associada ao exame histopatologico é
recomendada para confirmar o diagndstico clinico e, principalmente, para excluir a presenca

de atipicas epiteliais ou mesmo indicios de malignidade (FARIA, 2008).




17
1. Introducao

Durante as Ultimas décadas, numerosos estudos tém indicado um aumento no risco de
desenvolvimento de cancer em pacientes com LPO, fazendo com que OMS classificasse esta
doenca como condicdo pré-maligna. Contudo, a associagdo entre o LPO e o CCE oral ainda é
bastante polémica, uma vez que muitos autores acreditam ndo haver dados suficientes que
comprovem tal associagdo. Para estes autores, a grande maioria dos casos de transformacao
maligna ndo poderia ser assim considerada, por ja apresentarem alteracdes sugestivas de
malignidade no momento em que se chegou ao diagnostico inicial de LPO. Ainda assim, ndo
sdo poucos os estudos que destacam o seu potencial de malignizagcdo (EISENBERG, 2000;
RODSTROM et al., 2004).

1.3 Envolvimento dos mastdcitos nas lesbes malignas e desordens potencialmente
malignas

Os mastocitos sdo originados de células progenitoras hematopoiéticas multipotentes
que circulam nos vasos sanguineos e posteriormente migram para 0s tecidos periféricos. Em
sua fase final de diferenciacdo participam ativamente da resposta imune (FREITAS et al.,
2011).

O padrdo de infiltracdo de células inflamat6rias no microambiente tumoral pode
contribuir na progressdao do cancer, na formacdo de metastases e na inibicdo do crescimento
tumoral (BALKWILL, 2004). Em neoplasias os macrofagos, linfocitos, células natural-Killer,
celulas endoteliais, fibroblastos, eosinofilos e mastocitos sdo os elementos celulares mais
comumente encontrados (BALKWILL, 2004; COUSSENS, WERB, 2002; IAMARRON et
al., 2003).

O numero e o tipo de células que compde o infiltrado inflamatdério em neoplasias estdo
relacionados com a producéo local de quimiocinas e outros fatores quimiotaticos pelas células
do tumor e do estroma (BALKWILL, 2004; OLIVEIRA-NETO et al., 2007).

A infiltragdo de leucocitos nos tecidos € um achado comum de muitas condi¢Bes
fisioldgicas e patoldgicas. Populaces especificas de leucdcitos infiltrando os epitélios
escamosos com queratindcitos pré-malignos ou malignos foram recentemente descritas como
tendo um papel significante na patogénese dos carcinomas de celulas escamosas.
(JUNANKAR et al., 2006).
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A densidade de mastocitos em tecidos tem sido estudada usando métodos
colorimétricos histoquimicos, como o azul de toluidina, alcian blue e a imunohistoquimica
utilizando triptase, heparina, quimase e carboxipeptidase A (SHARMA et al., 2010). Alguns
trabalhos mostraram significante correlacdo entre a concentracdo de mastécitos e a
microdensidade vascular em DPM e no CEC oral (IAMAROON et al., 2003; RANIERI et al.,
2002).

Mastdcitos sdo celulas residentes no tecido conectivo normal. Sua densidade varia de
um Orgdo para outro, mas estd constantemente bem representada no trato respiratério. A
hiperplasia de mastécitos foi encontrada em muitos tumores, porém seu significado €
questionavel (BALICA et al., 2007). Dados recentes sugerem que 0s mastdcitos podem ter
papéis opostos na biologia tumoral e que o microambiente pode polarizar essas células para
possuirem efeito tanto promotor quanto inibidor nos tumores (CH'NG et al.,, 2006).
Os mastocitos tém sido relacionados a progressdo tumoral via promogdo da angiogénese
(ELPEK et al., 2001).

Alguns autores sugerem que as células do CCE e os mastocitos podem controlar a
resposta angiogénica pela liberacdo de VEGF (SAWATSUBASHI et al., 2000). Embora os
mastdcitos sejam associados & promocdo de angiogénese em alguns tumores malignos,
especialmente do trato aerodigestivo, pouco € conhecido sobre sua atua¢do nos CCEs orais
(IAMAROON et al., 2003). Recentemente, a triptase dos mastdcitos foi identificada como
outro potente fator pré-angiogénico nos tumores, e seu papel tém sido estudados em varios
tipos de canceres (ELPEK et al., 2001; BENITEZ-BRIBIESCA et al., 2001; IAMAROON et
al., 2003). Alguns trabalhos mostraram significante correlacdo entre a concentracdo de
mastocitos e a microdensidade vascular em lesdes pré-neoplasicas e no CCE oral e sugeriram
que 0s mastocitos aumentam a angiogénese nesses tumores via triptase
(IAMAROON et al., 2003; RANIERI et al., 2002). Estudos in vivo tém demonstrado que ha
infiltracdo e degranulacdo sequencial de mastdcitos durante a carcinogénese dos CCEs e que a
sua ativacdo tem correlagcdo estreita com as distintas fases de hiperqueratose, displasia,
carcinoma in situ e carcinoma oral invasivo (SYDNEY et al., 2006).




19
1. Introducao

1.4 Envolvimento das Galectinas 1, 3 e 9 nas lesdes malignas e desordens potencialmente
malignas

Estudos tém apontado que algumas proteinas derivadas das lectinas, como as
galectinas, estdo presentes em células normais e tumorais e que estas proteinas estdo
envolvidas na modulacdo de diversas funcGes celulares, inclusive na progresséo de neoplasias
(LANGBEIN et al., 2007).

