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RESUMO

INTRODUGCAO: A Via Hedgehog (HH) esta ativada em algumas neoplasias humanas, incluindo o
Carcinoma Escamocelular de Boca (CEB), o qual corresponde a mais de 95% dos casos
diagnosticados na cavidade bucal. Os glipicans (GPC) participam como reguladores desta cascata,
atenuando (GPC1 e GPC3) ou regulando positivamente (GPC5) a via HH. OBJETIVO: O objetivo
deste trabalho foi avaliar o perfil de expressao dos genes GPC1, 3 e 5, associando-0s com genes da via
HH (SHH, PTCH1 e SMO) e VEGFA, bem como caracterizar a imunoexpressao das proteinas GPC,
em CEB. MATERIAL E METODOS: Trinta e um casos de CEB foram submetidas a reacdes de
gPCR para os genes SHH, PTCH1, SMO, VEGFA, GPC1, 3 e 5. O RNA total foi extraido utilizando
uma coluna composta por membrana de silica (Rneasy Mini Kit). O DNA complementar foi obtido
com auxilio da enzima Superscript Vilo™., As reacdes de gPCR foram conduzidas no aparelho ViiA™
7 Real-Time PCR System utilizando o sistema Tagman, sendo a quantificacdo relativa avaliada pelo
método comparativo de Cq (AACQ). Vinte e seis CEBs, 9 casos de margens tumorais (MAT) e 4 casos
de mucosa bucal ndo neoplasica (MNN) foram submetidos a reacdo imuno-histoquimica para as
proteinas GPC1, GPC3, GPC5, CD105 e MCM3 utilizando o sistema polimérico Advance™ ou
LSAB™. As analises das proteinas GPC1, 3 e 5 foram realizadas de acordo com os parametros semi-
quantitativos descritos por Gurgel et al. (2008). O nimero de células MCM3 positivas e de vasos/mm?2
(microdensidade vascular- MDV) foram avaliados em 5 campos, sendo a mediana de e intervalo de
confianca utilizados para agrupar os CEBs em alto e baixo perfil proliferativo (AP e BP) e alta e baixa
MDV, respectivamente. A andlise estatistica foi realizada utilizando GraphPad Prism versdo 6.03.
RESULTADOS: Transcritos do gene GPC1 (26; 83,87%); GPC3 (n=22; 70,97%) e GPC5 (n=15;
48,38%) foram observados em CEBs. SHH RNAm foi detectado em 5 CEBs (16,13%). A maioria dos
CEBS apresentou expressao génica de PTCH1 (n=25; 80.6%), SMO (n=26; 83,87%) e VEGFA (n=28;
90,32%). Correlacdo positiva forte e estatisticamente significante foi demonstrada para GPC5 e
PTCH1 (rs=0,60; p=0,02) e entre PTCH1 e VEGFA (rs=0,69; p=0,0003). Imunomarcagdo
citoplasmatica e membranar de GPC1 foi observada principalmente em epitélio de MNN (n=4;100%)
e MAT (n=9; 100%), enquanto que uma perda de imunomarcacdo desta proteina foi detectada no
parénquima do CEB. A imunoexpressdo da proteina GPC3 estava ausente em MNN (n= 4; 100%) e
MAT (n=9; 100%). O GPC3 ocorreu na membrana e citoplasma de células do parénquima, observadas
principalmente na periferia das ilhas tumorais, predominando o escore 3+ (n=5; 19.23%) entre 0s
CEB:s positivos (n=23; 88,46%). Auséncia de imunomarcacdo de GPC5 foi observada em MNN (n=4;
0%) e apenas 2 espécimes de MAT (n=2; 22,22%) apresentaram baixa imunoexpressao, escore 1+.
GPCS5 citoplasmético em células tumorais positivas predominou o escore 1+ (n=5; 38.46%). Ao
mesmo tempo, GPC5 foi detectado em estroma de 13 (50%) CEBs, especialmente em células
endoteliais e semelhantes a fibroblastos. A expressdo dos genes avaliados foi similar em tumores com
AP e BP, assim como foi independente da MDV. CONCLUSOES: A correlagéo entre 0s transcritos
GPC5 e PTCH1, bem como a superexpressao das proteinas GPC5 e GPC3 e perda de
imunopositividade de GPC1 sdo consistentes com a participacdo destas proteoglicanas como
reguladoras da via HH em CEB. O perfil de expressdao do gene e proteina GPC1 sugere que este
glipican pode participa da biologia tumoral como uma proteina supressora tumoral, enquanto GPC3 e
GPC5 participariam oncoproteinas. A presenca de GPC5 em estroma tumoral (células endoteliais e
fibroblastos) pode estar associada a regulacdo da via HH neste compartimento do microambiente
tumoral.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas, Hedgehog, Glipican.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: The Hedgehog pathway is activated in some human neoplasms, including Oral
Squamous Cell Carcinoma (OSCC), which account for more than 95% of all oral cancers diagnosed.
Glypicans are involved in the regulation of HH pathway through GPC3 e GPC1 downregulation
or/and GPC5 upregulation. AIM: The aim of this study was to evaluate the expression profile of
GPC1, 3 and 5 genes, correlating to HH and VEGFA gene, even as to characterize the
immunoexpression of these proteins at OSCC. MATERIAL AND METHODS: A total of 31 cases of
OSCC were assessed by gPCR for the SHH, PTCH1, SMO, VEGFA, GPC1, GPC3 and GPC5 genes.
The total RNA were extracted using silica membrane column (Rneasy Mini Kit). Complementary
DNA was obtained using of Superscript ™ Vilo enzyme. The qPCR reactions were performed in
VIIA™ 7 Real-Time PCR System using the Tagman enzime, and relative quantification (RQ) was
evaluated by the comparative method of Cq (AACQ). Immunohistochemical reactions for GPCL1,
GPC3, GPC5, MCM3 and CD105 proteins was performed on twenty-six OSCC, 9 cases of tumor
margins (TM) and 4 cases of non-neoplastic oral mucosa (NNM) using Advance™ or LSAB™
system. The analysis of GPC1, 3 and 5 proteins were conducted according to the semi-quantitative
parameters described by Gurgel et al. (2008). The number of MCM3 positive cells and vessels//mm?2
(microvessel density -MVD) were evaluated in 5-matching areas, and the median and confidence
interval being used to group the OSCC in high and low proliferative profile (HP and LP) and high and
low MDYV, respectively. Statistical analysis were carried out with GraphPad Prism v.6.03. RESULTS:
Transcripts of GPC1 (26; 83.87%), GPC3 (n=22; 70.97%) and GPC5 (n=15; 48.38%) genes were
observed in OSCC. SHH mRNA was detected in 5 OSCC (16:13%), PTCH1 gene in 25 CEBs
(80.6%), SMO in 26 (83.87%) and VEGFA in 28 (90.32%). Strong and statistically significant
positive correlation was demonstrated for GPC5 and PTCH1 genes (rs=0.60; p= 0.02) and PTCH1 and
VEGFA transcripts (rs = 0.69; p = 0.0003). Cytoplasmic and membrane immunostaining of GPC1 was
mainly observed in epithelial MNN (n = 5; 100%) and MAT (n=9; 100%), while a reduction of this
protein was detected in parenchymal cells. GPC3 protein were absent in MNN (n = 4; 0%) and MAT
(n=9; 0%). The GPC3 occurred in the membrane and cytoplasm of parenchymal cells, mainly
observed in the periphery of the tumor islands and the 3+ score was predominat (n=3; 11:56%) in
positive OSCC. GPC5 positive tumor cells occurred in the cytoplasm, scored 1+ (n = 5; 38.46%). In
addition, GPC5 was detected in the stroma of 13 (50%) OSCC, especially in endothelial and fibroblast
cells. The gene expression was similar in tumors with HP and LP, and was independent of MDV.
CONCLUSIONS: The correlation between the GPC5 and PTCH1 transcripts, as well the
overexpression of GPC5 and GPC3 protein and the loss of GPCL1 positive cells are consistent with the
participation of these proteoglycans as regulators of HH pathway in OSCC. The gene and protein
expression profile of GPC3 indicate that this proteins participates in tumor biology as a tumor
suppressor protein, while GPC5 and GPC3 function as oncoproteins. The presence of GPC5 in tumor
stroma (endothelial cells and fibroblasts) could be associated with the regulation of the HH pathway in
this compartment of the tumor microenvironment.

Key words: Carcinoma, Hedgehog, Glypican.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O céancer de boca é um problema de satde publica e o sexto tumor mais freqiiente no
mundo (JEMAL; BRAY; FERLAY, 2011), sendo que o Carcinoma Escamocelular Bucal
(CEB) é o subtipo histologico mais comum de cancer de boca e corresponde a cerca de 95%
dos casos diagnosticados (JEMAL; BRAY; FERLAY, 2011; LAMBERT et al., 2011;
SIEGEL; NAISHADHAM; JEMAL, 2013). Mesmo com 0s avangos no conhecimento sobre a
patogénese desta doenca, ainda ha grande dificuldade em determinar os genes iniciadores
deste tipo tumoral, predizer como os CEB progridem e o prognéstico € estabelecido,
considerando-se o tamanho do tumor, sitios anatdmicos envolvidos, gradacdo histoldgica e
comprometimento de linfonodos (MENDEZ et al., 2002).

Vias de sinalizacdo que participam do desenvolvimento embrionario sdo normalmente
mantidas em estado inativo em tecidos ndo-neoplasicos adultos e a re-ativacdo destas pode
resultar em desenvolvimento tumoral (AMAKYE; JAGANI; DORSCH, 2013; COHEN,
2012; MCMILLAN; MATSUI, 2012) destacando-se, neste contexto, a via Hedgehog (HH).
Estudos ja demonstraram que esta cascata tem importante papel na patogénese de tumores,
como cancer do trato gastrointestinal (KATOH; KATOH, 2009), de pancreas (THAYER et
al., 2003), prostata (CHARI; MCDONNELL, 2007) e CEB (CAVICCHIOLI BUIM,;
GURGEL et al., 2011; HONAMI et al., 2012; LEOVIC et al., 2012) especialmente por
participar da ativacdo de programas relacionados a proliferacdo e sobrevivéncia celular, além
da manutencao células-tronco tumorais (CHARI; MCDONNELL, 2007; RIOBO; HAINES;
EMERSON, 2006).

