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de boca: relagdo com moléculas Hedgehog e MMP14. 62 f. il. Dissertacdo (Mestrado em
Patologia) — Universidade Federal da Bahia. Fundacdo Oswaldo Cruz. Instituto de Gongalo
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RESUMO

INTRODUGCAO: Os Fibroblastos Associados ao Cancer (FACs) representam a populacdo celular
mais abundante do estroma e favorecem a progressdo tumoral, através da regulacdo de vias de
sinalizagdo, como a Hedgehog (HH), e de mecanismos de invasdao tumoral. A desregulagdo da via HH
€ um importante mecanismo na patogénese do cancer e esta via foi demonstrada ativada no Carcinoma
Escamocelular de Boca (CEB), que é a neoplasia maligna mais comum na regido de cabega e pescoco.
OBJETIVO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a populacdo de fibroblastos associados ao cancer e
a sua relacdo com moléculas Hedgehog (SHH, IHH e GLI1) e expresséo de MMP14, em CEB
MATERIAIS E METODOS: Setenta casos de CEBs e dez amostras de margens tumorais (MAT)
foram submetidos & reacdo imuno-histoquimica para as proteinas a-SMA, S100A4/FSP1, FAP, SHH,
IHH, GLI1 e MMP14 utilizando o sistema polimérico Advance™. A co-localizagdo das proteinas o-
SMA/SHH, a-SMA/MMP14, S100A4/SHH e S100A4/MMP14 foi avaliada através de dupla
marcacdo imuno-histoquimica. As andlises das proteinas foram realizadas em pelo menos 3 &reas
coincidentes de cada caso, de acordo com 0s parametros semi-quantitativos descritos por Gurgel et al.
(2008). A analise estatistica foi realizada utilizando GraphPad Prism versdo 6.03 e o SPSS verséo 17.0.
RESULTADOS: Quarenta e cinco CEBs (64,28%) foram positivos para a proteina a-SMA
exclusivamente em estroma, sendo o escore 3+ predominante (n=24; 53,33%). Considerando apenas o
estroma tumoral, a proteina S100A4 foi identificada em 94,28% dos casos (n=66) do escore 3+ (n=41;
62,13%) e FAP em treze casos (18,57%), sendo o escore 1+ (n=6, 46,16%) predominante. Observou-
se uma correla¢do positiva entre os niveis de a-SMA/S100A4 (p< 0,0001; ¢= 0,24) e a-SMA/FAP
(p<0,0001; ¢= 0,55) e negativa entre S100A4/FAP (p<0,0001; ¢= -0,62). Considerando apenas as
células tumorais, sessenta e quatro (91,43%) CEBs foram positivos para a proteina SHH, com
predominio do escore 3+ (n=50; 78,13%); para IHH, foi observada positividade em 40% dos casos
(n=28) com maior prevaléncia do escore 2+ (n=10; 35,72%) e cinquenta e cinco (78,57%) casos foram
GLI1 positivos com maior prevaléncia do escore 3+ (n=28; 50,91%). Houve correlagdo positiva entre
a imunoexpressio de SHH e ITHH com o-SMA (p< 0,0001, ¢= 0,51; p= 0,0094, ¢= 0,60),
SHH/S100A4 (p=0,087, ¢= 0,94) e IHH com FAP (p=0,0003, ¢= 0,98). Correlagdo negativa foi
observada entre SHH/FAP (p< 0,0001, ¢= -0,42) e IHH/S100A4 (p<0,0001; ¢= - 0,51). A proteina
MMP14 foi identificada em células tumorais de cinquenta e cinco casos (78,57%) e apresentou
correlacdo positiva com SHH (p=0,019, ¢= 0,98), GLI1 (p=0,95, ¢= 0,99) e a-SMA (p=0,27, ¢= 0,66)
e S100A4 (p=0,016, ¢= 0,87) e negativa com IHH (p<0,0001, ¢= -0,15) e FAP (p<0,0001; ¢= -0,25)
CONCLUSOES: Nossos resultados indicam uma heterogeneidade imunofenotipica dos FACs em
CEBs. E, demonstram que os FACs sdo potencial fonte de ligantes HH (SHH e IHH) no estroma
tumoral, bem como podem responder a sinalizacdo mediada pelas células tumorais, através de GLI1.
Observamos também que uma maior quantidade de SHH e IHH em células de CEB estavam
associadas a uma maior densidade de FACS, corroborando para a fun¢do quimioatratora destas
moléculas. Por fim, o aumento de moléculas HH e FACs estd correlacionado a uma maior
imunoexpressdo de MMP14, contribuindo para o fen6tipo invasor.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas, Proteinas Hedgehog, Imuno-histoquimica



GUIMARAES, Vanessa Sousa Nazaré. Oral squamous cell carcinoma-associated fibroblasts:
Association with Hedgehog signaling molecules and MMP14. 62 f. il. Dissertacdo (Mestrado em
Patologia) — Universidade Federal da Bahia. Fundagdo Oswaldo Cruz. Instituto de Gongalo
Moniz, Salvador, 2018.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Cancer-associated fibroblasts (CAFs) are the major component of cancer stroma.
CAFs play an essential role in tumor progression by regulating signaling pathways, such as Hedgehog
(HH), and supporting invasion mechanisms. Abnormal activation of the HH pathway is a relevant
mechanism related to carcinogenesis. This pathway has been demonstrated to be activated in Oral
Squamous Cell Carcinoma (OSCC), which is the most common malignant neoplasia in the head and
neck region. AIM: The aim of this study was to investigate CAFs in human OSCC, and evaluate the
relationship between CAFs, Hedgehog molecules (SHH, IHH and GLI1) and MMP14 expression.
MATERIALS AND METHODS: A total of 70 samples of OSCC and 10 samples of tumor
margins were evaluated on this study. The expression of a-SMA, S100A4 / FSP1, FAP, SHH, IHH,
GLI1, and MMP14 was assessed by immunohistochemistry on formalin-fixed, paraffin-embedded
tissues using the Advance ™ polymer system. Co-localization of the a-SMA / SHH, o-SMA /
MMP14, S100A4 / SHH and S100A4 / MMP14 proteins was assessed by double
immunohistochemical labeling. Protein analyzes were performed in at least 3 matched areas of each
case, according to the semi-quantitative parameters described by Gurgel et al. (2008). Statistical
analysis was performed using GraphPad Prism version 6.03 and SPSS version 17.0. RESULTS:
Forty-five OSCCs (64.28%) were positive for a-SMA protein exclusively in stroma, with a
predominant 3+ score (n = 24; 53.33%). Considering tumor stroma, S100A4 was identified in 94.28%
of the cases (n = 66) of the 3+ score (n = 41, 62.13%) and FAP in 13 cases (18.57%). the predominant
score 1+ (n = 6, 46.16%). There was a positive correlation between a-SMA / S100A4 (p <0.0001; ¢ =
0.24) and a-SMA / FAP (p <0.0001; ¢ = 0.55) and negative S100A4 / FAP (p <0.0001; ¢ = -0.62).
Considering tumor cells, sixty-four (91.43%) OSCCs were positive for SHH protein, with a
predominance of the 3+ score (n = 50; 78.13%); (n = 28) with a higher prevalence of 2+ scores (n =
10; 35.72%) and fifty-five (78.57%) cases were GLI1 positive with a higher prevalence of the 3+ score
(n = 28; 50.91%). There was a positive correlation between SHH and IHH immunoexpression with a-
SMA (p <0.0001, ¢ =0.51, p =0.0094, ¢ = 0.60), SHH / S100A4 (p = 0.087, ¢ = 0.94) and IHH
with FAP (p = 0.0003, ¢ = 0.98). Negative correlation was observed between SHH / FAP (p <0.0001,
¢ = -0.42) and IHH / S100A4 (p <0.0001; ¢ = - 0.51). The MMP14 protein was identified in tumor
cells from fifty-five cases (78.57%) and showed a positive correlation with SHH (p = 0.019, ¢ = 0.98),
GLI1 (p = 0.95, ¢ = 0.99) and a-SMA (p = 0.27, ¢ = 0.66) and S100A4 (p = 0.016, ¢ = 0.87) and
negative with IHH (p <0.0001, ¢ = -0.15). CONCLUSIONS: Our study provides evidence for the
existence of an immunophenotypic heterogeneity of CAFs in OSCCs. Our findings demonstrated that
these cells are a potential source of HH ligands (SHH and IHH) in tumor stroma, and also can respond
to tumor-mediated signaling through GLI1. We also observed that a greater amount of SHH and IHH
in OSCC cells were associated with a higher density of CAFs, corroborating to the chemoattractant
function of these molecules. Finally, the increase of HH and CAFs molecules is correlated to a greater
immunoexpression of MMP14, contributing to the invading phenotype.

Palavras-chave: Squamous cell carcinoma, Hedgehog proteins, Immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

1.1 CARCINOMA ESCAMOCELULAR DE BOCA

O Carcinoma Escamocelular de Boca (CEB) é a neoplasia maligna mais comum na regido
de cabeca e pescoco (com excecdo do cancer de pele ndo-melanoma), acometendo mais de
300 mil individuos por ano, em todo o mundo (FERLAY et al., 2012). No Brasil, estima-se
cerca de 15 mil novos casos e, na regido Nordeste, o cancer de boca é o 5° mais frequente.
Nesta regido, a Bahia é o estado com maior prevaléncia desta doenca com incidéncia de 760
casos por ano, sendo 550 homens e 210 mulheres (BRASIL, INCA, 2018). O CEB ¢é uma
neoplasia agressiva que acomete principalmente homens, tabagistas e etilistas, entre a quinta e
sexta década de vida, sendo comum a invasdo local e metéstase (RODRIGUES et al., 2014;
XU et. al, 2017; OMS, 2017).