Proteinas que pertencem a uma familia de lectinas, denominadas galectinas (Gal), que
mostram alta afinidade para residuos B-galactosideos, participam na migracdo, adesdo e
proliferagdo das células (OLIVEIRA-NETO et al., 2007). Existem 14 tipos de galectinas
encontradas em mamiferos participando de diferentes fenémenos bioldgicos, como interacdo
celula-célula e célula-matriz extracelular, diferenciacdo celular, angiogénese, apoptose e
inflamagdo (DUMIC, DABELIC, FLOGEL, 2006; BRUSTMANN, 2006). Alguns estudos
apontam que as galectinas tem um papel importante na ativacdo dos mastécitos (CHEN et al.,
2009) ja outros estudos experimentais demonstraram que a Gal-3 pode induzir a apoptose de
mastocitos (SUZUKI et al., 2008). As galectinas tém emergindo como promissoras na
compreensdo de inimeras doencas, incluindo o cancer (BALKWILL, 2004).

As Galectinas se ligam em proteinas localizadas na superficie da célula tumoral,
células endoteliais, células-T, e podem ainda se ligar em proteinas da matriz extracelular. Elas
podem estar presentes no interior das células tumorais onde desempenham fungdes
anti-apoptoticas e aumentar a sinalizagdo intracelular, que resulta na expressao desregulada de
genes envolvidos no tumor progressao. As galectinas mais extensivamente estudadas tém
sido a galectina-1 (Gal-1) e a galectina-3 (Gal-3), e alguns estudos apontam que estas
proteinas podem ter efeitos profundos sobre o crescimento e no papel bioldgico funcional das
células (BRAEUER et al., 2012).

A funcdo in vivo da Gal-1 é incerta, porém em estudos com inibidores dessa lectina em
ratos, houve uma inibigdo do processo inflamatorio agudo, por provavel reducéo do influxo de
polimorfonucleares no local (CAMBY et al., 2002). Niveis plasméaticos aumentados de Gal-1
e Gal-3 foram encontrados em pacientes com carcinomas de células renais quando
comparados com grupo controle, os autores sugerem que tanto a Gal-1 quanto a Gal-3 podem
representar um instrumento Util para a deteccdo primaria do céncer renal
(KANEKO et al., 2007).
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Estudo em CCE da lingua mostrou que a expressdao de Gal-1 e Gal-3 estiveram
presentes em 87,7% dos casos e foi significativamente correlacionada com metastase. Os
autores sugerem que estas proteinas tém uma participacdo na carginogénese oral e ainda que
estas moléculas possam ser utilizadas como marcadores de comportamento bioldgico e
progressdo tumoral (ALVES et al., 2011).

Gal-1 estd amplamente distribuida em tecidos normais e patoldgicos e parece ser
funcionalmente pleiotrépica, podendo agir na regulagdo da proliferacdo e diferenciacdo
celular e apoptose, interferindo assim na transformacdo e crescimento tumoral.
(BREWER, 2002). Além disso, ela modula as fung¢Ges das células imunes por controlar a
proliferacdo e a apoptose de células T efetoras, bem como o bloquear a ativagdo das mesmas
(PERILLO, PACE, SEILHAMER, 1995; BI et al., 2008). Sendo assim, alguns autores
sugerem que a Gal-1 pode servir como um marcador para o desenvolvimento de carcinoma
oral de células escamosas (YU-MEI DING. et al., 2009).

Tem sido descrito que a Gal-1 secretada por tumores facilita a fuga imunitaria do
tumor, matando as células T citoliticas que alvejam o tumor (RUBINSTEIN et al. 2004 )

A galectina-3 (Gal-3) (proteina de 29-31kDa) esta expressa em uma grande variedade
de tecidos e células (CVEIJIC et al., 2005; LIU, RABINOVICH, 2005). Dependendo da sua
localizacdo na célula, a Gal-3 pode exercer diferentes funcbes, algumas até mesmo
antagonicas. Dentre as propriedades funcionais da Gal-3, esta lectina tem assumido multiplos
papéis na patogénese, proliferacdo e disseminacdo de metastases (DUMIC; DABELIC;
FLOGEL, 2006), por meio da modulagdo da adesdo das células malignas em sitios distantes
através do endotélio vascular (HUGHES, 2004). Assim, a Gal-3 pode ser encontrada em uma
ampla variedade de células malignas (HUGHES, 2004; DANGUY, CAMBY, ROBERT,
2002).

E bem aceito que a Gal-3 pode ser encontrada em diferentes compartimentos celulares.
Além disso, inumeros trabalhos tém demonstrado que essa proteina pode mediar varias
funcbes, dependendo de sua localizacdo intracelular (GONG et al., 1999; LIU,
RABINOVICH, 2005). Por exemplo, no nucleo, a Gal-3 tem sido implicada com splicing de
RNAm e proliferacdo celular, enquanto no citoplasma atua como molécula anti-apoptdtica, e
no meio extracelular, age modulando positivamente a adesdo celular e induzindo apoptose
(DUMIC, DABELIC, FLOGEL, 2006; BRUSTMANN, 2006).
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Recentemente, varios estudos tém demonstrado a expressdo de Gal-3 em diferentes
tumores, bem como a sua associagdo com progressdo tumoral e metastases em diferentes
linhagens celulares tumorais (CHANG-HONG et al., 2005; BETKA et al., 2003; PLZAK et
al., 2004; TEYMOORTASH et al. 2006) onde a expressdo de Gal-3 é dependente do grau de
diferenciagdo celular (BALKWILL, 2004; DUMIC, DABELIC, FLOGEL, 2006). Em tecido
epitelial normal de mucosas bucal e wvulvar, por exemplo, a Gal-3 estd expressa
principalmente nas camadas suprabasal e superficial (COUSSENS, WERB, 2002; CHANG-
HONG et al., 2005).

Existem poucos relatos na literatura sobre a expressdo da Gal-3 em CCE oral, no
entanto, em DPM foi encontrado apenas um artigo onde 0s autores encontraram a expressdo
da Gal-3 em 55,5% dos casos analisados de displasias orais (FARIA et al., 2008).

No entanto, os resultados da literatura sobre a expressao da Gal-3 em cancer de cabeca
e pescoco sdo ainda muito contraditorios.