Glipicans (GPC) séo proteoglicanos que estdo presente na membrana plasmatica e que
participam da regulacdo de vérias vias de sinalizacdo, como a HH, Wingless Type (WNT) e

Bone Morphogenetic Proteins (BMP) (FILMUS; CAPURRO, 2008). Existem seis tipos de
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GPCs em mamiferos, sendo que os GPC 1, 3 e 5 despertam especial interesse no estudo de
tumores malignos (FILMUS; CAPURRO, 2014). A superexpressdo de GPC1 estd bem
descrita em carcinoma pancreatico (DUAN et al., 2013), enquanto que GPC3 é considerado
um marcador prognéstico em hepatocarcinoma (CAPURRO et al., 2003; HIPPO, 2004; NING
et al., 2012; SHIRAKAWA et al., 2009a) e melanoma (KANDIL et al., 2009; NAKATSURA
et al., 2004). Em outros tumores, como de mama, de ovario e de mesotélio, esta molécula
parece atuar como supressora tumoral (LIN et al., 1999; XIANG; LADEDA; FILMUS, 2001).
Ja 0 GPCS5 esta superexpressa em gliomas e rabdomiossarcomas (GARCIA-SUAREZ et al.,
2014; Ll etal., 2011; WILLIAMSON et al., 2007).

Considerando-se a participacdo de glipicans como reguladores da via HH, GPC1 e
GPC3 atenuam a atividade da cascata HH, atraves dos sinais para degradacdo do morfégeno
SHH (CAPURRO et al., 2008; FILMUS; CAPURRO, 2014; WILSON; STOECKLI, 2013),
enguanto GPC5 aumenta a afinidade entre SHH e o receptor PTCHL1, estimulando a atividade
sinalizadora (FILMUS; CAPURRO, 2014; Ll et al., 2011).

Diante dos resultados preliminares do nosso grupo (CAVICCHIOLI BUIM; GURGEL
et al., 2011; SALES, 2012; VALVERDE, 2015) e sabendo-se do papel de glipicans na
regulacdo da via HH, bem como considerando a funcdo destas biomoléculas como oncogenes
ou genes supressores tumorais em neoplasias malignas humanas, sendo este o primeiro
trabalho com o objetivo de estudar a expressao dos genes e proteinas GPC1, GPC33 e GPC5
em CEB, bem como avaliar a associacdo destes glipicans com moléculas da via HH e

VEGFA.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARCINOMA ESCAMOCELULAR BUCAL

O cancer de cabeca e pescoco é a sexta neoplasia maligna mais comum no mundo,
sendo considerado um problema de saude publica mundial. Estimativas da Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (larc, do inglés International Agency for Research on
Cancer) apontaram que ocorreriam, no mundo, cerca de 320 mil casos novos e 157 mil ébitos,
para 0 ano de 2015, por cancer de boca e labio, sendo que 80% desses em paises em
desenvolvimento.

Estimam-se, para o Brasil, no ano de 2015, 11.280 casos novos de cancer da cavidade
oral em homens e 4.010 em mulheres, 0 que corresponde a um risco estimado de 11,54 casos
novos a cada 100 mil homens e 3,92 a cada 100 mil mulheres. Sem considerar os tumores de
pele ndo melanoma, o cancer de boca, em homens, é o 4° mais frequente na regido Nordeste
(n= 1960; 7,16/100 mil), enquanto que, para as mulheres, é o0 9° (n= 1060; 3,72/ 100 mil).
Adicionalmente, a Bahia é o estado responsavel pelo maior nimero de casos da regido
Nordeste, ocupando o 6° lugar na prevaléncia de todo o pais (Brasil, INCA, 2014).

Em relacdo ao subtipo histologico, o CEB € o tipo mais frequente, correspondendo a
95% dos casos diagnosticados (BHARGAVA, SAIGAL, CHALISHAZAR, 2010; JEMAL et
al., 2011; RODRIGUES et al., 2014). O CEB é uma neoplasia epitelial invasiva com graus
variaveis de diferenciacdo escamosa e uma propensdo a invasdo metastatica precoce e extensa
de linfonodos. Ocorre predominantemente em adultos na faixa etaria da 5% a 6° décadas de
vida, sendo os principais fatores de risco associados o tabaco e o alcool (HUNTER;
PARKINSON; HARRISON, 2005; JOHNSON; FRANCESCHI; FERLAY, 2005), além de
infeccOes pelo Papiloma Virus Humano (HPV) e fatores genéticos (CALIFANO et al., 1996;

HERRERO, 2003).
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Clinicamente, o CEB pode se apresentar como uma placa eritematosa, um nédulo ou
ainda como uma Ulcera, podendo ou ndo estar associada a dor, disfagia, odinofagia,
dificuldades da fala, sangramentos, perda de peso ou odor bucal (JOHNSON; FRANCESCHI;
FERLAY, 2005). Os sitios mais acometidos por esta neoplasia sdo os dois tercos anteriores da
lingua, assoalho bucal, palato duro, mucosa jugal, regido retromolar e gengiva, nesta ordem
(LAMBERT et al., 2011). Muitas lesdes de CEB sdo assintomaticas ou podem apresentar
sintomas com achados clinicos minimos. Dessa forma, a maioria dos pacientes ja tem a
apresentacdo de sinais e sintomas de doenca localmente avancada no momento do
diagnostico, podendo evoluir com areas de necrose e extensdo para estruturas adjacentes
como 0ssos, musculos e pele (JOHNSON; FRANCESCHI; FERLAY, 2005).

O CEB tem um aspecto histologico amplo e, a partir destas alteragdes, o tumor pode
ser graduado em bem diferenciado, moderadamente diferenciado ou pouco diferenciado. O
grau histoldgico atribuido ao tumor pode estar associado com o progndstico do paciente,
sendo que quanto menor o grau de diferenciacdo celular, pior o prognéstico do paciente
(JOHNSON; FRANCESCHI; FERLAY, 2005; MENDEZ et al., 2002). Além da graduago
histoldgica, é necessério tambeém estadiar clinicamente o tumor a fim de descrever a extensdo
anatomica da lesdo (SOBIN; WITTEKIND, 2002), bem como avaliar a ocorréncia de
metastase e comprometimento de estruturas adjacentes (CLATOT et al., 2014).

O sistema de estadiamento clinico utilizado é o preconizado pela Uni&o Internacional
Contra o Cancer (UICC), denominado Sistema TNM de Classificagdo dos Tumores Malignos.
Este sistema baseia-se em 3 componentes: T, extensdo do tumor primario; N, a presenca ou
auséncia de metastases para linfonodos regionais; e M, para presenca ou auséncia de
metastase a distancia. Estes parametros recebem graduacdes, geralmente de TO a T4, NO a N3

e MO a M1. Seguindo o TNM, os tumores sdo agrupados em estadios clinicos que podem
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variar de | ao IV. Nos estadios | e Il, os tumores sdo, respectivamente, T1 e T2, nédo
apresentam metastase em linfonodos regionais (NO) e nem a distancia (M0). Os tumores T3
ou aqueles T1 e T2 com 1 linfonodo regional invadido (N1) sdo considerados estadio IlI.
Lesdes classificadas como T4, ou aquelas que apresentam 2 linfonodos regionais invadidos
(N2) e todos os tumores que apresentam metastase a distancia (M1), sdo considerados estadio
IV (SOBIN; WITTEKIND, 2002).

O tratamento dos CEBs depende da localizacdo, da extensdo do tumor primario, da
gradacdo histoldgica e do status dos linfonodos cervicais. A cirurgia € o principal tratamento
para ressec¢cdo dos tumores primarios e deve sempre incluir toda lesdo tumoral e margem de
tecido livre de tumor em todas as dimensdes (minimo de 1,0cm de margem) (BRASIL, INCA,
2014). Este tratamento cirdrgico pode ser associado a radioterapia em estdgios mais
avancados da doenca, e também a quimioterapia para controle de metastase locoregional ou a
distancia, ou ainda, em casos recorrentes (GOLD; LEE; KIM, 2009).

O tratamento do CEB ainda esta associado a uma alta morbidade e pode resultar em
dificuldades na fala, distarbios na degluticdo e mastigacdo, deformidades estéticas e
problemas psicoldgicos. Ainda existe grande dificuldade de predizer a histéria natural de
lesbes individuais, embora o prognoéstico seja estabelecido a partir do tamanho do tumor,
correlacdo com sitios anatdmicos nobres, gradagdo histoldgica e envolvimento de linfonodos

(CLATOT et al., 2014; MENDEZ et al., 2002).

2.2 A VIA DE SINALIZACAO HEDGEHOG (HH)

A via de sinalizacdo Hedgehog (HH) exerce um papel fundamental no crescimento e

diferenciagdo celular durante o desenvolvimento embrionario de véarios 0rgaos
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(HASSOUNAH; BUNCH; MCDERMOTT, 2012) como dentes (HARDCASTLE; HUI;
SHARPE, 1999), pulmdes (GRINDLEY et al., 1997), célon, mama, eséfago (INGHAM,;
MCMAHON, 2001), proéstata, estbmago (CHARI; MCDONNELL, 2007), sistema nervoso
(WETMORE, 2003) e péancreas (THAYER et al., 2003). Além da sua participacdo na
embriogénese, a via HH também desempenha um papel na manutencdo e crescimento de
células-tronco adultas (RUIZ | ALTABA; SANCHEZ; DAHMANE, 2002), reparo tecidual
(ASAI et al., 2006) e carcinogénese (CHARI; MCDONNELL, 2007; RUIZ | ALTABA;
SANCHEZ; DAHMANE, 2002; YANG et al., 2010)

Os componentes e o funcionamento da via HH foram inicialmente descritos em
estudos com Drosophila (GOODRICH, 1997). Em humanos, 0s componentes centrais da via
HH consistem nos trés ligantes, Sonic Hedgehog (SHH), Desert Hedgehog (DHH) e Indian
Hedgehog (IHH) (INGHAM; MCMAHON, 2001); receptor transmembranico Patched 1
(PTCH1); a proteina reguladora positiva Smothened (SMO) e os fatores de transcricdo da
familia Glioma- associated oncogene (GLI1, GLI2 e GLI3) (STONE et al., 1999).