A gradacéo histoldgica dos CEBs baseia-se nas altera¢cbes morfoldgicas e arquiteturais das
celulas tumorais, sendo classificada em bem, moderadamente e pouco diferenciado (OMS,
2017). No entanto, a diferenciacdo histoldgica, de forma isolada, ndo estd associada com o
prognoéstico do paciente. A extensdo anatbmica da lesdo, metastase e comprometimento de
estruturas adjacentes, habitos e expressdo de p16 (SGARAMELLA et al., 2015; MAZUL et
al., 2016; CHEN et al., 2017; XU et al., 2017), também sdo importantes para o desfecho da
doenca. O tabagismo crbnico é o principal fator etioldgico e ha uma relacdo dose-dependente,
ja o consumo de alcool atua de forma sinérgica, potencializando o risco inerente ao habito de
fumar (CHI et al., 2015). Infec¢des pelos virus HPV, principalmente o subtipo 16, estdo
relacionados como fator etiolégico em 3% dos casos de CEBs (CHI et al., 2015; MAZUL et
al., 2016). Outros fatores, como alteracdes genéticas, falta de higiene bucal e dietas pobres em
frutas e vegetais estdo associados ao CEB, mas ainda sem risco direto estabelecido
(FARQUHAR et al., 2017).

O processo de carcinogénese inicia a partir de maultiplas alteracbes genéticas e
epigenéticas nas células escamosas da mucosa oral, que culmina em expansdo clonal das
células malignas. Em adi¢do, em outros sitios anatdbmicos adjacentes ao tumor primario
estabelecido, pode existir uma populacdo de ceélulas geneticamente alteradas, mas
fenotipicamente normais (MOHAN e JAGANNATHAN, 2014), corroborando com a teoria

do Field Cancerization em tumores orais (SLAUGHTER, 1953), a qual enfatiza que areas
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adjacentes ao tumor também estdo passiveis da acdo dos carcin6genos e podem apresentar
alteracdes moleculares e celulares anteriormente a detecgdo do carcinoma (LEOVIC et al.,
2012).

Os CEBs podem ocorrer em qualquer regido da mucosa oral, no entanto, os sitios
anatdmicos mais acometidos por esta neoplasia sdo: lingua (2/3 anteriores), assoalho bucal e
gengiva (CHI et al., 2015; OMS, 2017). Clinicamente, os principais sinais sdo lesdes
indolores na cavidade oral que néo cicatrizam por mais de 15 dias, apresentando coloracédo
avermelhada ou esbranquicada (ADRIEN et al., 2014; INCA, 2016). A depender da
localizacdo e extensdo do tumor primario e do status dos linfonodos cervicais, o tratamento do
cancer da cavidade bucal pode ser cirargico, radioterdpico ou uma combinacdo de ambos.
Apesar dos avancgos cientificos relacionados a biologia dos CEBs, estes ainda ndo impactaram
positivamente na abordagem terapéutica e o prognostico desta doenca (INCA, 2001; INCA,
2016). A resseccdo cirargica dos tumores resulta em morbidades significativas e a taxa de
sobrevida é cerca de 50%, em 5 anos (CHI et al., 2015; CHEN et al., 2017).

Sendo assim, contribuir para os estudos sobre a biologia dos CEB, em especial a busca de
biomarcadores para diagnéstico precoce e progndstico, representa uma prioridade nesta
doenca. Alguns marcadores, como MMP-2, MMP-1, Caderina-1, Mucina-1, GLUT-1,
Mucina-4, IL-8, HPV-16, EGFR e p53, foram sistematicamente estudados, com resultados
relacionados ao desfecho da doenca (RIVERA et al., 2017). Por outro lado, a pesquisa em
cancer, atualmente, busca relacionar as alteracdes genéticas, epigenéticas e relacionadas as
interacOes heterotipicas com células do estroma tumoral, através da contextualizacdo com as

vias de sinalizacdo que podem estar alteradas nas células malignas e estromais.

Estudos prévios da nossa equipe (CAVICCHIOLI BUIM et al., 2011; DIAS et al., 2016;
VALVERDE et al., 2016) demonstram que a via HH esta reativada e tem participacdo na
patogénese de CEBs (CAVICCHIOLI BUIM et al., 2011). As células tumorais ou estromais,
a exemplo os macrofagos CD163+, produzem os ligantes HH e ativam esta cascata em células
tumorais por mecanismos de sinalizacao autocrino e paracrino, respectivamente. Assim como,
podem estar relacionadas a ativacao estromal, onde ja esta descrito que as células endoteliais

séo responsivas e apresentam a via HH reativada (VALVERDE et al., 2016).

1.2 VIA DE SINALIZACAO HEDGEHOG
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Vias de sinaliza¢do que participam do desenvolvimento embrionario, como a Hedgehog
(HH), sdo normalmente mantidas em estado inativo em tecidos adultos e a reativacdo desta
estd associada ao desenvolvimento tumoral (COHEN, 2012; MCMILLAN; MATSUI, 2012;
AMAKYE et al., 2013). A via HH foi inicialmente descrita em Drosophila (NUSSLEIN-
VOLHARD, 1980) e ¢é fundamental para o desenvolvimento embrionario normal,
participando da formacdo do tubo neural, esqueleto axial, sistema limbico, pulmao, pele,
foliculo piloso e dentes (HARDCASTLE et al.; 1998, ST-JACQUES et al., 1998). Somado a
Isso, tem um papel essencial para o desenvolvimento e ossificagdo craniofacial e a sua
desregulacdo esta associada a um conjunto de patologias craniofaciais incluindo ciclopia,
hipertelorismo e holoprosencefalia (BELLONI et al.; 1996, ROESSLER et al.; 1996).

Em mamiferos, os principais componentes da via HH sdo as proteinas Sonic Hedgehog
(SHH), Indian Hedgehog (IHH) ou Desert Hedgehog (DHH) que atuam como ligantes; o
receptor de membrana Patched 1 (PTCH1), regulador negativo da via; a proteina Smothened
(SMO), regulador positivo, e os fatores de transcri¢do da familia GLI1, GLI2 que apresentam
uma acdo ativadora e GLI3 atua com uma acdo repressora (HASSOUNAH; BUNCH;
MCDERMOTT, 2012; AMAKYE et al. 2013). Estes componentes estdo, em grande parte,
concentrados em uma extenséo subcelular da membrana que apresenta filamentos de tubulina,
denominada cilio priméario (CORBIT et al., 2005).

De forma cléssica, a ativacdo canénica para a transcricdo de GLI ocorre por meio da
interacdo ligante-receptor a via HH. Esta é ativada através da ligacdo das proteinas SHH, IHH
ou DHH ao receptor de membrana PTCH1 como ilustrado na Figura 1. Na auséncia do
ligante, PTCH1 mantém-se no cilio primario e inibe o co-receptor SMO. Os fatores de
transcricdo GLI mantem-se no citoplasma por mediadores proteicos (SUFU, PKA), onde apés
clivagem proteossomal, resultam em sua forma repressora (GLIR), que sio translocadas para o
nicleo e inibem a expressdo dos genes alvos (AMAKYE et al. 2013; ARMAS-LOPEZ et al.,
2017).

A ligacdo de um dos morfégenos HH ao PTCH1 promove ativagdo da via HH, esse
complexo se desloca do cilio primario para a membrana plasmatica, com isso, desfaz o efeito
inibitdério ocasionando a ativacdo e acimulo de SMO no cilio priméario. SMO induz reacgdes
intracelulares que resultam na ativacdo da familia de fatores de transcricio (GLI*) e sua
translocagdo nuclear. No ndcleo, GLI” induz a transcricdo de genes alvos relacionados a

sobrevivéncia, proliferacdo, angiogénese e invasdo, incluindo genes da via como GLI1 e
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PTCH1, ocasionando uma retroalimentacdo, feedback positivo (PETERSON et al., 2012;
JUNKER et al., 2014).

O papel da sinalizacdo HH no cancer foi identificado pela primeira vez em pacientes com
sindrome de Gorlin, inicialmente descrita em 1960 por GORLIN e GOLTZ. Esta é uma
condig&o rara causada pela mutagdo de componentes da via HH: PTCH1 (HAHN et al., 1996;
JOHNSON et al., 1996) e SUFU (SMITH et al., 2014;). Estas muta¢des levam a ativagédo
continua da via HH e a formacdo de inimeros carcinomas basocelulares localizados
preferencialmente na regido de cabeca, pescoco e costas. Esses pacientes, com maior
prevaléncia aos que possuem mutacdo em SUFU, apresentam maior predisposi¢do a outros
tipos de tumores, como o meduloblastoma (PASTORINO et al., 2009; SMITH et al., 2014;
FOULKES et al., 2017).
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Figura 1. Via Hedgehog. (a) Na auséncia do ligante HH, PTCHL1 localiza-se no cilio primario e inibe a
atividade de SMO. O fator de transcricdo GLI é mantido no citoplasma, que, ap6s clivagem, e resulta na sua
forma repressora GLI. (b) Na presenca do ligante, PTCH1 é translocado do cilio, permitindo ativacéo de SMO e
interacdo com um ligante enddgeno, que resulta na translocacéo nuclear da forma ativadora de GLI e transducéo
genes alvos da via HH. Fonte: AMAKYE et al., 2013.