A galectina-9 (Gal-9) tem sido demonstrada com propriedades anti-neoplésicas,
regulando diversas fungOes celulares, tais como a adesdo celular, proliferagéo celular, ou
apoptose (ELOLA et al.,, 2007; OKUDAIRA, HIRASHIMA, ISHIKAWA, 2007). Ela é
expressa pelo epitélio do trato gastrointestinal, células endoteliais e varios tipos de células
imunitarias, incluindo células T, células B, macréfagos e mastocitos (SEKI et al., 2007;
WIENER et al., 2007).

Nos ultimos anos a Gal-9 vem sido estudada tanto na salude como na doenca. Na
fisiologia normal, Gal-9 parece ser um modulador importante na imunidade de células T por
indugdo de apoptose em subpopulacdes de células T especificas. Uma vez que estas
populacbes de células T estdo associadas com a auto-imunidade, doencas inflamatdrias, e
rejeicdo do enxerto, foi postulado que a aplicacdo exdgena de Gal-9 pode limitar a atividade
patogénica das células T (WIERSMA et al., 2011).

Em melanomas e outras doengas malignas, alguns autores sugerem que a Gal-9 tem
funcdo supressora de tumor. A diminuicdo de Gal-9 esta estreitamente associada com a
progressdo da doenga metastatica (KAGESHITAet al, 2002; IRIE, et al.,
2005; YAMAUCHI et al., 2006; LIANG et al,, 2008) uma vez que a Gal-9 também esta
associada com diminuicdo da expressdo das moléculas de adesdo do endotélio e inibe as
celulas tumorais a aderirem componentes da matriz extracelular, resultando assim supresséo
da migracdo das células tumorais (NOBUMOTO et al., 2008).
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A expressdo elevada de Gal-9 no citoplasma das células tumorais esta intimamente
associada com a reducdo da metéstase e com a baixa recorréncia em pacientes com melanoma
maligno (KAGESHITA et al. 2002). A partir dos resultados de alguns relatos, é concebivel
que a Gal-9 suprime varios passos de metastases por inibicdo da ligacdo de moléculas de
adesdo sobre as células do tumor para os ligantes no endotélio vascular (ATSUYA N. et al.,
2008).

1.5 Envolvimento da metaloproteinase-3 nas lesées malignas e desordens potencialmente
malignas.

A interagdo entre as células tumorais e o estroma é uma condigdo vital para o
crescimento do tumor, invasdo celular e metastatizagéo. Este processo envolve fatores de
crescimento, moléculas de adesdo, estimulos angiogénicos, fatores de coagulagcdo e
metaloproteinases de matriz (MMPs) (FOX, GENERALI, HARRIS, 2007; UZZAN et al.,
2004).

As MMPs sdo um grupo de endopeptidases dependentes de zinco que estdo envolvidas
na degradacdo de proteinas da matriz extracelular. Dependendo da sua especificidade de
substrato, a estrutura do dominio e localizacdo celular, as MMPs podem ser classificadas em
colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13), gelatinases (MMP-2, MMP-9), estromelisinas
(MMP-3, MMP-10, MMP-11), do tipo membrana (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MM-P17,
MMP-24, MMP-25) e matrilisinas (MMP-7, MMP-26) (BREWER, 2002).

Essas enzimas podem ser produzidas por diferentes tipos celulares na pele, tais como
fibroblastos, queratindcitos, macrofagos, células endoteliais, mastécitos e eosindfilos.
Geralmente, MMPs ndo sdo expressas constitutivamente na pele, mas sdo induzidas
temporariamente em resposta a sinais ex0genos, assim como Varias citocinas, fatores de
crescimento, interacbes da matriz extracelular e alteracdo do contato célula a célula.
Atualmente, hd muitas evidéncias do importante papel das MMPs no remodelamento
proteolitico da matriz extracelular em vérias situacbes fisioldgicas, incluindo
desenvolvimento da morfogénese tecidual, reparo tecidual e angiogénese. Por outro lado, as
MMPs tém também um importante papel patogénico na invasdo das células tumorais e
metastases (COUSSENS et al., 2000; KAHARI, 1997).
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A expressdo génica das metaloproteinases pode ser estimulada pela interleucina-1,
pelo fator de crescimento epidérmico (EGF), pelo fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (RUNDHAUG, 2005). As MMPs
degradam a membrana basal e a maioria dos componentes da matriz extracelular, como
colageno, laminina, fibronectina e elastina, que sdo barreiras normais para a migracdo das
celulas e invasdo vascular (VISSE, 2003; DUFFY, MAGUIRE, HILL, 2000). Além disto,
interagem com as moléculas de adesdo celular, como a laminina-5 e a e-caderina, alterando a
adesdo entre as células tumorais e facilitando o movimento destas através da matriz
extracelular (CURRAN; MURRAY, 2000).

A interagdo entre as células tumorais e o estroma é uma condigdo vital para o
crescimento do tumor, invasdo celular e metastatizagdo. Este processo envolve fatores de
crescimento, moléculas de adesdo, estimulos angiogénicos, fatores de coagulagcdo e
proteinases. As MMPs, especialmente a metaloproteinases da matriz-2 (MMP-2) e a
metaloproteinases da matriz-9 (MMP-9), sdo responsaveis pela degradacdo dos elementos
constituintes da membrana basal e da matriz extracelular (AZNAVOORIAN et al., 1993;
RUNDHAUG, 2005).

Estudos demonstraram que a metaloproteinases da matriz -3 (MMP-3) provoca efeitos
estimuladores na proliferagdo e migracdo das células endoteliais, bem como efeitos anti-
apoptéticos sobre células in vitro (EGEBLAD, 2002).

Além disso, o tratamento com a MMP-3 em modelo canino de pulpite irreversivel,
leve e grave resultou num decréscimo do nimero de macro6fagos e de células apresentadoras
de antigenos e uma inibicdo significativa da expressdo de interleucina-6 (IL-6). Estes
resultados demonstram que a MMP-3 pode atuar como um agente anti-inflamatério (EBA et
al., 2012).