A atividade da via HH ocorre no cilium primério, uma organela de forma microtubular
que se estende da membrana plasmatica, que age como uma “antena” que detecta sinais
extracelulares e transmite estes sinais para o nucleo, a fim de gerar uma resposta celular
(HASSOUNAH; BUNCH; MCDERMOTT, 2012). A ativacdo classica da via HH ocorre
qguando ha interacdo do ligante HH com PTCH1, o receptor transmembranico € deslocado do
cilium, permitindo, desta forma, o acimulo de SMO e sua consequente ativagdo. A ativagdo
de SMO transduz o sinal de SHH para o citoplasma, culminando na translocacdo nuclear da
forma ativadora de GLI e consequente inducdo da expressdao de genes alvo da via HH
(HASSOUNAH; BUNCH; MCDERMOTT, 2012), envolvidos em proliferacdo e

diferenciacéo celular (por exemplo, Ciclina D1 e D2, N-myc, Wnts, PDGFR, IGF2, FoxM1,
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Foxa2, Nkx2.2, FoxF1, Myf5, HES1, IGFBP3); sobrevivéncia (Bcl2); auto-renovagédo (Bmil,
Nanog); angiogénese (VEGF); transicdo epitelial-mesenquimal (Snaill, SIP1, EIk1 e Msx2) e
invasdo (osteopontina) (HOOPER; SCOTT, 2005; STECCA; RUIZ | ALTABA, 2010).

Na auséncia de ligante HH, PTCH1 localiza-se no interior do cilium priméario e
promove a supressdo da atividade de SMO, impedindo a translocacdo desta proteina.
Consequentemente, os fatores de transcricdo GLI sdo mantidos no citoplasma por um
complexo repressor composto por diversas proteinas, como Supressor of Fused (SUFU) e
Fused (FU) (AMAKYE; JAGANI; DORSCH, 2013; HASSOUNAH; BUNCH;
MCDERMOTT, 2012). As formas repressoras de GLI (GLIg) dependem de clivagem via
ubiquitina-proteassomo antes da translocacao para o ndcleo, onde irdo impedir a transcri¢do
de genes alvo da via HH. Ja o GLI1, o qual ndo possui o dominio repressor N-terminal, ndo
necessita de clivagem prévia e funciona exclusivamente como ativador da via (COHEN,
2012). A ativacdo da via HH no contexto do cilium primario esta ilustrada esquematicamente

na Figura 1.
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Figura 1. Componentes e o funcionamento da via Hedgehog em humanos. (a) Na auséncia do ligante SHH,
PTCHZ1 localiza-se no cilio e inibe a atividade de SMO. O fator de transcricdo GLI é mantido no citoplasma (b)
Na presenga do ligante, PTCH1 é translocado do cilio, permitindo o acimulo ciliar de SMO, o qual promove
uma cascata sinalizadora que resulta na translocagdo da forma ativadora de GLI para o nlcleo, onde ativara
genes alvos da via HH. Fonte:(Low e De Sauvage, 2010).
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Vias de sinalizacdo que participam do desenvolvimento embrionario sdo normalmente
mantidas em estado inativo em tecidos ndo-neoplésicos adultos e a re-ativacdo destas pode
resultar em desenvolvimento tumoral (AMAKYE; JAGANI; DORSCH, 2013; COHEN,
2012; MCMILLAN; MATSUI, 2012). A participacdo da via HH na tumorigénese foi
demonstrada, inicialmente, em pacientes com carcinomas basocelulares esporadicos e
associados a Sindrome do Carcinoma Basocelular Nevoide (GOODRICH et al., 1996; HAHN
etal., 1996, 1999), mas a ativacao desta cascata sinalizadora no desenvolvimento e progressao
de outras neoplasias ja foi demonstrada no cancer de préstata (KARHADKAR et al., 2004;
SANCHEZ; CLEMENT; RUIZ | ALTABA, 2005), cancer de pulmdo (VELCHETI,
GOVINDAN, 2007; WATKINS et al., 2003), cancer gastrointestinal (BERMAN et al., 2003;
KATOH; KATOH, 2005), cancer de mama (MUKHERJEE et al., 2006), cancer de ovario
(CHEN et al., 2007), hepatocarcinoma (PATIL et al., 2006; SICKLICK et al., 2006) e boca
(CAVICCHIOLI BUIM; GURGEL et al., 2011; HONAMI et al., 2012; LEOVIC et al., 2012).

Os mecanismos da via HH envolvidos na patogénese do CEB ainda ndo estdo bem
estabelecidos. Devido ao papel desta via em neoplasias humanas, seus componentes tém sido
considerados como potenciais alvos terapéuticos (COHEN, 2012; MCMILLAN; MATSUI,
2012; AMAKYE; JAGANI; DORSCH, 2013; CONI; INFANTE; GULINO, 2013) e
pesquisas tém sido direcionadas no sentido de desenvolver drogas, tais como inibidores de
SMO e antagonistas de GLI. Nesse contexto, Yan et al.(2011b) avaliou a acdo de inibidores
da via HH em CEBs, demonstrando que o blogueio da cascata sinalizadora promove uma

diminuicao/inibicéo da proliferacdo e migragéo celular e aumento da apoptose nestes tumores.
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2.3 GLIPICANS (GPC)

Glipicans (GPC) sdo proteoglicanos que fazem parte da familia de proteinas que
possuem Heparan Sulfato (HSPG) e que interage com a membrana plasmatica através de uma
ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (FILMUS; SELLECK, 2001). Durante a
embriogenése, os GPCs participam da morfogéneses através da regulacdo de varias vias de
sinalizacdo, como a Hedgehog (HH), Wingless Type (WNT) e Bone Morphogenetic Proteins
(BMP) (FICO; MAINA; DONO, 2011; SONG et al., 2005; TSUDA et al., 1999). Na espécie
humana foram identificados 6 diferentes tipos de GPCs (BAEG et al., 2001; PAINE-
SAUNDERS; VIVIANO; SAUNDERS, 1999), com destaque para os subtipos 1, 3 e 5.

A localizacdo em membranas dos GPC permite que estas moléculas participem na
estabilizacdo e potencializacdo de interagGes entre ligantes e receptores (HACKER;
NYBAKKEN; PERRIMON, 2005). Em adicdo, podem funcionar como receptor e co-receptor
(CAPURRO et al., 2008), auxiliando na endocitose e degradacdo de ligantes, contribuindo,
dessa forma, para o controle e regulacdo de cascatas sinalizadoras (INCARDONA,;
GRUENBERG; ROELINK, 2002; TORROJA; GORFINKIEL; GUERRERO, 2004). A
quebra da ancora de lipidio que conecta GPC a membrana plasmaética pode resultar em GPC
sollveis ou associados a proteinas de baixa densidade, os quais podem desempenhar funcGes
de formas mais amplas (HACKER; NYBAKKEN; PERRIMON, 2005; LIN, 2004).

O GPC1 estad bem caracterizado como receptor de fatores pro-angiogénicos como
angiopoetina 1 e fator de crescimento endotelial vascular A (VEGFA) (AIKAWA et al.,
2008). De acordo com estes autores, GPC1 pode ser encontrado na superficie de células
neoplasicas, células endoteliais e em fibroblastos. Além disso, esta proteina pode aumentar a

mobilizagdo de fatores de crescimento no estroma tumoral, melhorando a habilidade de varios
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tumores a responder a acdo de morfogenos (WHIPPLE; LANDER; KORC, 2008). Na
regulacdo da via HH, GPC1 atua como co-receptor, auxiliando a interacdo entre o morfégeno
e o inibidor Hedgehog-interacting protein (HHIP) (WILSON; STOECKLI, 2013).

Em tumores malignos humanos, os estudos que investigam GPC1 ainda séo limitados,
com resultados consistentes apenas para o cancer de pancreas (AIKAWA et al., 2008;
KLEEFF et al., 1998) e estudos exploratorios em cancer de mama (DING et al., 2005;
MATSUDA et al., 2001). Contudo, ainda ndo sdo bem conhecidos os mecanismos pelos quais
0 GPCL1 participa do estimulo a proliferacdo do tumor de pancreas, bem como quais 0s
mecanismos associados ao acumulo desta proteina (STEINFELD; VAN DEN BERGHE;
DAVID, 1996), mas o bloqueio da atividade de GPC1 ocasiona uma reducéo do crescimento
de células de cancer pancreatico (KLEEFF et al., 1998).

O gene GPC3, localizado no cromossomo Xg26, participa da regulacdo do
crescimento celular, diferenciacdo e migracao (FILMUS; CAPURRO, 2008; FILMUS, 2001).
Durante o periodo embrionério altos niveis de GPC3 sdo encontrados, porém em tecidos
adultos sua expressao € variavel, ocorrendo, por exemplo, em tecidos mamarios, ovariano e
mesotélio (CAPURRO et al., 2008; FILMUS; CAPURRO; RAST, 2008). A mutacdo no gene
GPC3 esta envolvida no desenvolvimento da Sindrome de Simpson-Golabi-Behmel (SSGB)
(PILIA et al., 1996), a qual se caracteriza por crescimento excessivo dos tecidos (FILMUS;
CAPURRO, 2008; NERI et al.,, 1998). Entre as manifestacfes clinicas em pacientes
acometidos pela SSGB podem ser observado: fenda palatina, polidactilia, sindactilia, mamilo
supranumerario, defeito congénito do coracdo, hérnia umbilical, displasia e cistos renais.
Estudos em camundongos GPC3-knockout demonstram inimeras anormalidades encontradas
em individuos portadores da SSGB, como a proliferacdo exagerada e persistente das células

epiteliais dos tubulos coletores renais e ureteres (CANO-GAUCI et al., 1999).
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Estes achados sugerem que o0 GPC3 é um regulador da proliferacéo celular (FILMUS;
CAPURRO; RAST, 2008; FILMUS; SELLECK, 2001) e um dos mecanismos relacionados a
patogenia desta doenca pode ser a ativacdo aberrante da via HH, ocasionada pela perda de
expressao de GPC3 (CAPURRO; LI; FILMUS, 2009; CAPURRO et al., 2008). GPC3 atua
como um regulador negativo da via HH através da competicdo com PTCH1 pelo ligante SHH.
Como consequéncia, h& um aumento na degradacdo deste morfogeno, com reflexos no
controle da atividade sinalizadora (CAPURRO et al., 2008). (Figura 2)

Para promover reconhecimento e inibi¢do da via HH, o GPC3 precisa esta ancorado a
membrana plasmatica, através de GPl (CAPURRO; SHI; FILMUS, 2012b; CAPURRO et al.,
2008). Entretanto, ao contrario de outras proteinas com dominio GPI, a endocitose do
complexo SHH/GPC3 é mediada pelo receptor LRP1 (Low-density-lipoprotein receptor
related protein-1), dependente de clatrina e independentes de rafts (CAPURRO; SHI,
FILMUS, 2012a).