Quando a via esta ativada atraves de mecanismos dependentes de ligante, estes podem ser
produzidos e secretados tanto por células do parénquima quanto do estroma tumoral. A
sinalizacdo autocrina ja foi descrita em varios tumores como cancer de colon (VARNAT et
al., 2009), prostata (WALSH, 2005), glioblastomas e meduloblastomas (ZURAWEL et al.,
2000), enquanto a via paracrina ja foi descrita no cancer de pancreas e de célon (TIAN et al.,
2009; SCALES e DE SAUVAGE, 2009). Adicionalmente, celulas do estroma tumoral
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também podem ser fonte de ligantes para ativacdo da via HH em células malignas, em um
mecanismo denominado de sinalizacdo parécrina reversa (THEUNISSEN E DE SAUVAGE,
2009; WU et al., 2017) (Figura 2). Outros meios de ativacdo da via HH incluem: mutacdo nos
genes SMO, PTCH1 e SUFU, além de mecanismos alternativos (ndo-canénicos) que ativam
os fatores GLI, no contexto de outras cascatas sinalizadoras, como a WNT (PASTORINO et
al., 2009; SMITH et al., 2014; FOULKES et al., 2017).
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Figura 2. Ativacdo da via Hedgehog. (A) MutagBes nos componentes centrais da via HH. (B) Célula tumoral
produz o ligante que ativa a via nas células estromais que secreta em resposta a estimulos. (C) Célula estromal
produz o ligante e ativa a via HH na célula tumoral. Fonte: Wu et al., 2017.

A via HH tem-se destacado por apresentar um importante papel ndo somente na iniciacdo
tumoral, através da ativacdo de genes relacionados a proliferacdo e sobrevivéncia celular,
manutencdo de células tronco e, também, pela evidéncia crescente da importancia das
moléculas HH para a ativacdo do estroma tumoral, angiogénese, invasdo, metastase e
modulacdo da resposta imune (PINTER et al., 2013; FAN et al., 2014; VALVERDE et al.,
2016).

Estudos prévios conduzidos pela nossa equipe, demonstraram um papel importante da
sinalizagdo HH na angiogénese em CEBs, além de identificar macréfagos CD163+ como
potenciais fonte de ligantes HH neste tumor (VALVERDE et al., 2016). Nesta mesma linha
de investigacéo, outros trabalhos estdo em andamento na equipe e, resultados preliminares dos
estudos in vitro com Fibroblastos Associados ao Cancer (FAC), mostram que esta célula pode
ser fonte ou responsivos aos ligantes, no contexto do CEB (Figura 3) e, portanto, caracterizar
imunofenotipicamente essa populacéo de células e entender a relagdo entre FACs, via HH e
células tumorais, em amostras humanas, desperta grande interesse em nosso grupo de

pesquisa.
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Figura 3. Imunoexpresséo in vitro dos ligantes HH em FACs de CEBs. Imunoexpresséo in vitro dos ligantes
SHH (A) e IHH (B) no citoplasma e membrana de linhagens de FACs isolados de CEBS (Doutorado Ludmila
Valverde, em andamento).

1.3 FIBROBLASTOS ASSOCIADOS AO CANCER

1.3.1 Aspectos Gerais

A compreensdo de que a iniciacdo e progressdo de tumores ndo dependem apenas de
eventos mutagénicos em células malignas, mas também das interacBes entre estroma e
parénquima, ndo é recente. O conceito da teoria “Seed and Soil” foi proposta ha mais de 100
anos (PAGET, 1889), no entanto, por muito tempo os estudos limitaram-se a avaliar o
parénquima tumoral. Apenas recentemente, a percepcdo do cancer tem sido ampliada e
compreendida em um contexto de microambiente, onde as células tumorais propriamente
ditas interagem com células tidas com os genotipos normais, presentes no estroma tumoral.
Estas incluem células do sistema imune, células endoteliais e fibroblastos (HANAHAN,
WEINBERG, 2000; PIETRAS e OSTMAN, 2010; HANAHAN, WEINBERG, 2011,
HANAHAN, COUSSENS, 2012).

Ja em 1971, GABBIANI, RYAN E MAJNO descreveram a presenca de fibroblastos
modificados na cicatrizacdo de feridas e denominou estas células de miofibroblastos, devido a
sua semelhanca com células musculares lisas. No cancer, esses fibroblastos modificados
apresentam como sinonimias: fibroblastos associados ao tumor, fibroblastos ativados e
fibroblastos associados ao cancer (FAC). Quando comparado aos miofibroblastos normais, os
FACs apresentam caracteristicas funcionais distintas, tais como aumento da forga contratil

(BAGUL, 2015), na taxa de proliferacdo, da producdo de colageno, da secrecdo de fatores de
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crescimento e outros moduladores da matriz extracelular (MEC), os quais podem atuar de
forma autdcrina e paracrina, no contexto da progressao e invasao tumoral (COSTEA et al.,
2013).

Por serem células pléasticas, os FACs podem apresentar diferentes fendtipos e, por isso, a
combinacdo de biomarcadores permite melhor caracterizar a diversidade destas populac¢des
em tumores, ja que os marcadores comumente utilizados podem identificar mais de um tipo
celular. O a-SMA € o mais utilizado para a detectar os miofibroblastos (HUANG et al., 2010).
Entretanto, este marcador também identifica outros tipos celulares, como: pericitos, células
musculares lisas, células mioepiteliais e miofibroblastos relacionados ao processo de
cicatrizacdo (GASCARD e TLSTY, 2016). A proteina S100A4 (FSP1) também ¢é utilizada
para detectar populacdes de FAC, porém é observada em células malignas em transicéo
epitélio-mesénquima (TEM), macrofagos, células endoteliais e neurdnio (OHLUND et al.,
2014; GASCARD e TLSTY, 2016). Em adicdo, hd ainda a Proteina de Ativacdo de
Fibroblastos (FAP), a qual pode ser detectada ndo somente em FAC, mas também em células
musculares lisas, pericitos e células epiteliais (LIAO et al., 2013; LIN et al., 2017). Bem
como, outros marcadores mesenquimais, como: tenascina-C, periostina, NG-2 (antigeno
neuro-glial 2), receptor de PDGFa / b vimentina, colédgeno tipo I e prolyl 4-hidroxilase
(SUGIMOTO et al., 2006; PRIME et al., 2017).

Os FACs podem se diferenciar a partir de diversos tipos celulares, como células tronco
tumorais ou células mesenquimais da medula 6ssea (SONG et al. 2005, WORTHLEY et al.,
2009; QUANTE et al., 2011), células somaéticas diferenciadas, a exemplo dos pericitos
(GORITZ et al., 2011), células musculares lisas, pré-adipocitos (JOTZU et al, 2011),
fibroblastos residentes (MUELLER et al., 2007), células malignas (PETERSEN et al., 2003;
MINK et al., 2010) e células endoteliais (ZEISBERG et al, 2007) (Figura 5).
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Figura 4. Possiveis origens dos fibroblastos associados ao cancer. Fonte: TAKEBE et al., 2011.
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A ativacdo dos FACs é um processo complexo e que envolve alteragdes na expressdo
génica reguladas por microRNA e mudancas epigenéticas (exemplo, hipometilacdo de DNA
global) (OHLUND et al., 2014), mediadas principalmente por TGF-B, TNF-a, IL-1 o/B
(JUNG et al., 2010; LEEF e THOMAS., 2013; PRIME et al., 2017), PDGF-a/pB (SHAO et al.,
2000), FGF (STRUTZ et al., 2000) ou IL-6 (GIANNONI et al., 2010) liberados pelas células
tumorais.

No contexto da tumorigénese, os FACs contribuem para a angiogénese tumoral afetando,
inclusive, a resposta a terapia anti-VEGF, através da ativacdo de PDGF-C (CRAWFORD et
al., 2009). Também participam da regulagdo do sistema imune através da secrecdo de
quimiocinas pré e anti-inflamatérias (CXCLI, CXCL5, CCL2, NF-Kf3, SDF-1 / CXCL-12,
FGF-2, VEGF, IGF-2, HGF, SFRP-1) (CHENG et al, 2008; EREZ et al, 2010; DE PALMA et
al., 2017). Esses mediadores podem afetar diretamente o perfil proliferativo e potencial de
invasdo tumoral (BAGUL et al., 2015; ISHII et al., 2015; JUNG, KIM e KOO, 2015), uma
vez que os FACs produzem também o BDNF (DUDAS et al., 2011), HGF (LEWIS et al.,
2004), IGF2, BMP4, CCL7 (JUNG et al., 2009; LEEF e THOMAS, 2013), MMPs 1, 2, 3, 9,
13 e 14 (JUNG et al., 2010; DUDAS et al., 2011; LEEF e THOMAS, 2013; LEWIS et al.,
2004). Adicionalmente, GLENTIS et al., 2017, demonstraram que os FACs podem favorecer
a invasdo de células malignas, através de forcas mecanicas que promovem a formacdo de
lacunas em membrana basal e, consequentemente, facilitando a migracdo das células
malignas.

Nos Ultimos dez anos, alguns autores tém descrito a participacdo da via HH na ativacdo
dos FACs (GASCARD E TLSTY, 2016) e, ainda, na producdo de ligantes HH que atuariam
em outros tipos celulares, como a populacdo de células tumorais (ABE e TANAKA, 2017),
(Figura 5), favorecendo mecanismos relacionados a progressdo tumoral (YAUCH et al., 2008;
THEUNISSEN e DE SAUVAGE, 2009; ABE e TANAKA, 2017), tal como a transi¢édo
epitélio-mesénquima (CHOE et al., 2013) e ativagdo da via HH em células tumorais (YAUCH
et al., 2008; THEUNISSEN e DE SAUVAGE, 2009), corroborando para a proliferacdo de
células malignas, por exemplo (BERMUDEZ et al., 2013; ABE e TANAKA, 2017). Por outro
lado, em tumores de bexiga, a expressdo de moléculas HH em FACs pode estar relacionada a
uma inibigdo da progressdo tumoral inicial, através da ativacdo de mecanismos de reparo,
induzidos por Hedgehog (ROBERTS, KERSHNER e BEACHY, 2017).
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Figura 5. Via Hedgehog em fibroblastos associados ao cancer. Os FACs podem ter a via HH ativada por
morfégenos produzidos pelas células tumorais; podem produzir os ligantes para ativacdo da via HH em células
tumorais como também, podem produzir o ligante para ativagdo da via HH em outros tipos celulares, como as
células tronco tumorais. Fonte: ABE e TANAKA, 2017.