Embora o papel da MMP3 nas DPM ainda ndo foi completamente elucidado, alguns
estudos tém revelado as suas fungfes tumorigénicas.

O aumento na expressdo de MMP3 também tem sido demonstrado em varios tipos de
neoplasias (NELSON et al., 2000). Esse aumento de MMP3 em camundongos transgénicos
estd associada a carcinogénese mamaria (STERNLICHT et al., 1999). Acredita-se que as
MMPs tém um papel nas fases iniciais de tumorigénese por estimular a proliferagcdo das
celulas e modulacdo da angiogénese (EGEBLAD, 2002), no entanto, ndo tem sido encontrada
na literatura, a associagdo destas MMPs em DPM.




24
1. Introducao

Em outros estudos sobre o envolvimento in vivo de MMPs e seus inibidores teciduais
em cancer oral sdo incongruentes, além disso, sua correlagdo com varidveis clinico-
patoldgicas ainda é contraditdria, em parte devido a variedade de métodos utilizados para a
sua deteccdo (RAGINI et al., 2010).

Apesar de evidéncias indicarem o envolvimento das Gal-1, Gal-3 e Gal-9 bem como
mastdcitos e MMP-3 na progressao do cancer e metastase, essa ligacdo permanece largamente
desconhecida, sendo necessarios mais estudos a fim de reconhecer o real envolvimento das

proteinas e células citadas acima em lesbes com DPM e CCE oral em humanos.
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2. Hipotese

Os mastdcitos influenciam na expressdo de galectinas e metaloproteinases, e 0
aumento destas moléculas estd associado com a progressao das desordens potencialmente
malignas (DPM) e carcinoma de células escamosas de cavidade oral (CCE oral).
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O objetivo do presente estudo foi avaliar e comparar, in situ a expressdo de galectinas
1 (Gal-1), 3(Gal-3) e 9 (Gal-9) de metaloproteinase 3 (MMP-3) bem como a densidade de
mastdcitos em bidpsias de pacientes com desordens potencialmente malignas (DPM),
carcinomas de células escamosas da cavidade oral (CCE oral) e grupo controle (mucosa oral

normal).
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A amostra foi constituida de 80 casos de lesdes orais e 13 casos normais, obtidas no
Servico de Anatomia Patologica do Curso de Odontologia da Universidade de Uberaba
(UNIUBE), no periodo de abril de 1999 a abril de 2009, e no Laboratério de Anatomia
Patoldgica e Citopatologia — PATMED, no periodo de dezembro 2004 a dezembro de 2009.
Apds a aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro sob o protocolo de nimero CAAE n° 0005.0.227.000-10, a selecdo dos casos
estudados foram a partir da analise de planilha eletronica montada no Software Excel,
fornecida pela UNIUBE e pela PATMED. Esta planilha foi constituida das seguintes
informacdes: cddigo do caso, sexo, raga, idade, local da leséo e diagndstico histopatoldgico.

Os dados fornecidos por meio da planilha eletronica, tanto pela UNIUBE, quanto pela
PATMED, ndo permitiu qualquer acesso a dados de identificacdo dos pacientes, j& que 0s
cddigos de registro de entrada no laboratério (codigo do caso) foram constituidos apenas por

algarismos.

4.1 Selecao das amostras de tecido

Foram selecionados para o presente estudo 40 casos cujas lesdes foram diagnosticadas
como CCE em pacientes com faixa etéria de 39 a 94 anos de ambos 0s sexos e raga com
leses localizadas em diferentes partes da cavidade oral.

Obteve-se 20 casos com diagnéstico positivo para leucoplasia oral e 20 casos
diagnosticados com liquen plano oral.

No grupo controle foram apresentados 13 casos, esses tecidos foram removidos na
extracdo de dentes molares em que o perfil histopatolégico da mucosa oral encontrava-se com
caracteristicas de normalidade, esses pacientes se encontraram com faixa etaria de 12 a 94
anos.

As amostras dos quatro grupos em questdo foram selecionadas e analisadas no mesmo
periodo.

De posse dos numeros dos casos selecionados para o estudo, os mesmos foram
enviados para a UNIUBE e para a PATMED, a fim de serem separados os blocos de parafina
de cada caso.




4. Material e Métodos 28

4.2 Histoquimica

Os blocos de parafina selecionados foram cortados no micrétomo com cortes seriados
de 6 pum de espessura, sendo que para cada caso foram preparadas 5 laminas.

As laminas n° 1 foram submetidas a coloracdo de Hematoxilina-Eosina para o
diagndstico de cada lesdo. Para isso, as laminas foram desparafinadas em xilol, hidratadas em
uma bateria de concentragdo decrescente de alcool, hidratadas em &gua destilada, coradas com
Hematoxilina e posteriormente com Eosina, desidratadas com &lcool e novamente passadas no
xilol para colagem da laminula.

Para a deteccdo de mastécitos as laminas n° 2 foram desparafinizadas, lavadas em
agua destilada, coradas com fucsina-laranja G, e rapidamente imerso em alcool a 60%. Em
seguida, as laminas foram rapidamente imersas em azul de toluidina e, em seguida,
rapidamente lavadas com agua corrente. Finalmente, as laminas foram montadas e observadas
sob um microscopio de luz comum.

Nas demais laminas foram realizadas a técnica de imunohistoquimica.
4.3 Imunohistoquimica

Para determinar e quantificar a expressdo in situ das galectinas 1, 3, 9 e
metaloprotéinase 3 foi realizada a técnica de imunohistoquimica indireta. As laminas foram
desparafinizadas em quatro banhos de xilol cada um por 10 minutos, em seguida passadas por
dois banhos de alcool absoluto, um banho de &lcool 95%, um banho de alcool 70%
(5 minutos cada banho), e depois mergulhadas em agua destilada por 5 minutos.