Em cancer de mama (XIANG; LADEDA,; FILMUS, 2001), ovério (LIN et al., 1999),
mesotélio (MURTHY et al., 2000) e pulmdo (KIM et al., 2003) o GPC3 funciona como
supressor tumoral (FILMUS, 2001), sendo detectado baixos niveis de expressdo de GPC3..
Nestas neoplasias, 0 mecanismo de silenciamento envolve hipermetilagdo da regido
promotora deste gene e ndo mutacao (LIN et al., 1999; MURTHY et al., 2000). Dessa forma,
a utilizacdo de agentes demetilantes pode ser uma estratégia para re-estabelecer a expressao
do gene GPC3 e, consequentemente, inibicdo do crescimento tumoral (LIN et al., 1999).

Por outro lado, GPC3 tem sido caracterizado como um oncogene em hepatocarcinoma
(CAPURRO et al., 2003; HIPPO, 2004; NING et al., 2012; SHIRAKAWA et al., 2009a),
carcinoma escamocelular de pulmdo (AVIEL-RONEN et al., 2008) e carcinoma gastrico

(HISHINUMA et al., 2006), uma vez que altos niveis desta molécula sdo observados nestes
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tumores, sem expressao nos tecidos nao-tumorais (FILMUS; CAPURRO, 2014; FILMUS,
2001). O GPC3 representa uma ferramenta diagndstica e alvo terapéutico para
hepatocarcinomas, sendo que aumento de expressdo de GPC3 sdo observados na progressao
desta doenca e relacionados com uma maior agressividade destes tumores (RUAN et al.,
2007; YAN et al., 2011a). Em melanomas, altos niveis de expressdo do gene GPC3 também
tem sido associado a progressdo desta doenca e a proteina desponta como um biomarcador
sérico, especialmente quando detectada na fase inicial da doenca (NAKATSURA et al.,
2004). Nestes tumores, a funcdo oncogénica de GPC3 esta relacionada a ativacdo da via
WNT, especialmente pela agdo em B-catenina (ZITTERMANN et al., 2010).

Em tecidos adultos, a expressdo de GPC5 foi documentada em cérebro, rins, testiculos
e glandula pituitaria (THWAY; SELFE; SHIPLEY, 2012). Esta proteoglicana localiza-se no
cilium primério, 0 que corrobora para a sua participacao como reguladora da via HH (LI et al.,
2011; WITT et al., 2013). O GPC5 tem afinidade pelo morfégeno SHH e receptor PTCH1 e
parece atuar aumentando a afinidade e interacdo entre estas moléculas, contribuindo para a

ativacdo da cascata sinalizadora (LI et al., 2011). (Figura 2)



Hh 28

00
v
S . S0 20
VeSS Patched P8 Smo
e e R |11 el T])
S R B &
vl a | —~
7 \ N
v A4
GPC3 competes with Patched GPCS5 facilitates/stabilizes
for Hh binding Hh-Patched interaction
Hh Hh
oo O
= NY
- ¥
v =

cpca%% apes ==
~— D ------ " > ah L ;%*;E] ........ S o
DITENRIN 2RI | s iy '-'ﬁm}i’:he‘f"gl"';:,nc
;:-rt!:lnlnll;’!]n!.,.,....,,Mnnn_"j".j Illill.)':}['|.q“'” IR st ynIn

Decreased Increased y

Figura 2. Efeitos opostos de GPC3 e GPC5 na Via de sinalizagdo HH. A esquerda, GPC3 presente na
membrana celular é capaz de interagir com HH, mas ndo com PTCH1, promovendo a diminui¢do da
disponibilidade de morfogenos HH, consequentemente diminuindo atividade da Via HH. A direita, GPC5
presente na membrana celular é capaz de interagir com HH e PTCH1, aumentando a afinidade de interacéo e
estabilizando a ligagdo de morfégeno e receptor, consequentemente aumentando a ativacdo da via HH. Fonte:
(FILMUS; CAPURRO, 2014)

A participacdo de GPC5 na biologia tumoral ndo esta completamente elucidada, mas
estudos em Rabdomiossarcoma (RMS) indicam que esta molécula € uma oncoproteina
(WILLIAMSON et al., 2007), com reflexos no aumento da proliferacdo celular e em
consequéncia do estimulo da via HH (LI et al., 2011). Por outro lado, uma reducdo da
expressao do GPC5 foi observada em adenocarcinoma pulmonar e cancer de mama, em
relacdo ao tecido normal, sugerindo uma atividade supressora nestas neoplasias (Li e Yang,

2011).

2.4 ANGIOGENESE

A compreensdo de que a iniciagdo e progressdo de tumores ndo dependem apenas de
eventos mutagénicos em células malignas, mas também das interacdes entre estroma e
parénquima, ndo e recente (FOULDS, 1964). Nesse contexto, a percepc¢do do cancer deve ser

ampliada e compreendida em um contexto de microambiente, onde interagem células
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tumorais propriamente ditas, células ditas genotipicamente normais, vasos e substancias
produzidas localmente ou provenientes da irrigacdo sanguinea (HANAHAN; WEINBERG,
2011; SICA et al., 2006, 2008).

Em 1971, Folkman et al. formularam a hipotese de que a progressao tumoral depende
da formacdo de vasos sanguineos, a qual esta associada ao equilibrio entre fatores pro e anti
angiogénicos (BERGERS; BENJAMIN, 2003; WICKI; CHRISTOFORI, 2008), secretados
por células neoplasicas e/ou inflamatorias adjacentes ao tumor (RAICA, CIMPEAN E
RIBATTI, 2009). Uma vez que é através da rede vascular que oxigénio e nutrientes sao
disponibilizados para as celulas neoplasicas, percebe-se que a angiogénese € um processo
fundamental na manutencdo, progressdo e metastase tumoral (BERGERS; BENJAMIN,
2003; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O VEGF é o maior regulador positivo da angiogénese fisiologica e associada a
processos patoldgicos, como as neoplasias. Dentre as principais isoformas, destaca-se o fator
de crescimento endotelial vascular A (VEGFA), citocina que interage preferencialmente com
0s receptores do fator de crescimento endotelial vascular 1 (VEGFR-1) e 2 (VEGFR-2)
(WICKI; CHRISTOFORI, 2008).

Dentre os marcadores endoteliais disponiveis para estudo da angiogénese tumoral, 0
CD34 e endoglina (CD105) tém se destacado. A proteina CD105 é encontrada em celulas
endoteliais humanas em proliferacdo, especialmente quando estas estdo em condigdes de
hipoxia (MARIONI et al., 2010; SANDLUND et al., 2006), enquanto que a CD34 pode ser
encontrada em vasos estaveis, 0s quais ndo estdo participando do processo angiogénico e, por
isso, é mais utilizado como um marcador pan-endotelial (MARIONI et al., 2010). Desta
forma, o marcador CD105 se destaca no estudo em neoplasias, uma vez que 0 mesmo nao é

observado em vasos pré-existentes e tecido normal (SANDLUND et al., 2006).
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A via Hedgehog (HH) apresenta um importante papel na formacdo de novos vasos
sanguineos (POLA et al., 2001), sendo que, em tumores humanos, a maior expressdo de seus
componentes influencia o microambiente tumoral e, consequentemente, 0 pProcesso
angiogénico (CHEN et al., 2011). Os ligantes da via HH podem induzir a formacdo de vasos
sanguineos através da secrecdo de fatores angiogénicos, incluindo o VEGF e angiopoietinas,
por células mesenquimais, especialmente apos isquemia (HARRIS et al., 2012; OLSEN et al.,
2004). Além de modular niveis de moléculas pré-angiogénicas em ceélulas estromais, 0s
morfégenos HH também podem influenciar a angiogénese através da via classica (CHEN et
al., 2011).

Seguindo a linha de investigacdo da angiogénese em neoplasias, sabe-se que o GPC1 é
capaz de interagir com o VEGFA e aumentar a afinidade de interacdo desta molécula com
seus receptores (GENGRINOVITCH et al., 1999; JAKOBSSON et al., 2006), além de ser o
unico GPC cuja expressdo ja foi documentada em células endoteliais (MERTENS et al., 1992;
ROSENBERG et al., 1997). Aikawa et al. (2008) demonstraram, in vivo, estudando cancer
pancreatico em camundongos atimicos, que o bloqueio de GPC1 ocasionou diminui¢do da

MDV, assim como dos niveis de VEGFA RNAm.
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3 HIPOTESES

H1- Os genes e proteinas GPC5 estdo superexpressos em CEB e ha uma correlagdo entre a
expressdo destes genes com os niveis de SHH, PTCH1 e SMO.

H2- O gene e proteina GPC1 e GPC3 séo subregulados em CEB e h4 uma correlacdo inversa
com os niveis dos genes SHH, PTCH1 e SMO.

H3- H& uma correlagdo entre os niveis de GPC1 e PTCH1 com o VEGFA emicrodensidade

vascular (MDV).
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Avaliar o perfil de expressédo dos genes GPC1, 3 e 5, associando-0s com genes da via HH
(SHH, PTCH1 e SMO) e VEGFA, bem como caracterizar a imunoexpressao destas proteinas,

em CEB.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar o perfil de expressdo dos genes GPC1, GPC3 e GPC5 em CEB.

- Associar o perfil de expressdo de genes GPC1, GPC3 e GPC5, com os niveis dos transcritos
de genes da via HH (SHH, PTCH1 e SMO) e VEGFA.

- Caracterizar a imunoexpressdo das proteinas GPC1, GPC3 e GPC5 no CEB, Margem
Adjacente ao Tumor (MAT) e Mucosa Bucal N&o Neoplasica (MNN).

- Investigar a relacdo entre os niveis dos transcritos GPC1, GPC3 e GPC5 com aspectos

clinicos, diferenciacdo tumoral, proliferacéo celular e microdensidade vascular (MDV).
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5 CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

5.1 CONSIDERACOES ETICAS

Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética em Pesquisa com Seres Humanos do

Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (CPqGM, Fiocruz, Bahia), parecer 229/2010.