Estudos que isolaram FACs de tumores de mama (ORIMO et al., 2005), prostata
(OLUMI et al., 1999), ovério (YANG et al., 2006), pancreas (HWANG et al.,2008), pele
(SNEDDON et al., 2006), colon (DE WEVER et al., 2004) es6fago (ZHANG et al., 2009) e
boca (LIU et al., 2006; SOBRAL et al., 2011a) demonstraram que as subpopulactes de FACs
sdo distintas e heterogéneas, com reflexos nas caracteristicas bioldgicas secretoras e uma

maior diversidade de fungdes na progresséo tumoral.

1.3.2 Facs em Cancer de Boca

As primeiras evidéncias da participacdo dos miofibroblastos no CEB foram descritas por
BARTH et al. (2004). A partir de entdo, varios estudos vém tentando desvendar as funcdes
destas células neste tumor e a relacdo desta populacdo, com as celulas tumorais. Ja foi
descrito, por exemplo, que as células de CEB promovem a transdiferenciacdo dos fibroblastos
residentes em miofibroblastos, mediada por TGF- 1 (LEWIS et al, 2004; KELLERMAN et
al., 2008) e IL- 1B (LYGOE et al, 2007).

Em adicdo, IL-1a, VEGF (JUNG et al., 2009), TGF1p (DALY et al., 2010, COSTEA et
al., 2013) estimulam a producdo de CCL7 (JUNG et al., 2009), HGF, CXCL2/SDF1, pelos

FACs (DALY et al., 2010), cujas agOes refletem num maior potencial de migracéo e invaséo
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das células tumorais. A secrecio de BDNF (DUDAS et al., 2011) também contribui para uma
maior expressao de marcadores epitélio-mesénquima pelas células tumorais e perda de adeséo
celular (CIRILLO et al., 2016). Fatores de crescimento, como HGF e ativina A, induzem,
ainda, a proliferacao das células malignas dos CEBs (LEWIS et al., 2004; DALY et al, 2008;
KELLERMAMN et al., 2008; LIN et al., 2011; SOBRAL et. al, 2011b). A Figura 6 ilustra a
interacdo paracrina entre celulas tumorais e FACs.
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Figura 6. Ativagdo dos Fibroblastos associados ao cancer em Carcinoma Escamocelular de Boca. A
ativacdo dos FACs em CEBs ocorre através da secrecdo de TGF-B1 e IL-1B pelas células tumorais, que
transdifereciam os fibroblastos residentes em FACs e estes passam a secretar fatores que contribuem para a
progressdo tumoral.

Os FACs apresentam também uma importante funcédo na formacdo de um microambiente
tumoral imunossupressor e no escape do tumor frente as defesas do sistema imunoldgico em
CEBs. Isto ocorre devido a sua participacdo na modulacdo da funcdo das células T efetoras
durante as respostas imunes antitumorais, inibicao da proliferacdo das células T, co-regulacdo
de moléculas e citocinas imunossupressoras (destaca-se TGF-p e VEGF), indugao de apoptose
das células T reguladoras (TAKAHASHI, 2015) e da expressdo de macréfagos do fenétipo
M2 (TAKAHASHI, 2017), uma maior microdensidade vascular (LIN et al., 2017), devido a
producéo de PGE2 via COX-2 (ALCOLEA et al., 2012), bem como, HGF, CXCL12/ SDF-1 e
BMP4 (LEEF E THOMAS, 2013). Em adicéo, ja esta bem descrita a participacdo dos FACs
na promocdo de recorréncia, metdstase e baixa sobrevida dos pacientes com CEBs
(KELLERMAN et al., 2007; LIN et al., 2017), através de mecanismos dependentes de MMP2
e MMP9 (SOBRAL et al 2011b) e secrecdo de hialuronato (COSTEA et al., 2013). Além
disso, estas células influenciam a osteoclastogénese dependente de RANK-L, promovendo
invasdo Gssea e consequente aumento da morbidade e pior progndéstico dos pacientes com esta
doenca (ELMUSRATI et al., 2017).
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Conforme ja descrito no item 1.2, resultados de nossa equipe demonstram que FACs
podem ser fonte de ligantes HH no CEB, mas, ndo é de nosso conhecimento, trabalhos

publicados na literatura que avaliam a relagéo entre via Hedgehog e FACs, em CEB.

2. JUSTIFICATIVA

O CEB é uma neoplasia localmente invasiva que frequentemente € diagnosticada em
estagio clinico avancado e apresenta altas taxas de morbimortalidade. Deste modo, contribuir
com estudos sobre a patogénese desta doenga favorece a identificagdo de biomarcadores para
diagnostico, prognostico, com vistas a terapias mais eficazes. Neste aspecto, a avaliacdo de
cascatas de sinalizacdo embrionarias em cancer € um campo de investigacdo crescente e a via
Hedgehog tem se destacado neste contexto. A desregulacdo desta via, em CEBs, ja foi
demonstrada (CAVICCHIOLI BUIM et al., 2011) e pode estar associada a diversos
mecanismos relacionados ao desenvolvimento dos CEBs, como a ativacdo do estroma
tumoral. Neste compartimento, evidéncias recentes demonstram participacdo dos FACs na
biologia tumoral por diversas formas, dentre estas, destaca-se mecanismos de remodelacdo da
matriz extracelular pela secregdo de MMPs afim de propiciar a invaséo tumoral.

Nos ultimos anos, alguns autores tém descrito a participacdo da via HH na manutencdo do
fendtipo FACs e, ainda, estas células podem produzir ligantes HH com acdo paracrina,
favorecendo mecanismos relacionados a progressao tumoral. Apesar destes avan¢os, ndo ha
na literatura nenhum trabalho que avalia componentes HH em FACs de CEBs. No entanto,
resultados preliminares de estudos in vitro do nosso grupo, mostram que esta célula pode ser
fonte de ligantes HH e contribuir, em conjunto com as células tumorais, para a tumorigénese

através de diversos mecanismos, tal como a invasao tumoral.

3. HIPOTESE

Fibroblastos associados ao cancer representam uma fonte de ligantes HH e ha uma relagédo
destas células com moléculas Hedgehog e invasdo tumoral (MMP14), em carcinoma

escamocelular de boca.

4. OBJETIVOS
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4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a populagdo de fibroblastos associados ao cancer, a sua relagdo com moléculas
Hedgehog (SHH, IHH e GLI1) e expressao de MMP14, em carcinoma escamocelular de

boca.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a expressao das proteinas a-SMA, S100A4 e FAP na populacdo de

células estromais de CEB;
e ldentificar as proteinas SHH, IHH e GLI1 em fibroblastos associados ao CEBS;

e Avaliar a relacdo entre a expressdo de moléculas Hedgehog (SHH, IHH e GLI1) em

células malignas e fibroblastos associados ao CEB;

e Associar a relagdo entre os marcadores de fibroblastos ativados, moléculas Hedgehog
e MMP14, em CEB.

5. MATERIAL E METODOS
5.1 CONSIDERACOES ETICAS

O protocolo deste trabalho foi submetido ao comité de ética em pesquisa com seres
humanos do Instituto Gongalo Moniz (IGM, Fiocruz, Bahia), o qual emitiu parecer favoravel
namero 2.295.634.

5.2 CARACTERIZACAO DO ESTUDO E CASUITICA

Inicialmente, foi realizado o calculo amostral atraveés do Epi Info ~ v.06 (Centers for
DiseaseControlandPrevention, Atlanta, USA), com poder de 95% e considerando-se a
frequéncia de CEBs no Estado da Bahia (8,0%; INCA), cujo resultado foi de 108 casos. No
levantamento inicial nos arquivos do Servico de Anatomia Patoldgica do Centro de
Diagnostico Pires (Feira de Santana, Bahia), entre os periodos de 2010 a 2014, localizamos
128 casos com Diagnostico de Carcinoma Escamocelular de Oral. Entretanto, apds aplicacéo

dos critérios de incluséo e exclusdo dos casos desta casuistica, listados abaixo (Tabela 1), 70
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casos de CEB foram utilizados neste estudo. Os dados clinicos referentes a idade, sexo,
localizagdo anatdmica e tamanho da lesdo foram obtidos a partir das fichas de exames
anatomopatologicos. Para uma analise comparativa, foram analisadas as mucosas adjacentes
(MAT) livres de tumor (n=10).

Tabela 1. Critérios utilizados para a inclusao e exclusdo da casuistica

Critérios de Inclusdo

e Diagnostico de carcinoma escamocelular

e Localizacdo: dois tercos anteriores da lingua, assoalho bucal, palato duro, mucosa jugal,
regido retromolar e gengiva

e Presenca do componente estromal e ilhas de células tumorais suficientes para a gradagéo
histoldgica e obtencdo de pelo menos 3 campos microscopicos, em aumento final 200x

Critérios de Exclusao

e Localizacdo: labio, terco posterior e base de lingua, palato mole, valécula epigldtica e
garganta

e Auséncia de preservacdo do tecido

e Blocos de parafina com material exiguo

e Material pouco representativo do tumor

5.3 ANALISE HISTOLOGICA

Para a revisdo e analise morfoldgica dos casos de CEB, cortes de 4um de espessura
foram obtidos dos blocos de parafina e submetidos a coloracdo pela hematoxilina/eosina,
conforme a rotina do Servico de Histotecnologia do IGM. O diagnéstico e gradacgdo
histoldgica dos CEBs foram checadas por um patologista, considerando 0s pardmetros
definidos pela Classificagdo da Organizacdo Mundial de Satde (OMS, 2017).