Para recuperacdo dos antigenos, as ldaminas foram encubadas em banho maria (90°C)
no &cido citrico 0.01 molar pH=6,0 onde permaneceram por 30 minutos, ap0s esse tempo as
laminas foram retiradas e permaneceram por 10 minutos ainda dentro da solugdo de &cido
citrico. Apos o resfriamento, foram acrescentado 100ul de PBS/BSA 2% em cada corte, esses
ficaram incubados durante 30 minutos.

O anticorpo primario foi diluido em PBS/BSA 2% de acordo com as especifica¢des de
cada anticorpo e colocado nas laminas permanecendo overnigth em cdmara Umida (tabela 1).
Em seguidas as laminas foram lavadas durante 5 minutos por 4 vezes com PBS 1X mais
Tween 20, a 0,05%. Apos a lavagem, as laminas foram imersas na solucdo de agua oxigenada
30% e metanol por 10 minutos e lavadas novamente durante 5 minutos por 4 vezes com PBS
1X mais Tween 20, a 0,05%.
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Logo depois as laminas foram incubadas com anticorpo secundario conjugado a
biotina kit (Dako, Carpinteria, CA) de Biotinylated Link Universal e Streptavidin-HRP
durante 30 minutos. Posteriormente, foi retirado o excesso do anticorpo secundario com
lavagem em PBS e colocado um complexo de streptoavidina-biotina que foi incubado por
mais 30 minutos em temperatura ambiente.

As laminas foram lavadas com tampdo PBS 1X mais Tween 20, a 0,05%, secadas e
nelas foi acrescentado a solucéo reveladora, contendo 1 ml de tampdao Tris-HCI ( pH 7,2), 1
comprimido de diaminobenzidina (DAB)(Sigma, St Louis, MO) e 5ul de 4gua oxigenada

A reacdo foi interrompida lavando-se em &gua corrente. Posteriormente foi realizada a
coloragéo de fundo com hematoxilina e a montagem das Iaminas com entellan.

Tabela 1-Especificacdo das dilui¢es e produtos utilizados para cada anticorpo.

Anticorpos Diluigéo Fabricante Cadigo
Anticorpo policlonal anti-Galectin-1 1:50 R&D AF 1152
humano Minneapolis, MN/EUA
Anticorpo purificado anti-Galectin-3 1:75 R&D AF 1154
humano Minneapolis, MN/EUA
Anticorpo purificado anti-Galectin-9 1:75 R&D AF 2045
humano Minneapolis, MN/EUA
Anticorpo monoclonal anti-MMP-3 1:10 R&D MAB 905
humano Minneapolis, MN/EUA

Fonte: Do Autor, 2012.

4.4 Analise morfométrica

Avaliacdo morfométrica foi realizada a partir da quantificacdo do nimero de células
marcadas com positividade especifica, no interior da célula, através da técnica de
imunohistoquimica. Esta analise foi realizada, a partir das imagens dos cortes histoldgicos que
foram capturados por um sistema digital e analisados através do software “Image J” (National
Institutes os Health, USA). Dessa forma, cada campo a ser quantificado foi capturado por
meio de uma camera acoplada ao microscopio e ao computador para digitalizacdo da imagem.
O ndmero de células imunomarcadas de cada campo foi determinado, assim como a area de
cada campo (0,14mm?). A densidade de células positivas foi expressa pelo nimero de células

por mm? e calculada através de uma equagdo matematica abaixo.

Densidade= numero total de células
Area x numero de campos avaliados
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4.5 Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do programa Statview (Abaccus - EUA). A
verificagdo da distribuicdo normal das variaveis quantitativas foi feita pelos testes de
Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. As variaveis continuas que apresentaram distribuicdo
normal foram expressas em média e desvio padrdo e aquelas que apresentarem distribuicéo
ndo normal foram expressos em mediana com valor minimo e maximo e percentis. As
variaveis que apresentaram distribuicdo normal e variancia homogénea foram analisadas pelo
teste ANOVA seguida do pos-teste Bonferrone. As variaveis que apresentarem distribuicao
normal com variancia ndo homogénea ou distribuicdo ndo normal foram analisadas pelos
testes de Mann-Whitney (T) para comparagao de dois grupos independentes ou Krukal-Wallis
para 3 ou mais grupos seguida do pos-teste Dunn. Os resultados foram considerados
estatisticamente significativos quando a probabilidade foi menor 5% (p<0,05).
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Foram avaliadas 93 bidpsias cuja média de idade dos pacientes foi de
51,08 + 17,55 anos, sendo que nos pacientes com CCE oral, a média da idade foi
significativamente maior quando comparados com o grupo controle e leucoplasia oral
(ANOVA; p<0,05) (Tabela 2).

Do total de bidpsias analisadas, 50 (53,76%) eram do sexo masculino e 43 (46,24%)
do sexo feminino. O grupo controle foi constituido de 13 (13,98%) pacientes, sendo que, 3
(27,07%) eram do sexo masculino e 10 (76,93%) do sexo feminino. Dos 40 (43,02%)
pacientes CCE oral, 33 (82,5%) pacientes do sexo masculino e 7 (17,5%) do sexo feminino.
Nos 20 (21,5%) pacientes com leucoplasia oral, 9 (45%) eram masculinos e 11 (55%) do sexo
feminino. Dos 20 (21,5%) casos de pacientes com liquen plano oral 5 (25%) eram do sexo

masculino e 15 (57%) feminino (Tabela 2).

Tabela 2 - Distribuicdo da média da idade, sexo dos pacientes com CCE oral, leucoplasia oral, liquen
plano oral e grupo controle.