5.2 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Foram obtidos 38 casos de CEB e Margens Adjacentes ao Tumor (MAT) de pacientes
admitidos no Hospital Aristides Maltez (HAM) (Salvador, Bahia), no periodo compreendido
entre 2011-2013. Todos os pacientes foram abordados na consulta inicial do HAM e
convidados a participar da pesquisa, mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido aprovado pelos Comités de Etica do CPqGM e HAM.

Os fragmentos de CEB foram obtidos dos espécimes cirdrgicos durante a cirurgia
para tratamento da doenca e as amostras de MAT foram obtidas da margem lateral, ap6s
remocdo da peca cirdrgica. Parte destes foi acondicionado em RNAIlater, por no méaximo 24h
e, posteriormente estes fragmentos foram congelados por imersdo em nitrogénio liquido,
mantidos em freezer -80°C até os ensaios de expressao génica. Outra porcdo do espécime
cirurgico foi fixado em formol tamponado neutro a 10% e encaminhado para processamento
histologico. Para uma analise comparativa, 4 casos de mucosa bucal ndo neoplasica (MNN)
de pacientes saudaveis foram obtidas a partir da remocao de terceiros molares ndo irrompidos.

Como critérios de inclusdo para este trabalho foram considerados: RNA com
qualidade e quantidade suficiente para as reaces de gPCR, tecido preservado e passivel de

analise microscopica, diagnostico de carcinoma escamocelular localizado na cavidade bucal



34

(dois tercos anteriores da lingua, assoalho bucal, palato duro, mucosa jugal, regido retromolar
e gengiva). Os critérios de exclusdo foram: RNA de baixa qualidade, morfologia tecidual
comprometida, blocos de parafina com pouco material e lesdes localizadas em labio.

Apbs a qualificacdo das amostras segundo os critérios de inclusdo/exclusao, os estudos
de expressdo génica foram realizados com um total de 31 CEBs e 12 MAT. Ja a avaliacdo

imuno-histoquimica foi realizada com 26 CEBs, 9 MAT e 4 MNN.

5.3 ESTUDO HISTOLOGICO

Para a revisao e analise morfolégica dos casos de CEB, cortes de 4um de espessura
foram obtidos dos espécimes fixados em formol e emblocados em parafina, sendo submetidos
a coloracdo pela hematoxilina/eosina, conforme a rotina do Servico de Histotecnologia do
CPgGM. De forma similar, as MATs foram analisadas para verificar a existéncia de displasia
epitelial oral (DEO) e auséncia de tumor. Os parametros definidos pela Classificacdo da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2005) (Tabela 1) foram utilizados para a gradacéo

histoldgica.
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Tabela 1. Critérios utilizados para gradagdo de DEOs e CEBs.

Alteracdes Arquiteturais Alteracdes Citol6gicas

Estratificacdo epitelial irregular Pleomorfismo celular e nuclear

Perda de polaridade das células basais Aumento da relagéo nucleo-citoplasma
Projecdo em forma de gota Aumento do tamanho nuclear
Aumento do nimero de mitoses Figuras de mitoses atipicas

Mitoses anormais Nucléolos proeminentes
Queratinizacdo prematura individual Hipercromatismo

(Disqueratose)

CEB bem diferenciado: quando as caracteristicas arquiteturais e citoldgicas assemelham-se ao epitélio
escamoso normal.

CEB moderamente diferenciado: presenca de pleomorfismo nuclear e atividade mitética, incluindo
mitoses atipicas, menor queratinizacdo.

CEB pouco diferenciado: presenca elevada de mitoses atipicas e minima queratinizagéo.

DEO discreta: quando as alteracBes arquiteturais, acompanhadas de atipia citoldgica, envolvem o terco
inferior do epitélio.

DEO moderada: quando as alteraces arquiteturais, acompanhadas de atipia citoldgica, estendem-se ao
tergo médio do epitélio.

DEO intensa: quando as alteragOes arquiteturais, acompanhadas de atipia citoldgica, estendem-se ao terco
superior do epitélio.

Fonte: OMS, 2005

5.4 ESTUDO DA EXPRESSAO GENICA

5.4.1 Isolamento de Rna Total e Transcrigdo Reversa (RT-PCR)

Todos os experimentos foram realizados em condicdes DNAse/RNAse free. Para o
procedimento de extracdo de RNA, foram utilizadas microcolunas de silica- Rneasy Plus Mini
Kit (QIAGEN, Tokyo, Japan). O tecido das amostras foi pulverizado com “beads” (L-Beader,
Loccus Biotecnologia), em tubos previamente resfriados a -20°C.

Em seguida, procedeu-se com o tratamento quimico das amostras, utilizando 700uL de
tampdo contendo tiocianato de guanidina (Buffer RLT, RNEasy Mini Kit™, QIAGEN,
Tokyo, Japan), homegeneizacdo em vortex e separacdo de fases, através de centrifugacéo por
5 min, a 13.200 xg. O sobrenadante foi entdo transferido para um novo microtubo e

homogeneizado com 700uL de etanol 70%. Esta solucéo foi transferida para microcolunas de
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silica e, apds sequencias de centrifugacOes rapidas, foram efetuadas lavagens com tampdes do
kit (RW1 e RPE). O RNA foi eluido com 50uL de 4gua Rnase/Dnase Free pH 7.4 (Rneasy
Mini Kit, QIAGEN™, Tokyo, Japan) e armazenado em temperatura de -80°C

A pureza do RNA extraido de cada amostra foi analisada em aparelho de
espectrofotometria (NanoDrop™, Thermo Scientific, Wilmington, USA) e a quantidade de
RNA total foi avaliada por fluorimetria (QuBit™, Life Technologies, USA). O DNA
genémico foi eliminado pelo uso da enzima DNAse | (Invitrogen Corporation, USA). Para a
transcri¢do reversa, foi utilizada a enzima transcriptase Superscript VILO™ (Invitrogen

Corporation, USA) e as amostras de cDNA armazenadas em temperatura de -20°C.

5.4.2 Reagdes de PCR Em Tempo Real - QPCR

As reacdes de qPCR foram realizadas utilizados TagMan Gene Expression Assays'
inventoriados para os genes SHH (Hs00179843 m1l), PTCH1 (Hs00181117 m1l), SMO
(Hs01090242_m1), GPC1 (Hs00892476 ml1), GPC3 (Hs00170471_ml), GPC5
(Hs00270114 m1) e VEGFA (Hs00900055 m1), assim como para 0s genes referéncias
ACTB (Hs01060665 gl1), B2M (Hs99999907 m1l) e UBC (Hs01871556 sl1). As reacoes
foram conduzidas no aparelho ABI ViiA7 Fast (Applied Biosystems™, Foster City, CA),
utilizando placa de 96 pogos € com um volume total de 20 uL. Cada um dos pogos possuia:
2.5ng/uL de ¢cDNA da amostra (8uL), 1uL de Assay (Applied Biosystems'", Foster City,
CA), 10uL de Tagman PCR Master Mix Kit (Applied BiosystemsTM, Foster City, CA) e 5uL
de &gua livre de RNAse. O programa de amplificagdo consistiu de um ciclo inicial de 50°C
por 2 minutos e 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60°C

por 1 minuto.
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5.4.3 Andlise da Expressdo Geénica

Apos as corridas de amplificacdo e dissociacdo, os valores de Quatificacdo Relativa
(QR) foram obtidos com o auxilio do programa Gene Expression Suite™
(AppliedByosistems, USA), de acordo com o método comparativo de Cq (AACQ) (LIVAK;

SCHMITTGEN, 2001). A férmula matematica esta descrita abaixo:

ACQ alvo = Cq alvo — Cq referéncia

AACQ= ACQ avo —ACQ calibrado} 288cQ

ACQ calibrador = Cq calibrador — Cq referéncia

Apds avaliacdo de 6 genes candidatos a referéncia (HPRT1, 18S, GAPDH, UBC, B2M
e ACTB), as amostras foram normalizadas através da média geométrica dos valores de Cq
dos genes referéncias, ACTB, B2M e UBC (Figura 3) (HUGGETT et al., 2005;
VANDESOMPELE et al., 2002). O calibrador das reacdes (B5) foi um pool de 12 amostras

de MAT.

Endogenous Controls

cr

Sample

[
[- ACTB M s2m_cL M usccl |

Figura 3. Demonstracdo dos genes referéncias ACTB, B2M e UBC na amostra de CEB.
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5.5 ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

Cortes de 4um de espessura foram obtidos dos especimes fixados em formol e
emblocados em parafina, sendo dispostos em laminas de vidro previamente limpas e
silanizadas. Inicialmente foram efetuadas reacOes de padronizacdo para determinar as
melhores dilui¢cbes, métodos de recuperacdo antigénica e tempo de incubacdo de cada
anticorpo, conforme rotina do nosso grupo de pesquisas. A seguir, 0s casos foram submetidos
a imunomarcagdo para os anticorpos GPC1, GPC3, GPC5, MCM3 e CD105. Dados sobre
fabricante, clone, diluicéo, recuperacdo e controle positivo dos anticorpos estdo descritos na
Tabela 2.

As seccgdes histoldgicas seguiram para desparafinizacdo em xilol e re-hidratacdo com
alcool. Para exposicdo dos epitopos antigénicos, as sec¢des foram submetidas a recuperacao
antigénica, em calor imido por 45 minutos, conforme descrito na Tabela 2. O bloqueio da
peroxidase endégena (Peroxidase Blocking Solution™, Dako, Carpinteria, USA) foi
realizado protegido da luz, por 10 minutos, e o blogueio das proteinas teciduais realizado
também por 10 minutos (Protein Blocking Solution™, Dako, Carpinteria, USA). Os
anticorpos primarios foram incubados overnight (18h), a temperatura de 4°C.

Em seguida 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. Para o anticorpo anti-GPC1, o sistema de deteccdo foi o LSAB K0610
(Dako Corporation, Carpinteria, USA). As reagbes foram reveladas com 3,3-
diaminobenzidina (Dako Corporation, Carpinteria, USA), por 5 minutos, em camara escura e,
posteriormente, as laminas foram contracoradas com hematoxilina de Harris por 1 minuto e
montadas com permount. Para o controle negativo, cada anticorpo primério foi substituido por

soro normal de mesmo isotipo.
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Tabela 2. Dados dos clones dos anticorpos, recuperagdo antigénica e diluicéo.