5.4 TECNICA IMUNO-HISTOQUIMICA

Apos a padronizacdo para determinar as melhores condigdes para cada anticorpo, as
seccOes histologicas de 4um de espessura foram submetidas a técnica imuno-histoquimica
para marcagdo dos anticorpos o-SMA, S100A4, FAP, SHH, IHH, GLI1 e MMP14 (MT-
MMP1). Inicialmente, seguiram para desparafinizagdo em xilol, imersdo em alcool etilico e
re-hidratacdo com &gua corrente. Para exposicdo dos epitopos antigénicos, as sec¢des foram
submetidas a recuperacdo antigénica, em calor imido por 40 minutos. O blogueio da
peroxidase enddgena (PeroxidaseBlockingSolution™Dako, Carpinteria, USA) foi realizado

protegido da luz, por 10 minutos e o bloqueio das proteinas teciduais realizado com leite
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desnatado a 10% por 30 minutos. Os anticorpos primarios foram incubados por 1 hora (a-
SMA), em temperatura ambiente ou overnight, 18h (demais anticorpos) a temperatura de 4°C.
Dados sobre fabricante e clone dos anticorpos estao descritos na Tabela 2.

Ap0s a incubacdo do anticorpo primario, os reagentes HRP Link e HRP Enzyme
(Advance™, Dako Corporation, Carpinteria, USA) foram aplicados nos cortes histologicos,
20 minutos cada. As reagdes foram reveladas com 3,3-diaminobenzidina (Dako, Carpinteria,
USA), por 5 minutos, em camara escura e, posteriormente, as laminas foram contra-coradas
com hematoxilina de Harris por 1 minuto e montadas com balsamo do Canada natural. Para o
controle negativo das reacdes, cada anticorpo primario foi substituido por soro normal de
mesmo isotipo. Os controles positivos foram: placenta (SHH, IHH e GLI-1), Cancer de Mama
(S100A4, FAP ¢ MMP14) e, para o a-SMA, vasos sanguineos serviram como controle
interno.

A co-localizag¢do das proteinas relacionadas a fibroblastos (S100A4, a-SMA) com 0s
ligantes da via HH (SHH) e MMP14 em CEBs foi identificada utilizando o kit EnVision™
G2 Doublestain System e o sistema polimérico de amplificacdo Advance™ (Dako,

Carpinteria, USA), com os cromdgenos RedPermanent e Vina Green.

Tabela 2. Dados do fabricante e clone.
Anticorpo  Marca comercial Clone  Diluicdo Recuperacéo

SHH Novus Biologicals 5H4 1:1000  Citrato pH 6,0

IHH Novus Biologicals EP1192Y  1:500 Citrato pH 6,0

GLI1 Novus Biologicals  Policlonal  1:600 Citrato pH 6,0

a-SMA DAKO 1A4 1:200  Citrato pH 6,0
FAP Invitrogen Policlonal 1:50 Citrato pH 9,0
S100A4 DAKO Policlonal  1:1000  Citrato pH 6,0

MMP14 Novus Biologicals EP1264Y  1:250 Citrato pH 6,0
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5.5 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

As laminas foram escaneadas em microscopio digital virtual Aperio (Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany) e exibidas em um monitor, com auxilio do programa AperiolmageScope
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Um patologista (examinador 1) selecionou um
minimo de trés e maximo de cinco areas representativas dos tumores e, em cada uma destas,
considerou-se uma propor¢do minima de 50% de estroma. Cabe ressaltar que estas areas
supracitadas foram escolhidas para um unico marcador (a-SMA). Em seguida, um segundo
examinador selecionou estas mesmas para os marcadores: SHH, IHH, GLI1, S100A4, FAP e
MMP14.

A avaliacdo das imunomarcacdes foi realizada por um patologista oral (examinador 3),
apenas nas areas previamente selecionadas pelos examinadores 1 e 2. Levou-se em
consideracdo a localizacdo das proteinas: membranar e/ou citoplasmatica e citoplasmatica
e/ou nuclear (apenas para a proteina GLI1), nas células tumorais efou células
morfologicamente identificadas como fibroblastos (FAC). Para cada um dos compartimentos
(parénguima e estroma) foi dado um escore imuno-histoquimico, como segue: escore negativo
(-), <5% de células imunomarcadas; escore 1+, 5-25%; escore 2+, 26-50% e escore 3+ >51%
de células imunopositivas. Nas margens livres de tumor, adotou-se 0s mesmos critérios semi-
quantitativos, em epitélio e ldamina propria.

Em adicdo, as proteinas a-SMA/SHH, o-SMA/IHH, a-SMA/MMP14, S100A4/SHH,
S100A4/MMP14 foram avaliadas através de dupla marcacdo. A co-localizacdo foi
considerada positiva, nas seguintes situacdes: a) quando os cromdgenos vermelho e verde
foram sobrepostos, resultando em coloracdo arroxeada; b) quando as cores vermelho e verde

estavam individualizadas, porém em uma mesma célula.

5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram organizados em planilhas dos programas GraphPad Prism
versdo 6.03 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) e SPSS versdo 17.0 (SPSS, Inc,
Chicago, IL, USA). Os dados categéricos analisados através dos seguintes testes, Qui-
quadrado e correlacdo de ¢ (Phi) para avaliar associagéo e correlacdo entre os marcadores. Os
coeficientes de ¢ variam de -1 a +1, sendo que estes valores representam uma correlagédo
perfeita negativa ou positiva, respectivamente. Neste aspecto, a tabela 3 demonstra

interpretacdo para os valores de coeficientes de ¢. A andlise estatistica deste estudo
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considerou como nivel de significancia o valor de “p” correspondente a alfa (o) menor ou

igual a 5%.

Tabela 3. Interpretacdo para valores de Coeficiente de ¢ (Phi)

0,70 ou + Associacao positiva muito forte
0,50 - 0,69 Associacdo positiva forte
0,30 -0,49 Associacdo moderadamente positiva
0,10 -0,29 Fraca associacao positiva
0,1-0,09 Associacao positiva indiferente
0,00 Sem associacdo
-0,1 --0,09 Associacdo negativa indiferente
-0,10 —-0,29 Fraca associa¢ao negativa
-0,30 —-0,49 Associacdo moderadamente negativa
-0,50 —-0,69 Associacao negativa forte
-0,70 ou - Associacdo negativa muito forte

Fonte: Adaptado de James A Davis. Elementary Survey Analysis. Englewood Cliffs. NJ.: Prentice-Hall, 1971, p. 49.

6. RESULTADOS

A amostra deste estudo foi composta por 70 casos de CEBs, sendo que 49 lesdes (70%)
acometeram homens e 21 (30%) mulheres. A idade dos pacientes variou de 31 a 85 anos, com
média de 61,5 (DP£11,8). A lingua (n=43; 61,42%) foi a localizacdo mais frequente, seguida
pelo assoalho de boca (n=14; 20%), palato duro (n=7; 10%), mucosa jugal (n=4; 5,72%),
gengiva (n=1; 1,43%) e regido retromolar (n=1; 1,43%). De acordo com a classificagdo da
OMS (2017), 18 CEBs (25,72%) foram classificados como bem diferenciados, 45 (64,28%)
moderadamente diferenciados e 7 (10%) CEBs, como pouco diferenciado. Os dados estdo

resumidos na Tabela 4.

Tabela 4. Caracteristicas clinicas e gradacédo histoldgica de 70 pacientes com CEB

Parémetros clinicos Total (n) %
Sexo
Masculino 49 70
Feminino 21 30
Localizagéao
Lingua 43 61,42
Assoalho de boca 14 20
Palato duro 7 10

Mucosa jugal 4 5,72



32

Regi&o retromolar 1 1,43
Gengiva 1 1,43

Gradacao histoldgica

Bem diferenciado 18 25,72
Moderadamente 45 64,28
diferenciado
Pouco diferenciado 7 10

6.1 CARACTERIZAGAO IMUNOFENOTIPICA DA POPULACAO DE
FIBROBLASTOS

6.1.1 o-SMA
A proteina a-SMA foi identificada exclusivamente em membrana e citoplasma de células

do estroma. Em especial, localizada adjacente as ilhas tumorais, com predominio em células
morfologicamente semelhantes a fibroblastos. Quarenta e cinco CEBs (64,28%) foram
positivos para a proteina a-SMA, sendo o0 escore 3+ predominante (n=24; 53,33%), seguido
do escore 1+ (n=13; 28,89%) e 2+ (n=8; 17,78%) (Tabela 5). Nas MAT (n=10), a proteina a-
SMA foi negativa (p= 0,010). Nao foi observada relacdo estatisticamente significante, entre
0s niveis de imunoexpressdo deste marcador com os diferentes graus histologicos (ANEXO
A).

A figura 7 mostra a imunomarcagdo de a-SMA em CEB (Figura 7-A, D e G) e as

comparac0es entre os grupos de CEB e MAT estdo representadas na figura 8.

6.1.2 S100A4

A proteina S100A4 foi identificada predominantemente na membrana e citoplasma de
FACs. No entanto, outras células estromais também foram positivas, como células endoteliais
e células inflamatorias. Para o estroma, 94,28% dos casos (n=66) foram positivos com maior
prevaléncia do escore 3+ (n=41; 62,13%) seguido dos escores 2+ (n=17; 25,75%) e 1+ (n=8;
12,12%). Considerando-se o compartimento de células tumorais, 72,85% dos casos (n=51)
foram positivos, com predominio do escore 1+ (n=34; 66,67%) seguido dos escores 2+ (n=13;
25,49%); 3+ (n= 4; 7,84) (Tabela 5). Nas MATSs, a marcacdo no epitélio estava restrita a
células de aparéncia dendritica e, em lamina prépria, 90% (n=9) das amostras foram positivas

para esta proteina, com predominio do escore 3+ (n=4; 44,44%;), seguido dos escores 1+
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(n=3; 33,34%) e 2+ (n=2; 22,22%), em um padrdo semelhante ao estroma tumoral
(p=0,1448). A distribuicdo da imunomarcacdo de S100A4 entre os graus histologicos de
malignidade dos CEBs também foi semelhante (ANEXO A).