Idade Grupo Carcinoma oral de Leucoplasia Liquen
Total Controle células escamosas oral plano oral
Média Idade/ 51,08 34,58* 60,08 * 46,26* 49,26
Desvio Padréo  (+17,55) (x19,86) (x12,85) (x16,56) (x15,71)
Sexo 50 3 33 9 S)
Masculino (53,76%) (27,07%) (82,5%) (45%) (25%)
Sexo Feminino 43 10 7 11 15
(46,24%) (76,93%) (17,5%) (55%) (57%)

Fonte: Do Autor, 2012.
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Na andlise histoquimica observou-se que a densidade de mastécitos foi
significativamente menor nos pacientes com leucoplasia oral e CCE oral quando comparado

com o grupo controle (Teste de Kruskal-Wallis- Dunn; p= 0,0184) (Figura 2) (Figura 1A).

Figura 2- Distribuicdo da densidade de mastdcitos/mm? presentes em bidpsias de pacientes com CCE
oral, leucoplasia, liqguen plano comparadas com o grupo controle. A linha horizontal representa a
mediana, a barra o percentil de 25% a 75% e a linha vertical o percentil de 10 a 90% (Teste de
Kruskal-Wallis-Dunn; p= 0,0184).

Densidade
mm? * * *

50 1
45 A
40 A

35 1
30 1

25 -
20 -
15 -
10 -
5

0

. GRUPO CONTROLE

. CCE oral

. LEUCOPLASIA ORAL
. LIQUEN PLANO ORAL

Mastécitos/ Azul de Toluidina

Fonte: Do Autor, 2012.
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A imunomarcacdo para Gal-1 foi significativamente menor nos pacientes com
leucoplasia oral quando comparado com os pacientes com CCE oral e grupo controle (Kruskal
Wallis- Dunn; p=0,0001) (Figura 3) (Figura 1B).

Figura 3- Distribuicdo do nimero de células positi\}as/mmzpara Gal-1 presentes em biopsias pacientes
com CCE oral, leucoplasia, liquen plano comparadas com o grupo controle. A linha horizontal
representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75% e a linha vertical o percentil de 10 a 90%
(Teste de Kruskal-Wallis- Dunn; p=0,0001).

* *
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5 —
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4
3,5 -

. GRUPO CONTROLE
3 —
f . CCE oral
2,5 -
| :| LEUCOPLASIA ORAL
2 —
. LIQUEN PLANO ORAL

1,5 T

l —
0,57 -

0 T

Gal-1

Fonte: Do Autor, 2012.
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A densidade de células imunomarcadas para Gal-3 foi significativamente maior nos
pacientes com leucoplasia oral quando comparados com os pacientes com CCE oral (Mann-
Whitney; p=0,032). No entanto, quando comparada com os demais grupos a Gal-3 nédo teve

diferenca significativa (Kruskal-Wallis- Dunn; p=0,06) (Figura 4) (Figura 1C)

Figura 4- Distribuicdo do nimero de células positivas/mm? para Gal-3 presentes em bidpsias  de
pacientes com CCE oral, leucoplasia, liquen plano comparadas com o grupo controle. A linha
horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75% e a linha vertical o percentil  de
10 a 90% (Teste de Kruskal-Wallis-Dunn; p=0,06; Mann Whitney; p=0,032).

Densidade
mm? *
3 —
2,5
2 1 . GRUPO CONTROLE
. CCE oral
1,5
| |:| LEUCOPLASIA ORAL
14 . LIQUEN PLANO ORAL
0’5 ) L

0

Gal-3

Fonte: Do Autor, 2012.
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Ao comparar 0 numero de células positivas para Gal-3 nos pacientes com CCE oral de
acordo com o grau de malignidade verificou-se que a Gal-3 foi significativamente menor nos
pacientes com CCE oral de grau | quando comparadas com 0 grupo controle
(Kruskal-Wallis- Dunn; p= 0,001) (Figura 5).

Figura 5- Distribuicdo do nimero de células positivas para Gal-3 mm?®presentes em bidpsias  de
pacientes com CCE oral, de acordo com o grau de malignidade comparado com o grupo controle. A
linha horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75% e a linha vertical o percentil
de 10 a 90% (Teste de Kruskal-Wallis- Dunn; p= 0,015).
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Fonte: Do Autor, 2012
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A imunomarcacgéo para Gal-9 foi significativamente maior nos pacientes com CCE oral

comparado com os demais grupos (Kruskal-Wallis- Dunn; p<0,001) (Figura 6) (Figura 1D)

Figura 6- Distribuicio do nimero de células positivassmm® para Gal-9 presentes em biGpsias de
pacientes com CCE oral, leucoplasia, liquen plano comparadas com o grupo controle. A linha
horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75% e a linha vertical o percentil de 10
a 90% (Kruskal-Wallis- Dunn; p=0,001).
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Fonte: Do Autor, 2012.
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A imunomarcacdo para MMP-3 foi significativamente maior nos pacientes com
Liquen plano oral comparado com leucoplasia oral (Kruskal-Wallis- Dunn; p=0,0130)
(Figura 7) (Figura 1E).

Figura 7- Distribuicdo do nimero de células positivas/mm? para MMP-3 presentes em bidpsias de
pacientes com CCE oral, leucoplasia, liquen plano comparadas com o grupo controle. A linha
horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25% a 75% e a linha vertical o percentil  de
10 a 90% (Kruskal-Wallis- Dunn; p=0,0130).
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Fonte: Do Autor, 2012. MMP-3
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Figura 1A- Presenca de mastécitos corados pelo azul de Toluidina em bidpsias de pacientes com CCE
oral (A), Leucoplasia oral (B), Liquen plano oral (C) e Grupo controle (D)(100x).

Fonte: Do Autor. 2012.