Anticorpo Marca Clone Controle positivo  Recuperacado Diluicéo
comercial antigénica

GPC1 Santa Cruz Policlonal Placenta Citrato pH 6.0 1:300
GPC3 Santa Cruz 1312 Placenta Citrato pH 6.0 1:100
GPC5 Novus Biologicals EPR6756(B) Carcinoma pulmonar  Citrato pH 6.0 1:300
MCM3 Dako 101 Céncer de mama Citrato pH 9.0 1:50
CD105 Dako SN6h Placenta Citrato pH 9.0 1:50
SHH Novus Biologicals SH4 Placenta Citrato pH 6.0 1:1000
GLI1 Novus Biologicals Policlonal Placenta Citrato pH 6.0 1:600

5.6 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

As laminas foram escaneadas em microscopio digital virtual VS110 (Olympus
Corporation, Toquio, Japdo) e exibidas em um monitor de alta definicdo com auxilio do
Olyvia™ 2.3 Software (Olympus Corporation, Téquio, Japdo) e analisadas das seguintes

formas:

a) Proteinas GPC1, GPC3e GPC 5 :

Para analise destas proteinas, todos os cortes histolégicos (CEB, MAT e MNN) foram
analisados em sua totalidade, com auxilio das ferramentas de varredura e aumentos
progressivos do programa Olyvia™ 2.3 Software (Olympus Corporation, Téquio, Japdo.
Levou-se em consideracdo a localizacdo do antigeno: membranar e/ou citoplasmatico, em
parénquima/epitélio ou estroma/lamina prépria. Em seguida, as amostras foram categorizadas
utilizando os seguintes critérios de semi-quantificagdo: (-) Negativo, escore (0) até 5% de
células imunomarcadas; (1+), entre 6-25% de células imunomarcadas; (2+), entre 26-50% de
células imunomarcadas; (3+), entre 51-75% de células imunomarcadas e (4+), mais de 75%

das células positivas (GURGEL et al., 2008).
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b) Avaliacdo do Potencial Proliferativo:

Foram analisados 5 campos representativos em cada caso de CEB, em aumento final de
200x. As células que exibiram marcacdo nuclear positiva para a proteina MCM3 foram
contadas em cada campo, com auxilio do programa Image J™ (National Institutes of Health -
NIH, 1997), e o numero absoluto de células MCM3 positivas calculado para cada caso. Apds
a analise de todos os casos, foi calculada a mediana de imunomarcacdo e o intervalo de
confianca (IC), sendo os tumores divididos em dois grupos: aqueles que exibiam nimero de
células MCM3 positivas maior que a mediana (AP, Alto potencial proliferativo) e menor que
a mediana (BP, Baixo potencial proliferativo). Os casos que possuiam o nimero de células

MCM3 positivas dentro do IC foram excluidos das comparacdes.

c¢) Microdensidade Vascular (MDV):

Foram selecionadas 5 areas hot spots de vasos CD105+, em aumento final de 200x.
Apenas vasos sanguineos que mostravam luz e coloracdo acastanhada foram contados em
cada area, as quais foram medidas e o resultado final foi dado em nimero de vasos/mm?
(MDV). Em seguida, foi calculada a mediana de MDV e o intervalo de confianca (IC), sendo
os tumores divididos em dois grupos: aqueles que exibiam MDV/mm?2 maior que a mediana
(Alta MDV) e menor que a mediana (Baixa MDV). Nédo foram avaliados os casos que

possuiam a MDV/mmz2 dentro do IC.

5.7 DUPLA-MARCACAO

A co-localizagdo das proteinas GPC3/SHH e GPC5/SHH em CEBs foi identificada

utilizando o kit EnVision™ G2 Doublestain System e o o sistema polimérico de amplificacdo
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Advance™ (Dako Corporation, Carpinteria, USA), com os cromdégenos Red Permanent e
Vina Green. Para as proteinas GPC5/GLI1, foi utilizado o sistema EnVision™ G2
Doublestain System e o o sistema polimérico de amplificacdo Advance™ (Dako Corporation,
Carpinteria, USA), com os Red Permanent e cromdgenos 3,3-diaminobenzidina. As

diluicdes, marcas comerciais e controles positivos das reacoes estdo descritos na tabela 2.

a) SHH/GPC3 e SHH/GPC5

Os cortes histolégicos seguiram para desparafinizacdo em xilol e re-hidratagdo com
alcool. As seccbes foram submetidas a recuperacdo antigénica com citrato pH 6.0, em calor
umido por 45 minutos, para exposicdo dos epitopos antigénicos. O bloqueio da peroxidase
enddgena e de proteinas teciduais, foi realizado utilizando o reagente Dual Endogenous
Enzyme Block™ (Dako Corporation, Carpinteria, USA), em temperatura ambiente (TA) por

10 minutos.

O primeiro anticorpo priméario, GPC3 ou GPC5, foi incubado overnight a 4°C. Em
seguida, os cortes foram expostos inicialmente ao reagente Rabbit/Mouse Link™ (Dako
Corporation, Carpinteria, USA) por 20 minutos; depois foi aplicado o Polymer/AP por 20
minutos. O cromodgeno Permanent Red Working Solution (Dako Corporation, Carpinteria,

USA), por 15 minutos, foi utilizado para revelar a reacéo.

O passo seguinte foi expor os cortes histologicos revelados para o primeiro anticorpo

primario com a solucdo Doublestain Block HRP ™

(Dako Corporation, Carpinteria, USA),
por 10 minutos. A incuba¢do do segundo anticorpo priméario (SHH) foi realizada por 1 hora
em TA. O sistema de deteccdo Advance™, (Dako Corporation, Carpinteria, USA), composto

pelos reagentes HRP Link e HRP Enzyme, foram aplicados nos cortes histoldgicos, 20
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minutos cada. Para revelar esta segunda reacdo foi utilizado a solucdo Vina Green (Biocare
Medical), por 20 minutos. As laminas foram lavadas com agua destilada e montadas em

glicerina 10%.

b) GP5/ GLI1

Os cortes histolégicos seguiram para desparafinizacdo em xilol e re-hidratagdo com
alcool. As seccbes foram submetidas a recuperacdo antigénica com citrato pH 6.0, em calor
umido por 45 minutos, para exposicdo dos epitopos antigénicos. O bloqueio da peroxidase
enddgena e de proteinas teciduais, foi realizado utilizando o reagente Dual Endogenous

kTI\/I

Enzyme Bloc (Dako Corporation, Carpinteria, USA), em temperatura ambiente (TA) por

10 minutos.

O primeiro anticorpo priméario (GPC5) foi incubado overnight a 4°C. Em seguida, 0s

cortes foram expostos inicialmente ao reagente Rabbit/Mouse Link™

(Dako Corporation,
Carpinteria, USA) por 20 minutos; depois foi aplicado o Polymer/AP por 20 minutos. O
cromogeno Permanent Red Working Solution (Dako Corporation, Carpinteria, USA), por 15

minutos, foi utilizado para revelar a reacéo.

O passo seguinte foi expor os cortes histoldgicos revelados para o primeiro anticorpo
primario com a solugdo Doublestain Block HRP ™ (Dako, Carpinteria, USA), por 10
minutos. A incubagdo do segundo anticorpo primario (GLI1) foi realizada por 1 hora em TA.
O sistema de deteccdo Advance™, (Dako Corporation, Carpinteria, USA), composto pelos
reagentes HRP Link e HRP Enzyme, foram aplicados nos cortes histoldgicos, 20 minutos
cada. Para revelar esta segunda reacdo foi utilizado 3,3-diaminobenzidina (Dako, Carpinteria,

USA), por 5 minutos, em camara escura e montadas com permount.
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5.8 ANALISE ESTATISTICA

Apols andlise, os resultados obtidos foram compilados em um banco de dados
organizado em planilhas do Software GraphPad Prism. Os dados foram analisados segundo a
distribuicdo na curva normal de Gauss e, a partir da andlise estatistica descritiva destes
(Média, Mediana, Desvio Padréo, Curtose e Variancia) foram aplicados testes paramétricos e

ndo-paramétricos, a depender da distribuicdo simétrica ou assimétrica dos resultados.

Os seguintes testes estatisticos foram aplicados:

- Teste de Fisher: para testar diferencas entre os diferentes pardmetros clinicos e
morfolégicos;

- Teste de Mann Whitney e Teste T ndo-pareado: para comparar dois grupos independentes;

- Teste de Kruskal-Wallis e o pds-teste de Dunn : para comparar 3 ou mais grupos; Teste de
correlacdo de Spearman: para avaliar a correlacdo entre duas variaveis.

Para todos os testes foi considerado o nivel de significancia 5%.
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6 RESULTADOS

6.1 ASPECTOS CLINICOS E HISTOLOGICOS DO CEB

A amostra deste estudo foi composta por 31 CEBs, sendo que 23 lesdes (74,19%)
acometiam homens e 8 (25,81%) em mulheres. A idade dos pacientes variou de 41 a 85 anos,
apresentando uma media de 57 (DP£11.43). O sitio anatbmico predominante foi a lingua
(n=13; 41,93%), seguido pelo assoalho de boca (n=10; 32,25%), regido retromolar (n=5;
16,12%), gengiva (n=2; 6,25%) e palato (1; 3,25%). Vinte e oito pacientes (90,31%)
relataram ser tabagistas, 25 (80,64%) etilistas e 25 (80,64%) tabagistas e etilistas.

Os tumores foram classificados de acordo com TNM Classification of Malignant
Tumours (2002) e 15 CEBs (48,38%) foram considerados como T1-T2, 15 (48,38%) foram
classificados como T3-T4, um caso (3,44%) ndo tinha a informacdo disponivel.
Considerando-se a presenca ou auséncia e a extensdo de metastase em linfonodos regionais,
21 (67,55%) tumores foram classificadas como N1-N3 e apenas 9 casos (29,03%) ndo
apresentaram comprometimento de linfonodo regional (NO), em um caso (3,22%) a
informacdo estava indisponivel. Todos os tumores foram MO (100%).

De acordo com a classificagdo da OMS (2005), 18 CEBs (58,06%) foram classificados
histologicamente como bem diferenciados, 7 (22,58%) como moderamente diferenciados e 6
(19,36%) como pouco diferenciado. Do total de margens tumorais coletadas (n=38), apenas 9
(23,68%) estavam completamente livres de tumor e apenas estas foram incluidas no estudo
imuno-histoquimico. Destas, 5 (55,55%) apresentavam displasia epitelial (DEO): 3 (60%)-
DEOQ discreta, 1 (20%)- DEO moderada e 1- (20%) DEO intensa. As caracteristicas clinicas e

histologicas dos CEB estdo descritas na tabela 3.
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Tabela 3. Caracteristicas clinicas e histologicas dos CEBs.