A figura 7 mostra a imunomarcacdo de S100A4 em CEB (Figura 7-B, E e H) e MAT
(Figura 7-L). As comparac0es entre os grupos de CEB e MAT estdo representadas na figura 8.

6.1.3 FAP

A proteina FAP foi identificada predominantemente em membrana e citoplasma de células
tumorais e, de forma focal, em FACs imediatamente adjacentes as ilhas tumorais.
Considerando-se o compartimento de células tumorais, treze casos (18,57%) foram positivos,
sendo o escore 1+ (n=6, 46,16%) predominante, seguido do 2+ (n= 5; 38,46) e 3+ (n=2;
15,38%). Em estroma, positividade foi detectada em 10 casos (14,28%), com os escores 1+
(n=8; 80%) e 2+ (n=2; 20%) (Tabela 5). Todas as margens tumorais foram negativas e nao
houve diferenca de imunomarcacéo entre os CEBs e MAT (p=0,2287) e nos diferentes tipos
histoldgicos tumorais (ANEXO A).

A figura 7 mostra a imunomarcacdo de FAP em CEB (Figura 7-B, E e H) e as

comparacg0es entre os grupos de CEB e MAT estdo representadas na figura 8.

6.2 ASSOCIACAO ENTRES OS MARCADORES DE FACS

Enquanto o marcador a-SMA estava restrito ao estroma tumoral, S100A4 foi observada
predominantemente no estroma, mas também no compartimento de células tumorais (Tabela
5, p<0,0001) e a imunomarcacdo para FAP foi escassa, independente do compartimento
tumoral (Tabela 5, p=0,16). Considerando-se a positividade apenas em estroma, observou-se
uma correlagdo positiva entre os niveis de a-SMA/S100A4 (p< 0,0001, ¢= 0,24) e o-SMA/FAP
(p<0,0001, ¢= 0,55), enquanto que maiores niveis de S100A4 e FAP estdo inversamente
correlacionados (p<0,0001 e ¢= -0,62).
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Tabela 5. Escores semi-quantitativos dos marcadores de fibroblastos em CEBs

a-SMA S100A4 FAP
Parénguima  Estroma Parénquima  Estroma Parénguima  Estroma
Escores p p
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
0 70 (100)  25(35,72) <0,0001 19(27,14) 4(5,72) <0,0001 57(81,43) 60 (85,71) 0,16
1+ 0 (0) 13 (18,58) 34 (48,58) 8(11,42) 6 (8,57) 8 (11.43)
2+ 0 (0) 8 (11,42) 13 (18,58) 17 (24,28) 5(7,14) 2 (2,86)
3+ 0 (0) 24 (34,28) 4 (5,7) 41 (58,58) 2 (2,86) 0(0)

Total 70 70 70
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Figura 7.
Imunoexpressio das proteinas a-SMA, S100A4 e FAP em CEBs e MATS. (A) a-SMA: Escore 3+ em FACs de CEB. (B) S100A4: Escore 3+ em estroma e escore 1+ em
células malignas. (C) FAP: Escore 3+ em células tumorais e 2+ em FACs. (D) a-SMA: Escore 2+ em FACs de CEB. (E) S100A4: Escore 2+ em estroma (F) FAP: Escore 2+ em
células tumorais e 1+ em células do estroma. (G) a-SMA: Escore 1+, em FACs de CEB. (H) S100A4: Escore 1+ em estroma de CEBs. (I) FAP: Escore 0 em estroma e células
tumorais de CEBs. (J) MAT negativa para a-SMA (L) S100A4: Escore 3+ em MAT. (M) MAT negativa para FAP.
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6.3 CARACTERIZACAO DE COMPONENTES HEDGEHOG

6.3.1 SHH

A proteina SHH foi identificada predominantemente no citoplasma de células neoplésicas.
Sessenta e quatro (91,43%) CEBs foram positivos, com predominio do escore 3+ (n=50;
78,13%), seguido dos escore 1+ (n=8; 12,50%) e 2+ (n=6; 9,37%). Este padrdo de
imunomarcacao para a proteina SHH foi semelhante nos diferentes graus de diferenciacéo
histolégica (ANEXO A). Quando presente no estroma tumoral (n=39; 55,72%), a
imunomarcagdo de SHH foi observada no citoplasma dos FACs, sendo o escore 1+ (n=23;
58,98%) predominante, seguido do escore 2+ (n=8; 20,51%), 3+ (n=8; 20,51%) (Tabela 6).
Células inflamatdrias e endoteliais também foram positivas para este marcador. Nas MATS, 6
casos (60%) foram positivos para SHH, no epitélio, com maior prevaléncia do escore 3+
(n=3; 50%), e seguido dos escores 2+ (n=2; 33,33%) e 1+ (n=1; 16,67%) e observou-se uma

diferenca estatisticamente significante quando comparado aos CEBs (p=0,0052).

A figura 9 mostra a imunomarcacdo de SHH em CEB (Figura 9-A) e MAT (Figura 9-D).

As comparac0es entre 0s grupos de CEB e MAT estao representadas na figura 8.

6.3.2 IHH

A proteina IHH foi identificada predominantemente no citoplasma de FACs. Trinta e trés
(47,14%) dos casos foram positivos para a proteina IHH, com predominancia do escore 1+
(n=18; 54,54%), seguido dos escores 3+ (n=9; 27,28%) e 2+ (n=6; 18,18%). No
compartimento das células tumorais, foi observada positividade em 40% dos casos (n=28)
com maior prevaléncia do escore 2+ (n=10; 35,72%) e 3+ (n=10; 35,72%), seguido do escore
1+ (n=8; 28,58%) (Tabela 6). Células endoteliais e inflamatorias também exibiram
imunomarcacao para esta proteina. Evidenciou-se uma maior marcacdo desta proteina nos
tumores bem diferenciados, quando comparados aos pouco diferenciados (p=0,0138)
(ANEXO A). Todas as MATs (100%) foram negativas para a proteina IHH (p=0,0252).

A figura 9 mostra a imunomarcacdo de IHH em CEB (Figura 9-B) e as comparacdes entre
0s grupos de CEB e MAT estéo representadas na figura 8.
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6.3.3 GLI1

A proteina GLI1 foi identificada em células tumorais de CEBs em cinquenta e cinco
(78,57%) casos de CEB. Com marcacdo predominantemente citoplasmatica (n=37; 67,28%),
mas também citoplasmética e nuclear (n=18; 32,72%). Considerando estes dois padrdes de
marcacdo, observou-se maior prevaléncia do escore 3+ (n=28; 50,91%) seguido do escore 1+
(n=15; 27,28%) e 2+ (n=12 21,81%) que se comportou de forma similar em todos o0s graus
histologicos (ANEXO A). No estroma dos CEBs, esta proteina foi observada
predominantemente no citoplasma de fibroblastos em 31 casos (44,29%), com predominio do
escore 1+ (n=23; 74,20), seguido dos escores 2+ (n=7; 22,58%) e 3+ (n=1; 3,22%). Raras
células morfologicamente semelhantes a fibroblastos apresentavam GLI1 nuclear, enquanto
que a presenca desta proteina, em nucleo, foi um achado frequente em células endoteliais
(Tabela 6). Nas MATSs, em epitélio, 4 (40%) amostras foram positivas para a proteina GLI1,
com marcagao apenas citoplasmatica (n=3; 75%) e citoplasmatica e nuclear (n=1; 25%), com
predominio do escore 3+ (n=2; 66,67%) seguido do escore 1+ (n=1; 33,33%). Ja na lamina
propria, 1 caso (10%) foi positivo, apresentando o escore 3+. CEBs exibiram uma maior

imunomarcacao para GLI1 (p=0,0350).

A figura 9 mostra a imunomarcacdo de GLI1 em CEB (Figura 9-C) e MAT (Figura 9-F).

As comparacg0es entre 0s grupos de CEB e MAT estdo representadas na figura 8.

Tabela 6. Escores semi-quantitativos dos componentes da via HH em CEBs.

SHH IHH GLI1
Parénquima  Estroma p (valor) Parénquima Estroma  p (valor) Parénquima Estroma p (valor)
mscores n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
0 6(8,57)  31(44,28) <0,0001 42 (60)  37(52,86) Pp=0,15 15(21,42) 39 (55,71) P<0,0001
1+ 8(11,43)  23(32,86) 8(11,43) 18(25,72) 15 (21,42) 23 (32,86)
2+ 6(857)  8(11,43) 10 (14,28) 6 (8,57) 12 (17,16) 7 (10)
3+ 50(71,43) 8(11,43) 10 (14,28)  9(12,85) 28 (40) 1(1,43)

Total 70 70 70




nde casos

101+

B+

IE .

ELIE

24

w #* bl -
':I ¥ L T L] ] L] L Ll L]
SHHPF SHHMAT IHH/P THH/AMAT  GLIDVP GLIMVAT  o-5MA w-SMARIAT S100ALE
= pecikns

Figura 8. Associacdo dos marcadores a-SMA, S100A4, FAP, SHH, IHH e GLI1 em CEBs e MATS

[ Megativo

[ [ B
o
3+

STHALNAT FARE

FAPRMAT

38



39

Figura 9. Imunoexpressdo de SHH, IHH e GLI 1 em CEBs e MATs. (A) SHH: Escore 3+ em células malignas de CEB. (B) IHH: Escore 2+ em células tumorais e
escore 1+ para estroma (C) GLI: Escore 3+ para parénquima e escore 2+ para estroma. (D) SHH: Escore 1+ em MAT (E) MAT negativa para IHH (F) GLI1: 1+ em
citoplasma e negativo em nucleo de células epiteliais de MAT.