5. Resultados 39

Figura 1B- Imunomarcacdo para Gal-lem biopsias de pacientes com CCE oral (A), Leucoplasia oral
(B), Liquen plano oral (C) e Grupo controle (D)(40x). Nota-se que a imunomarcagdo esteve presente
tanto no interior da célula como no intersticio.
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Figura 1C- Imunomarcacéo para Gal-3 de biopsias de pacientes com CCE oral (A), Leucoplasia oral
(B), Liquen plano oral (C) e Grupo controle (D)(40x). Nota-se que a imunomarcagdo esteve presente
tanto no interior da célula como no intersticio.
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Figura 1D: Imunomarcacdo para Gal-9 em bidpsias de pacientes com CCE oral (A), Leucoplasia oral
(B), Liguen plano oral (C) e Grupo controle (D)(40x).

o N ‘(\&l & ¢
"‘ 1 a®a

S Eonte: Do Autor 2012
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Figura 1E: Imunomarcacao para MMP-3 de bidpsias de pacientes com CCE oral (A), Leucoplasia oral
(B), Liquen plano oral (C) e Gupo controle (D)(40x).
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No presente estudo a distribuicdo da média da idade total dos pacientes foi de 51.08
anos (+17,55 anos) com idade minima de 12 e mé&xima de 94. Esse resultado vai ao encontro
do trabalho de outros autores cuja caracterizacdo da amostra mostrou que a idade media
encontrada foi de 42 anos (+ 10,1 anos), com idade minima de 20 e maxima de 74 anos
(ZANETTI et al., 2011). Assim acreditamos que estas lesdes acometem mais pessoas do sexo
masculino acima de 40 anos de idade.

No presente estudo a densidade de mastocitos foi significativamente menor nos
pacientes com leucoplasia oral e CCE oral quando comparados com o grupo controle. Alguns
autores acreditam que a diminuicdo dos mastdcitos em lesdes orais pré-malignas e malignas
pode estar relacionada com uma falha na migragdo destas células para o local, e isso
possivelmente poderia estar refletindo em alteragGes importantes no microambiente durante o
inicio e na progressdo destas lesdes (OLIVEIRA-NETO et al., 2007). Entretanto, tem sido
observado um aumento de mastdcitos em CCE oral por outros autores, e estes acreditam que
estas células podem estar aumentando a angiogénese, € o desenvolvimento do tumor
(IAMAROON et al., 2003). E possivel que durante o desenvolvimento tantos das DPM como
nas CCE oral os mastdcitos possam estar inibindo apoptose ou estar entrando em apoptose
neste local, visto que alguns autores apontam que as galectinas podem inibir a ativacdo dos
mastdcitos (CHEN et al., 2004). Como encontramos um aumento no nimero de mastocitos no
tecido normal, acreditamos que no inicio destas lesdes estas células se dispersam do tecido de
origem e por isso ndo encontramos um numero significativo de mastocitos na progressdo das
lesdes.

Existe uma heterogeneidade na distribuicdo da Gal-1, Gal-3 e Gal-9 nos diversos
grupos estudados. A Gal-1, no presente estudo, foi significativamente menor nos pacientes
com leucoplasia oral quando comparado com os pacientes do grupo controle e CCE oral, ndo
havendo diferenca entre os demais grupos. A Gal-1 tem sido envolvida em outras doengas ndo
oncoldgicas como doencas degenerativas e modulacdo da resposta imune de processos
inflamatorios (CAMBY et al., 2002; CHANG-HONG et al., 2005, KADOY A& HORIE 2005;
CAMBY et al.,, 2006; RABINOVICH et al.,, 2007). No entanto, ndo tem foi encontrado
descrito na literatura a expressdo desta proteina relacionada com as DPMs (leucoplasia oral e
liguen plano oral). A Gal-1 est4 envolvida no mecanismo de escape da célula tumoral frente
ao sistema imune pela sua capacidade de promover a apoptose de células T ativadas. Ela

ainda interage com o oncogene H-Ras, mediando a transformacdo tumoral, modula a ades&o
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entre as células tumorais e interacdo destas com matriz extracelular, e ainda pode atuar no
processo metastatico por modular as interacGes entre as células tumorais com as células
endoteliais (RABINOVICH, 2005). De acordo com nossos resultados, embora ndo teve
diferenca significativa, a Gal-1 estd aumentada no CCE oral.a creditamos que esta molécula
esteja mais associada as lesdes malignas do que com as DPM.

A Gal-3 avaliada no presente estudo foi significativamente maior nos pacientes com
leucoplasia oral quando comparados com os pacientes com CCE oral. No entanto, a Gal- 3 nos
casos de CCE oral quando comparada com os demais grupos, apesar de estar diminuida, ndo
apresenta diferenca significativa, portanto esta proteina esta mais associada a leucoplasia oral
do que a CCE oral. A Gal-3 pode ser encontrada em diferentes compartimentos celulares e
alguns trabalhos tém demonstrado que essa proteina pode mediar vérias func¢des, dependendo
de sua localizagdo intracelular (GONG, 1999; LIU, 2005). No presente estudo a
imunomarcacao da Gal-3 foi avaliada no interior da célula, e segundo alguns autores quando
esta molécula esta localizada no nucleo celular ela estd associada ao splicing de RNAm e
proliferacdo celular (DUMIC, DABELIC, FLOGEL, 2006; SMETANA JR. et al., 2006).
Algumas células tumorais podem expressar grande quantidade de Gal-3, como no caso dos
tumores gastricos e hepatocarcinomas, por outro lado, em tumores de mama, c6lon e pele, por
exemplo, a Gal-3 esta diminuida (LIU; RABINOVICH, 2005). Acredita-se que a expressao de
Gal-3 esteja relacionada com diferenciagdo celular (FARIA et al, 2008; MOLLAOGLU,
2000; SANT'ANA, et al., 2011; DUMIC, DABELIC, FLOGEL, 2006). Em melanomas ja foi
demonstrado que a diminuigcdo da expresséo da Gal-3 resulta na perda da tumorigenicidade e
no potencial metastatico das células melanéticas (MOURAD-ZEIDAN et al., 2008). Células
que apresentam mutacOes do gene supressor de tumor TP53 tendem a acumular Gal-3. Como
esta é uma alteragdo tardia observada na maior parte dos tumores é possivel que a expressdo
da Gal-3 desempenhe algum papel em estagios tardios da progressdo tumoral, favorecendo a
quimiorresisténcia e o desenvolvimento de metastases (CALIFICE et al, 2004,
GRASSADONIA et al., 2004, TAKENAKA et al., 2004, VAN DEN BRULE et al., 2000).
Desta forma, acreditamos que € possivel que a expressao da Gal-3 desempenhe algum papel
nos estagios tardios da progressdo tumoral, favorecendo a quimiorresisténcia e o