Parametros clinicos Total (n) %
Sexo

Homem 23 74,18

Mulher 8 25,81
Tamanho

T1-T2 15 48,38

T3-T4 15 48,38

Né&o Classificado 1 3,44

Mestastase — Linfonodo

NO 9 29,03

N1-N3 21 67,55

Né&o Classificado 1 3,22

Mestastase — Distancia
MO 31 100,00
Gradagdo Histoldgica

Bem diferenciado 18 58,06

Moderadamente diferenciado 7 22,58

Pouco diferenciado 6 19,36
Sitio anatémico

Lingua 13 41,93

Assoalho bucal 10 32,25

Regido retromolar 5 16,12

6.2 EXPRESSAO DE GENES HH E GPCS

Transcrito do gene SHH foi observado em 5 CEBs (16,13%). Os valores de
quantificacdo relativa variaram de 4,108 a 137,9, com nivel médio de QR 63,98 acima da
amostra calibradora. (Figura 6). Os niveis de expressdo de SHH RNAmM ndo estavam

associados a caracteristicas clinicas e histologicas, nesta casuistica (Tabela 4).
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Tabela 4. Associagdo entre a expressao do gene SHH, parametros clinicos e histologicos.

Parémetros SHH
Total CEBs positivos (%) P
Tamanho
T1-T2 14 3(9,67) 0,63
T3-T4 16 2 (6,45)
Invasdo de linfonodo
NO 9 3(9,67) 1,00
N1-N3 21 2 (6,45)
Tabagismo
Sim 28 5 (16,12) 1,00
Né&o 3 0 (0)
Etilismo
Sim 25 5 (16,12) 0,55
Né&o 6 0 (0)
Gradacdo Histologica
Bem diferenciado 17 3(9,67) 0,63
Moderadamente/pouco 14 2 (6,45)

diferenciado
Nota: Teste de Fisher, p<0,05

Em 25 (80,6%) CEBs foi observado expressdo do gene PTCH1. Os valores de QR
variaram entre 0,304 a 42,33 (Figura 6) e o nivel médio deste transcrito foi 8,036 superior em
comparacgao a amostra referéncia. Os niveis de PTCH1 RNAm foram similares nos diferentes
pardmetros clinicos e morfoldgicos avaliados (Tabela 5).

Expresséo do gene de SMO foi observada em 26 (83,87%) CEBs, com QR variando
entre 0,135 a 16,74 e uma média de expressdo igual a 2,821 (Figura 6). Maiores niveis de
SMO RNAm foram encontrados em CEBs com comprometimento de linfonodo (N1-N3)
(p=0,02; Figura 4). Considerando-se os demais pardmetros clinicos e morfoldgicos avaliados,

0s niveis deste transcrito foram similares (Tabela 5).

*p=0.02

£
]

w
1

Quantificagdo Relativa SMO
N N

o
I

NO N1-N3

*Unpaired T test

Figura 4. Expressdo génica de SMO em CEBs com invaséo e sem invasdo de linfonodos.
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Quanto a presenca de GPC1 RNAm, 26 (83,87%) CEBs foram positivos. Os valores
de QR variaram entre 0,305 a 9,148 e uma média de expressdo igual a 2,51 acima dos niveis
do calibrador (Figura 6). Transcrito de GPC3 foi encontrado em 22 (70,97%) tumores, com
QR variando entre 0,007 a 0,958 (Figura 6), estando este gene subregulado e um nivel médio
de QR=0,167 abaixo da expressdo da amostra referéncia. Ja 0 GPC5 estava expresso em 15
(48,38%) CEBs e os valores de QR variaram entre 0,08 a 93,92 e uma média de QR=7,721,
estando este gene superexpresso quando comparado ao calibrador (Figura 6). A maioria dos
casos de CEB (n=28; 90,32%) apresentaram transcritos de VEGFA, com QR variando entre
0,55 a 24,29. A média de QR foi 5,08 superior a amostra calibradora (Figura 6). Maiores
niveis deste transcrito foram observados em tumores caracterizados como T3-T4 (p=0,03;

Figura 5).

p=0,03

Quantificaciio Relativa VEGFA

T1-T2 T31T4

*Unpaired T test

Figura 5. Expressdo génica de VEGFA em CEBs T1-T2 e T3-T4.
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Figura 6. Perfil de expressdo dos genes SHH, PTCH1, SMO, GPC1, GPC3, GPC5 e VEGFA, em comparagdo a

amostra calibradora.

Considerando os diferentes parametros clinicos e morfologicos, nenhuma associacao

estatisticamente significante foi observada para os genes GPC1, GPC3, GPC5 e VEGFA

(Tabela 5).



Tabela 5. Associacdo dos genes PTCH1, SMO, GPC1, GPC3, GPC5 e VEGFA segundo parametros clinicos e morfoldgicos.

Parametros PTCH1 SMO GPC1 GPC3 GPC5 VEGFA
Total  Mediana P total Média P Total Média P Total Média p total  Mediana p total Média p
Tamanho
T1-T2 15 0,79 0,50* 15 2,39 0,50 15 2,61 0,21 15 0,13 0,38 15 0,08 0,94* 15 2,54 0,03
T3-T4 13 0,67 14 2,11 15 1,45 15 0,11 14 0 15 6,45
Invaséo de
linfonodo
NO 9 0,64 0,07* 9 0,89 0,02 9 2,07 0,59 9 0,12 0,68 10 0,25 0,23* 9 4,16 0,32
N1-N3 20 1,62 21 2,93 21 1,98 21 0,11 20 0 21 4,74
Tabagismo**
Sim 27 0,79 0,15* 28 0 0,77* 28 0 0,41* 28 0,12 0,45* 27 0,08 - 28 2,82 0,87
Nao 3 0,48 3 0 3 1,59 3 0,01 3 0 3 4,60
Etilismo
Sim 24 0,88 0,06* 26 0,36 0,84 25 2,42 0,63 25 0,13 0,56 24 0,04 0,97* 25 4,78 0,90
Néo 6 0,73 5 0,20 6 1,42 6 0,03 6 0 6 2,41
Gradacéo
Histologica
Bem diferenciado 18 0,86 18 1,74 18 1,81 18 0,13 17 1,21 18 5,0
Moderadamente 7 0,68 0,21* 7 3,52 0,47 7 2,03 0,24 7 0,06 0,53 7 0,15 0,17* 7 3,60 0,80
diferenciado
Pouco 5 2,52 6 2,39 6 4,03 6 0,14 6 0,45 6 4,94
diferenciado
Localizacéo
Assoalho Bucal 9 0,88 10 3,66 10 2,78 9 0,17 10 0,04 10 4,23
Lingua 12 1,29 0,94* 13 2,18 0,76 13 1,58 0,40 14 0,12 0,32 12 0 0,43* 13 4,93 0,58
Regido 5 0,68 5 1,18 5 4,18 5 0,05 5 0,08 5 6,88
Retromolar

Nota: *Mann Whitney ou Kruskal-Wallis/ **Para o parametro Tabagismo, os valores de QR correspondem a mediana.

6f



50

6.3 CORRELACAO ENTRE GENES HH, VEGFA E GPCS

GPC5

Correlacdo positiva forte e estatisticamente significante foi demonstrada para

e PTCHL1 (rs= 0,60; p=0,02; Figura 7) e entre PTCH1 e VEGFA (rs= 0,69;

p=0,0003; Figura 8). Todas as demais correlagdes entre os genes estudados podem ser

verificadas na Tabela 6.

Quantificagiao Relativa (Log2)

649 Gpos
%o -A&- PICHI
= 16
z #1=0.60
3 44 p=0.02
&
=]
=
Z 0.25-
=4
00625 T T L] 1 T L 1 1 T T 1
*Spearman Test
Figura 7. Correlacéo entre PTCH1 e GPC5.
64-
8 PICHI
-+ VEGFA
16
*=(0.69
4

p=0.0003

0.25-—

*Spearman Test

Figura 8. Correlacdo entre PTCH1 e VEGFA.
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Tabela 6. Correlacdes entre os genes SHH, PTCH1, GPC1, GPC3, GPC5 e VEGFA.

Correlactes Coeficiente de Spearman (rs) P
SHH e PTCH1 0,20 0,91
SHH e GPC3 -0,80 0,33
SHH e GPC1 -0,80 0,33
SHH e GPC5 0,40 0,75
PTCH1 e GPC1 -0,27 0,18
PTCH1 e GPC3 -0,20 0,37
PTCH1 e GPC5 0,60 0,02
PTCH1 e VEGFA 0,69 0,0003
SMO e GPC1 0,20 0,31
SMO e GPC3 -0,07 0,75
SMO e GPC5 -0,36 0,89
VEGFA e GPC1 0,17 0,38
VEGFA e GPC5 0,35 0,20

6.4 IMUNOMARCACAO DAS PROTEINAS GPC1, GPC3 E GPC5 EM MNN, MAT

E CEB

a) GPC1

Em mucosa ndo-neoplasica (MNN), a proteina GPCl foi observada
exclusivamente em membrana e citoplasma de células epiteliais, especialmente do
estrato espinhoso, com escores 3+ (n=3; 75%) e 2+ (n=1; 25%). As mucosas adjacentes
ao tumor (MAT) exibiram o mesmo padrdo de marcacdo, com escores 3+ (n= 4;
44,44%) e 4+ (n=5; 55,56%). No grupo dos CEBs, 12 (46,15%) tumores apresentaram
células do parénquima positivas, sendo que 8 (66,66%) destes exibiram menos de 5% de
celulas imunomarcadas (escore 0). Os escores 2+ e 3+ foram observados em 3 (11,53%)
e 1 (3,84%) CEBs, respectivamente. Notou-se uma perda da imunomarcagdo de GPC1
em regides de “Front” de invasdo tumoral e células positivas eram observadas

especialmente no centro das ilhas. Poucos vasos sanguineos positivos foram
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visualizados apenas em CEBs. A imunomarcacdo de GPC1 em CEBs ndo estava
associada aos parametros clinicos e histologicos avaliados (Tabela 7). A Figura 9 ilustra