6.4 ASSOCIACAO ENTRE LIGANTES HH (CELULAS TUMORAIS) e FACs

Conforme destacado em "Material e Métodos", as anélises dos ligantes HH (SHH e IHH)
e marcadores de FACs foram realizadas nas mesmas areas tumorais, o que permitiu melhor
compreender a associacao entre as moléculas HH imunolocalizadas em células tumorais e a
populacdo de FACs a-SMA, S100A4 e FAP positivos. Considerando-se o0s critérios semi-
quantitativos adotados, houve correlacéo positiva entre a imunoexpresséo de SHH e IHH com
a-SMA (p< 0,0001, ¢= 0,51; p= 0,0094, ¢= 0,60) e SHH/S100A4 (p=0,087, ¢p= 0,94) e IHH
com FAP (p=0,0003, ¢= 0,98). Correlagdo negativa foi observada entre SHH/FAP (p<
0,0001, ¢= -0,42) e IHH/S100A4 (p<0,0001; ¢= - 0,51). As correlacBes positivas estdo
representadas na Figura 10.

Para avaliar se a imunoexpressdo de SHH em estroma estava relacionada aos FACs, foi
realizada dupla marcacdo imunohistoquimica para as proteinas SHH/a-SMA, SHH/S100A4.
Pode-se perceber a presenca de SHH no citoplasma das FACs a-SMA positivo (Figura 11, A-
C), e em menor proporc¢éo, no citoplasma de FACs S100A4+ (Figura 11, D-F).
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SHH IHH a-SMA S100A4 FAP
Figura 10. Imunoexpresséo dos ligantes HH e marcadores para FACs em CEBs
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Figura 11. Co-localizacdo das proteinas a-SMA/SHH e S100A4/SHH em CEB. (A) Imunoexpressdo de a-SMA em FACs de CEBs. (B) Imunoexpressdo de SHH em células
malignas e em FACs de CEBs. (C) Dupla marcagdo de a-SMA (em vermelho) no estroma e SHH (em verde) no parénquima e FACs com co-localizagdo das proteinas a-SMA e SHH
(em roxo) no estroma tumoral. (D) Imunoexpressdo de S100A4 em estroma tumoral. (E) Imunoexpressdo de SHH em parénquima e estroma de CEBs (F) Dupla marcagdo de
S100A4 no estroma (Red permanent) e SHH no parénquima (Vina Green). Co-localizacdo de S100A4 e SHH (roxo) em células tumorais de CEBs.
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6.5 ASSOCIACAO COM INVASAO TUMORAL

6.5.1 MMP14

A proteina MMP14 foi identificada predominantemente em membrana e citoplasma de
células das ilhas tumorais (p<0,0001, Tabela 6), especialmente na periferia destas, com
predominio em células morfologicamente semelhantes a fibroblastos. Cinquenta e cinco casos
(78,57%) de CEB foram positivos para esta proteina sendo o escore 3+ (n=31; 56,36%) mais
prevalente, seguido do escore, 1+ (n=13; 23,64%) e 2+ (n=11; 20%). Quando presente no
estroma tumoral (n=42; 60%), a imunomarcacdo de MMP14 foi identificada em células
semelhantes a fibroblastos e observou-se o predominio do escore 1+ (n= 28; 66,66%), seguido
dos escores 2+ (n=10; 23,80%) e 3+ (n= 4; 79,52). Todas as MAT (n=10), apresentaram
escore 0 para proteina MMP14.

Tabela 7. Escores semi-quantitativos da proteina MMP14 em CEBs.

MMP14
Escores Parénquima Estroma p (valor)
0 15 (21,44) 28 (40) <0,0001
1+ 13 (18,57) 28 (40)
2+ 11 (15,71) 10 (14,29)
3+ 31 (44,28) 4 (5,71)
Total 70

6.6 ASSOCIACAO ENTRE MARCADORES MMP14, HH, a-SMA, S100A4 e FAP

Houve uma relacdo positiva entre moléculas SHH (p=0,019, ¢= 0,98) e GLI1 (p=0,95, ¢=
0,99) com MMP14, o que ndo foi observado para o IHH/MMP14 (p<0,0001, ¢= -0,15). Um
maior acumulo de fibroblastos a-SMA, S100A4 foi observado nas proximidades das ilhas
tumorais, cujas células malignas também exibiam maior imunopositividade para MMP14
(p=0,27, ¢=0,66; p=0,016, ¢=0,87), 0 que nédo foi detectado em relagcdo a FAP (p<0,001, ¢= -
0,25).

Para avaliar se a imunoexpressdao de MMP14 estava relacionada a populacdo de FACs,
foi realizada dupla marcagdo para as proteinas MMP14/a-SMA e MMP14/S100A4. Pode-se
perceber a presenga de MMP14 no citoplasma de FACs a-SMA positivo adjacentes as ilhas
tumorais (Figura 12, A-C), o que néo foi observado em FACs S100A4+ (Figura 12, D-F

42



g

o ot
e

5%
oy g é— 2
1 G

A2

O

2 )
B

: %>
¥

” ' ." }n,h‘..-
;.f s ‘..t;’ytﬁ

{4

N
B

0
A

BN
o ’.‘ ~

« | T ‘)
i‘(iﬁd P

Figura 12. Co-localizacéo das proteinas a-SMA/MMP14 e S100A4/MMP14 em CEBs. (A) Imunoexpresséo de a-SMA em FACs de CEBs (B) Imunoexpressdo de
MMP14 em células malignas e em FACs adjacentes as ilhas tumorais de CEBs. (C) Dupla marcagdo de a-SMA em vermelho no estroma (red permant) e MMP14 no
parénquima (Vina Green) e FACs com co-localizagdo das proteinas a-SMA e SHH (em roxo) no estroma tumoral. (D) Imunoexpressédo de S100A4 em estroma tumoral. (E)

Imunoexpressdo de MMP14 em células malignas e em FACSs adjacentes as ilhas tumorais de CEBs. (F) Dupla marcagdo de S100A4 no estroma (Red permanent) e MMP14
no parénquima (Vina Green).
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7. DISCUSSAO

Neste estudo, avaliamos a populacéo de fibroblastos associados ao cancer em 70 casos de
carcinomas escamocelulares orais, através da expressdo imuno-histoquimica dos marcadores
a-SMA, S100A4 e FAP. Investigamos também a presenca dos componentes da via HH (SHH,
IHH e GLI1) em FACs e em ceélulas tumorais, a fim de melhor compreender a participacao da
desta via na ativagdo do estroma tumoral e os mecanismos de funcionamento desta cascata
nos CEBs. Somado a isso, investigamos se FACS e moléculas HH estdo correlacionados a
imunomarcacdo da proteina MMP14, cuja expressdo estd associada a transicdo epitélio-
mesénguima e invasdo das células tumorais.

No presente estudo, individuos do sexo masculino foram os mais acometidos pelos CEBs
e a média etaria foi de 62,1 anos. Estes resultados corroboram com outros estudos que
indicam que homens, entre a 52 e a 62 década de vida s@o o grupo de maior prevaléncia desta
doenca (FENG et al., 2016; LAWAL et al., 2017). Os sitios anatdmicos mais acometidos,
lingua e assoalho de boca, também foram os locais comumente descritos em outros estudos
(FRONIE et al., 2013; RODRIGUES et al., 2014). Quanto a gradacao histoldgica, tumores
moderadamente diferenciados representaram o grau mais prevalente, o que diverge de alguns
trabalhos recentes que descrevem tumores bem diferenciados como os mais frequentes
(DOURADO etal., 2017; LAWAL et al., 2017).

Considerando-se que "Tumores sdo feridas que nunca cicatrizam” (DVORAK, 1986;
2015), o papel dos fibroblastos ativados nesta doenca tem se destacado nas Ultimas décadas,
inclusive com a evidéncia da participacéo de fibroblastos a-SMA positivos na progressdo dos
CEBs (BARTH et al., 2004; KELLERMAN et al., 2007, SOBRAL et al., 2011, ALCOLEA et
al., 2012, LIN et al., 2017). No presente estudo, a expressao de a-SMA foi exclusiva no
estroma tumoral, em fibroblastos e, como ja esperado, em vasos sanguineos. Esta proteina
destaca-se na identificacdo da populacédo de fibroblastos ativados em diversos tipos tumorais
(BARTH et al., 2004; KELLERMAN et al., 2007; TOGO et al., 2013), como tumores de
mama (ORIMO et al., 2005), prostata (OLUMI et al., 1999), ovéario (YANG et al., 2006),
pancreas (HWANG et al.,2008), pele (SNEDDON et al., 2006), colon (DE WEVER et al.,
2004) es6fago (ZHANG et al., 2009) e boca (LIU et al., 2006; SOBRAL et al., 2011a). A
expressdo de a-SMA estd associada a um fendtipo mais invasivo (KELLERMANN et al.,

2008 e KELLERMANN et al., 2007) e ha uma correlagéo entre esta populacdo de células com
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a densidade de macrofagos pro-tumorais (TAKAHASHI et al., 2017), os quais, por outro
lado, também sdo fontes de ligantes da via HH (VALVERDE et al., 2016).

Além das células a-SMA positivas, fibroblastos que expressam S100A4 também fazem
parte da populacdo de FACs no CEB, sinalizando que estes marcadores possam estar
relacionados a origem distinta destas células. Conforme estudo de KIDD et al. (2012), por
exemplo, em tumores experimentais de ovario e mama, FACS S100A4+ derivaram de células
da medula 6ssea, enquanto os FACs a-SMA+ tiveram origem de adipdcitos. Ressalta-se
ainda que, neste trabalho, observamos também imunomarcacdo de S100A4 em fibroblastos
localizados na lamina propria de mucosas adjacentes ao tumor, ao contrario de FACs a-
SMA+ que estavam exclusivamente em regides de estroma tumoral.