desenvolvimento de metastases.
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De acordo com o grau de malignidade verificou-se no presente estudo que a Gal-3 foi
significativamente menor nos pacientes com CCE oral de grau | quando comparadas com o
grupo controle. Estudos sugerem que, a expressdo da galectina-3 parece estar mais
relacionada a diferenciacdo celular do que a progressdo tumoral e ao prognostico da doenca
(BETKA et al., 2003). Acredita-se que 0 aumento na expressdo destas lectinas em tumores
menos diferenciados, esteja vinculado a um feno6tipo mais infiltrativo, portanto mais
agressivo. Um estudo experimental em lingua de camundongos apontou que a transformacéo
maligna do tecido epitelial foi acompanhada da reducdo da expressdo da Gal-3. O aumento
dessas lectinas estd associado com a perda da diferenciacdo neoplasica sugerindo uma
vinculagdo com a agressividade tumoral (FARIA et al, 2008). Acreditamos que 0 aumento na
expressdo da Gal-3 em tumores pouco diferenciado esteja vinculado a um fenétipo mais
infiltrativo, portanto mais agressivo.

A imunomarcacdo para Gal-9, no presente estudo, foi significativamente maior nos
pacientes com CCE oral comparado com os demais grupos. Em muitos tumores solidos, a
perda de expressdo de Gal-9 estd intimamente associada com a progressdo de metastases.
Com isso tratamento com recombinante da Gal-9 tem sido utilizado para impedir a metastases
de alguns tipos de tumores (WIERSMA et al., 2011). Nao foi descrito na literatura a
expressdo de Gal-9 em DPM comparadas com CCE oral. Em muitos tumores solidos, a
diminuicdo da expressdo da Gal- 9 estd intimamente associada com a progressdo de
metastases (WIERSMA et al., 2011 ). Por outro lado, um aumento da expressdo da Gal-9 foi
encontrado em nevus melandtico (tumor benigno) e baixa expressdo em metastases de células
melanodticas. A alta expressdo de Gal-9 foi inversamente associada com a progressao da leséo,
onde os autores sugeriram que esse aumento em lesdes priméarias pode ter um melhor
prognostico (LV et al., 2012).

Além de induzir apoptose de células T efetoras, a galectina-9 pode contribuir para a
regulacdo da inflamacdo através da expansdo de Tregs no sangue periféricos pelas vias de
ativacdo do TGF-f inibindo o sistema imunoldgico de atuar frente as células tumorais (LV et
al., 2012). Em nosso, foi encontrado um aumento da Gal-9 nos CCE oral e essa expressao
significativa nos permitiu diferenciar CCE oral das DPM. No entanto, mais estudos devem ser
realizados investigando também o papel do sistema imune frente a esta galectina.

Nos resultados do presente estudo a imunomarcagdo para MMP-3 foi
significativamente maior nos pacientes com liquen plano oral comparado com leucoplasia

oral.
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A literatura aponta um aumento na expressdo de MMP3 em varios tipos de cancer,
como cancer de esdbfago e de mama bem como na progressdo do cancer gastrico,
hepatocelular e bexiga (NELSON, 2000). No entanto, uma diminuicdo de MMP3 foi
observada em melanomas invasivos (GIROUARD et al., 2012). Niveis séricos de MMP-3 foi
significativamente maior em pacientes com CCE oral comparados com pacientes saudaveis
(TADBIR et.al., 2012). Nao foi encontrada na literatura uma associagdo de MMP-3 em DPM.
Acreditamos que devido a MMP-3 esté associada na degradacdo de colagenos, ela pode ainda,
estar colaborando na exacerbagdo da resposta imune e na lesdo tecidual, como ocorre no
liquen plano oral.

Diferentes mecanismos estdo envolvidos na diferenciacdo tumoral e isso reflete na
heterogeneidade de expressdo das moléculas escolhidas neste estudo, especialmente quando
se compara as DPM e CCE oral. Assim, conhecer como estas proteinas sdo expressas nas
células podem colaboram no melhor entendimento das aplicabilidades terapéuticas dessas

moléculas.
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Estas moléculas tém sido relatadas expressas em um grande conjunto de células e
tecidos em condicGes normais. Sua expressao pode também sofrer modulagdes com o aumento ou
diminuicdo em vérias condigdes de doenca, tais como, doenga autoimune, degenerativas,
inflamacdes e tumores.

Este estudo ndo evidenciou um padrdo tipico de expressdo dessas moléculas
permitindo diferenciar CCE oral das DPM. Assim sendo:

* A expressdao aumentada de Gal-9 permitiu diferenciar CCE oral das DPM.

* Nossos achados apontam ainda que, as DPM de alguma forma diminuem a presenca
de mastdcitos nestes tecidos, assim como, aumentam a expressao de MMP-3 no liquen
plano oral.

» Este estudo aponta para um padrdo heterogéneo da expresséo de Gal-1, Gal-3, Gal-9 e
MMP-3 entre as lesbes orais aqui estudas.

e Assim, conhecer como estas moléculas sdo expressas pode colaborar no melhor

entendimento das aplicabilidades diagndsticas e terapéuticas dessas moléculas.
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Estes resultados apontam que as propriedades biolégicas destas moléculas precisam
ser melhor conhecidas e sugerem que a expressdao aumentada de Gal-9 pode ser atil no
diagndstico diferencial de CCE e DPM na cavidade oral.
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