Durante algum tempo, apenas a populacdo de fibroblastos ativados esteve associada a
capacidade de promover o crescimento tumoral (EREZ et al.,, 2010). Evidéncias mais
recentes, entretanto, apontam que as células S100A4+ representam uma populacdo de
fibroblastos quiescentes, de comportamento indolente, epigeneticamente estaveis e
precursores de fibroblastos ativados (KALLURI et al., 2016). Em adicéo, é bem descrita que
esta molécula esta expressa em células malignas que estdo em processo de transicao epitélio —
mesénquima (VERED et al., 2010; OHLUND et al., 2014; GARSCARD e TLSTY 2016), o
qual pode ser coordenado por FACs a-SMA+, em carcinoma escamocelular oral (DING et al.,
2014, ZHOU et al., 2014)

Um outro marcador que tem sido descrito em fibroblastos ativados ¢ o FAP (OHLUND et
al., 2014; GARSCARD e TLSTY 2016, MEZAWA et al, 2016), com resultados consistentes
em tumores de mama (JIA et al., 2014), colo retal (KOCZOROWSKA et al., 2016) e
estbmago (WEN et al., 2017), por exemplo. Nas amostras estudadas, entretanto, a
imunomarcacao para FAP foi escassa, com resultados pouco expressivos tanto para as células
tumorais quanto fibroblastos. Apesar de ZHOU et al. (2014) ter encontrado uma
superexpressdo do gene que codifica FAP em células de CEB, dados depositados no
consorcio internacional "The human protein atlas” indicam que ndo ha uma relacéo entre os
niveis de transcrito e proteina, além de corroborar para a assertiva de que FAP ndo é um bom
marcador de FACs, em CEBs, ao depositarem dados que demonstram uma baixa
imunoexpressao de FAP, nos tumores humanos avaliados.

Sendo assim, nossos resultados indicam que ha uma heterogeneidade imunofenotipica na
populagéo de FACs de CEBs, refletindo, possivelmente, origens e funcdes distintas, conforme
ja observado em outros estudos (SUGIMOTO et. al, 2006; KIDD et al., 2012; COSTEA et al.,
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2013, ISHII et al., 2015, DOURADO et al., 2016). No contexto do ambiente tumoral, FACs
representam um importante tipo celular para a ativagdo estromal (SANTI et al., 2017) e
crosstalk entre as células malignas e estromais (HANAHAN e COUSSENS, 2012).

Considerando-se este aspecto, moléculas HH tem se destacado em fungbes importantes
para a iniciagdo e progressio de tumores (ARMAS-LOPEZ et al., 2017, WU et al., 2017). Se,
por um lado, por muitos anos, o foco principal foi desvendar os mecanismos e participacdo
das moléculas HH nas células malignas, atualmente, o estroma tem sido objeto de intensa
investigacdo. A compreensdo de que células estromais, como FACs, podem ser fonte de
ligantes HH e, possivelmente, responsivos a esta via, ampliam as perspectivas dos estudos do
nosso grupo de pesquisa que avaliam o potencial terapéutico e participagdo na patogénese
desta cascata sinalizadora, em CEB (CAVICCHIOLI BUIM; GURGEL et al., 2011; DIAS et
al., 2013; VALVERDE et al, 2016), j& que estudos pré-clinicos em cancer de péancreas,
demonstraram que a inibi¢ao da via HH reduz a proliferacdo dos FACs e o tamanho do tumor
(MPEKRIS et al., 2017),

A presenga de SHH em FACs o-SMA+ e, em menor propor¢do, em fibroblastos
S100A4+, indicam que estas células sdo fontes do ligante HH e podem participar da ativacao
desta via em células tumorais (WALTER et al., 2014; VALENTI et al., 2017) e outras células
estromais (ABE e TANAKA, 2016), como ceélulas endoteliais (HARRIS et al., 2012,
VALVERDE et al.,, 2016). Além disso, ligantes HH secretados por células tumorais
aumentam a taxa de proliferacdo (BAILEY et al., 2008) e deposicdo de MEC (BAILEY et al.,
2008; DOMENECH et al., 2012; VALENTI et al., 2017), com possivel participacdo na
ativacdo do perfil FAC a-SMA+ (BAILEY et al., 2008, AUGSTEN, 2014).

Apesar da densidade de FACs S100A4+ ter sido mais frequente nos CEBs estudados, 0s
nossos resultados indicaram que a imunoexpressdo do ligante SHH em células malignas
parece estar mais associada a uma maior densidade de FACs a-SMA+ e, portanto, outros
estudos devem ser conduzidos para avaliar se 0 SHH secretado pelas células malignas pode
participar da ativacdo de fibroblastos estromais ou mediando a quimiotaxia, em um
mecanismo similar ao descrito por DUNAEVA et al. (2010), para mondcitos e SYN et al.
(2009) para fibroblastos, em modelo de fibrose.

Uma limitacdo deste trabalho esta relacionada a atividade e responsividade dos FACs a
via HH, j& que avaliamos apenas a imunopositividade para o fator de transcricdo GLI1, sendo
que o GLI2 é o principal fator de transcricdo relacionado a atividade HH em células

mesenquimais (LIANG et al., 2017). Destarte, alguns estudos atuais tém apontado que a
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expressdo de moléculas HH em FACs pode estar também relacionado a ativacdo de
programas celulares que favorecem os mecanismos de reparo e consequente inibigdo da
progressao tumoral, apesar destes estudos tratarem de um tipo especifico de cancer de bexiga
(LEE et al., 2014; SHIN et al., 2014).

A imensa maioria dos estudos que avaliam FACs, entretanto, descrevem o importante
papel pro-tumoral destas células, incluindo o favorecimento da invasdo das células de CEB,
por favorecerem a TEM (JENSEN et al., 2015, CIRILLO et al., 2016) e degradacdo de
proteinas da matriz extracelular mediada por MMP 2, 9 e 14 (ZHANG et al, 2006; SOBRAL
et al., 2011). Sabendo-se que a proteina MMP14 é expressa em células que estdo em TEM
(TURUNEN et al., 2017) e que este evento é influenciado por FACs e moléculas HH
(KATOH e KATOH, 2008, WANG et al., 2014; XU et al., 2014, STEINWAY et al., 2014),
avaliamos se a imunoexpressdo desta molécula estava correlacionada com a densidade de
FACs e moléculas HH. Observamos uma forte correlacdo positiva entre MMP14 em células
tumorais, com FACs a-SMA+, S100A4+, SHH e GLI1, sugerindo uma possivel participacdo
da via HH no processo de invasdo tumoral mediado por MMP14, conforme ja descrito para
cancer de ovario (LIAO et al. 2009).

Resumidamente, a populacdo de FACs é heterogénea em CEBSs, sendo que as células o-
SMA+ contribuem como maior fonte do ligante SHH, apesar das células S100A4
contribuirem para a maior populacdo de FACs, em CEBs. Os nossos resultados também
corroboram para uma possivel ativacdo HH paracrina (célula tumoral >
estromal), parécrina reversa (FACs -> Células Tumorais) e ativacdo estromal (FACs -
Células endoteliais) neste tumor. Em tempo, as moléculas HH, FACs SMA+ e S100A4

contribuem para um fendtipo invasor nas células tumorais.
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8. CONCLUSOES

Em CEBs, ha uma heterogeneidade imunofenotipica de FACs, sendo que a maior
populagdo ¢ S100A4+, seguida de células positivas para a-SMA. Por outro lado, a

proteina FAP ndo é um bom marcador destas células, em CEBs.

FACs sdo potenciais fonte de ligantes HH neste tumor e, dessa forma, podem
mediar a ativacdo estromal e sinalizacdo paracrina para as células tumorais e
endoteliais, por exemplo. Em adi¢cdo, FACs podem responder a via HH mediada
por células malignas, através de GLI1 e, o aumento de densidade da FACs
adjacentes a ilhas tumorais com maior imunoexpressao de SHH e IHH

corroboram para a funcdo quimioatratora destas moléculas.

Um aumento de moléculas HH e FACs esta correlacionado a uma maior

imunoexpressdo de MMP14, contribuindo para o fenétipo invasor, em CEBs.
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ANEXO A -

Tabela. Associacdo dos graus histologicos da imunoexpressao dos marcadores a-SMA, FAP, S100A4, SHH, IHH, GLI1 e MMP14 em CEBs.

a-SMA (estroma) FAP (estroma) S100A4 (estroma) SHH (parénquima)
Escores Total p Escores Total p Escores Total p Escores Total p
n n (valor) n n (valor) n n (valor) n n (valor)
0 1+ | 2+ | 3+ 0 1+ 2+ | 3+ 0| 1+ 2+ | 3+ 1+ | 2+ | 3+
BD 4 5 3 6 18 15 1 1 1 18 0 3 5 10 18 2 1 13 18
MD 19 6 4 16 45 39 5 1 0 45 4 4 10 27 45 6 4 31 45
PD 2 2 1 2 7 6 1 0 0 7 0 1 2 4 7 3 2 0 7
BD x MD 0,51 0,59 0,82 0,96
BD x PD 0,72 0,71 0,90 0,26
MD X PD 0,92 0,93 0,80 0,22
IHH (Parénquima) GLI1 (Parénquima) MMP14 (Parénquima)
Escores Total p Escores Total p Escores Total p
n n (valor) n n (valor) n n (valor)
0 1+ | 2+ | 3+ 0 1+ 2+ | 3+ 0| 1+ 2+ | 3+
BD 7 3 3 5 18 7 2 3 6 18 7 1 1 9 18
MD 28| 5 7 5 45 8 9 9 19 45 8 | 11 8 18 45
PD 5 2 0 0 7 0 4 0 3 7 0 1 2 4 7
BD x MD 0,73
BD x PD 0,01*
MD X PD 0,07

Nota: BD: Bem diferenciado/ MD: Moderada mentediferenciado/ PD: Pouco diferenciado
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