0 padrdo e caracteristicas peculiares de marca¢do de GPC1 nos grupos estudados.

b) GPC3

Imunoexpressdo da proteina GPC3 ndo foi detectada em MNN (n= 4; 0%), e
MAT (n=9; 0%). Ja no grupo dos CEBs, as imunomarcac¢6es membranar, predominante,
e citoplasmatica foram detectadas em células do parénquima, em 23 (88,46%) casos.
Destes, 11 (42,30%) tumores apresentaram menos de 5% de células imunomarcadas
(escore 0), sequido dos escores 1+ (n=5;19,23%), 3+ (n=3; 11,56%), 2+ (n=2; 7,69%) e
escore 4+ (n=2; 7,69%). As células tumorais imunopositivas foram observadas
principalmente na periferia das ilhas tumorais e uma maior expressdo desta proteina foi
detectada no “Front” de invasao tumoral, sendo esta predominantemente citoplasmatica.
A distribuicdo dos escores encontrados para GPC3 em CEB esta detalhada na Tabela 8.
A imunomarcacdo de GPC3 em CEBs ndo estava associada aos parametros clinicos e
histologicos avaliados (Tabela 7). A Figura 10 ilustra o padrdo e caracteristicas

peculiares da distribuicdo de GPC3 nos grupos estudados.

c) GPC5

GPC5 néo foi detectada em MNN (n= 4; 100%) e, em MAT células dos estratos
basais e espinhoso exibiram marcacédo citoplasmatica discreta, predominando o escore
1+ (n=2; 22,22%), enquanto 13 (50%) CEBs exibiram células tumorais positivas para
esta proteina. Cinco (38,46%) CEBs tinham menos de 5% de celulas tumorais positivas
(escore 0), enquanto os escores 1+, 2+ e 4+ foram identificados em 5 (38,46%), 2

(15,28%) e 1 (7,7%) CEBs, respectivamente. A marcagdo em estroma foi observada em
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13 (50%) CEBs, especialmente em células endoteliais e fibroblastos. A tabela 8 ilustra a
distribuicdo de escores de GPC5 em parénguima e estroma. A imunomarcacéo de GPC5
em CEBs néo estava associada aos parametros clinicos e histologicos avaliados (Tabela
7). A Figura 11 ilustra o padréo e caracteristicas peculiares da distribuicdo de GPC5,
nesta casuistica.

Tabela 7. Avaliacdo das proteinas GPC1, GPC3 e GPC5 no parénquima e GPC5 no estroma de CEB, segundo parametros
clinicos e histoldgicos.

GPC1 GPC3 GPC5
Pardmetros Parénquima Parénquima Parénquima Estroma
Total CEBs P Total CEBs p Total CEBs P CEBs p
positivos positivos positivos positivos
(%) (%) (%) (%)
Tamanho
T1-T2 14 4(1538) 100 14  11(42,30) 059 14 6(2307) 100 7(2692) 1,00
T3-T4 12 4 (15,38) 12 11 (42,30) 12 6 (23,07) 6 (23,07)
Invasdo de
linfonodo
NO 6 0(0) 0,06 6 5(19,23) 1,00 6 2 (7,69) 0,64 2 (7,69) 0,64
N1-N3 26 9 (34) 20  18(69,23) 20 11 (42,30) 11 (42,30)
Gradacéo
Histolégica
Bem diferenciado 16 8(30,76) 0,22 16 15(57,69) 0,24 16 8 (30,76) 0,22 8 (30,76) 1,00
Moderadamente 9 7 (26,92) 9 6 (23,07) 9 7 (28) 415,38
diferenciado
Localizacdo
Lingua 13 5(19,23) 019 12  11(42,30) 1,00 13 8(30,76) 1,00  8(30,76) 1,00
Assoalho 8 6 (23,07) 8 7 (26,92) 9 5 (19,23) 5 (19,23)

Nota: Teste de Fisher,

Tabela 8. Distribuigdo dos escores das proteinas GPC3 e GPC5 no parénquima e estroma de CEB.

GPC3 GPC5
Parénquima Estroma Parénquima Estroma
Escores Total (%) Total (%) Total (%) Total (%)
Negativo 3(11,53) 25 (96,15) 13 (50) 13 (50)
0 (>5%) 11 (42,30) 0(0) 5(19,23) 3(11,56)
1+ 5(19,23) 0(0) 5(19,23) 6 (23,03)
2+ 2 (7,69) 1(3,85) 2(7,69) 0 (0)
3+ 3(11,56) 0(0) 0(0) 3 (11,56)

4+ 2 (7,69) 0(0) 1(3,85) 1(3,85)
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Figura 9. Padrao e distribuicdo da proteina GPC1 em Mucosa Nao-neoplasica (MNN), Mucosa Adjacente
ao Tumor (MAT) e Carcinoma Escamocelular Bucal (CEB). (A) MNN e (B) MAT, ambas seccdes
exibindo imunomarcacdo predominante em membrana e em células dos estratos intermediarios. (C) Perda
de imunomarcag¢do de GPC1 em “front” de invasdo tumoral. (D) (E) e (F) CEBs ilhas tumorais com
acumulo focal de células GPCL1 positivas. Em (E) observa-se vaso positivo para GPC1.
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Figura 10. Padrdo e distribui¢do da proteina GPC3 em Mucosa N&o-neoplasica (MNN), Mucosa
Adjacente ao Tumor (MAT) e Carcinoma Escamocelular Bucal (CEB). (A) MNN e (B) MAT, ambas
negativas para GPC3. (C) “Front” de invasdo tumoral onde se observa algumas células com
imunomarcacdo de GPC3. (D) e (E) Células tumorais na regido do “Front” de invasdo tumoral exibindo
predominante marcacao citoplasmatica granular. (F) (G) e (H) CEBs exibindo pouca imunomarcagéo para
GPC3, especialmente em citoplasma. (I) e (J) Imunomarcacgéo escore 2+, especialmente em células da
periferia das ilhas tumorais. (K) Imunomarcagdo de escore 4+. (L) Detalhe da imunomracacéo
membranar.
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Figura 11. Padrdo e distribui¢do da proteina GPC5 em Mucosa N&o-neoplasica (MNN), Mucosa
Adjacente ao Tumor (MAT) e Carcinoma Escamocelular Bucal (CEB). (A) MNN negativa para GPC5.
(B) MAT exibindo marcacdo citoplasmatica fraca em células basais e do estrato espinhoso. (C) Células
tumorais positivas em citoplasma e marcacdo em células endoteliais (seta). (D) Imunomarcacéo de escore
4+ em células tumorais. (E) e (F) Detalhe da imunomarcagdo citoplasmatica e (G) em fibroblastos (setas).
(H) e (1) Imunomarcac&o positiva em vasos do estroma tumoral (setas). (J) Células estromais positivas.
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6.5 DUPLA-MARCACAO EM CEB
a) SHH/GPC3

Em CEB, a imunomarcacdo da proteina SHH foi observada no citoplasma de
células parénquima e estroma. A imunomarcacdo citoplasmatica de GPC3 foi notada em
parénquima de CEB. A co-localizacdo das proteinas SHH e GPC3 foi observada no

citoplasma com aspecto roxa em ilhas do parénquima tumoral (Figura 12).
b) SHH/ GPC5

Imunomarcacdo da proteina SHH foi observada no citoplasma de células
parénquima e estroma de CEB. A imunomarcacédo citoplasmética de GPC5 foi notada
em parénquima, assim como no estroma tumoral, predominantemente em células
endoteliais. A co-localizacdo das proteinas SHH e GPC5 foi observada no citoplasma

com aspecto roxa em ilhas do parénguima e estroma tumoral (Figura 12).
c) GLI1/GPC5

A imunoexpressdo da proteina GLI1 ocorreu no citoplasma e,
predominantemente, no nucleo de células parénguima e estroma de CEB. A
imunomarcacao citoplasmatica de GPC5 foi notada em parénquima e estroma, neste
ultimo compartimento ocorrendo especialmente em células endoteliais. Células que
apresentavam imunomarcacdo nuclear para a proteina GLI1 apresentaram células com
citoplasma positivo para GPC5, tanto no paraquima quanto no estroma de CEB. A

Figura 12 demonstra a co-localizagdo das proteinas GLI1 e GPC5 em CEB.
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Figura 12. Dupla-marcacéo para as proteinas SHH/GPC3, SHH/GPC5 e GLI1/GPC5 em CEB. (A), (B) e
(C) Co-localizacéo das proteinas SHH e GPC3 em células tumorais. (D), (E) e (F) Proteinas SHH e GPC5
em citoplasma e membrana de células tumorais e estromais, especialmente em vasos sanguineos (E, seta).
(G), (H) e (1) Células tumorais e estromais exibindo GLI1 nuclear e GPC5 em citoplasma, incluindo em

vasos sanguineos (seta).
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6.6 GENES GPC1, GPC5 E VEGFA E MDV

Imunomarcacéo para a proteina CD105 ocorreu em 25 (96.15%) casos de CEB,
sendo observada exclusivamente em células endoteliais do estroma tumoral. Quando
avaliado o nimero de vasos positivos para CD105 por area, a MDV variou entre 0 a
159.08 vasos/mm?, com mediana igual a 77.71 vasos/mm?. Nove amostras (34.61%)
de CEB estavam no intervalo de confianca (60.70 a 98.54 vasos/mm?) e foram
excluidas das comparacdes estatisticas. Os CEBs (n=17; 65.38%) foram categorizados
em dois grupos: tumores com alta MDV (n=8; 47.05%) e baixa MDV (n=9; 52.94%),

0s quais apresentaram niveis similares de GPC1, GPC5 e VEGFA RNAm (Figura 12).
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Figura 13. Niveis de expressdo de GPC1, GPC5 e VEGFA em tumores com baixa e alta MDV.

6.7 GENES HH, GPCS E POTENCIAL PROLIFERATIVO TUMORAL

A proteina MCM3 foi detectada em citoplasma e nucleo, em todos os 26 casos
de CEB disponiveis para o estudo imuno-histoquimico. O numero de células positivas

variou de 402 a 4595, com mediana igual a 1833. Para fins de categorizacdo dos casos
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em Alto e Baixo Potencial Proliferativo (AP e BP), os CEBs que apresentaram
imunomarcacao no intervalo de confianca (1343 a 2204 células positivas) ndo foram
incluidos nestes grupos. Seis CEBs (46.15%) foram agrupados como AP e 7 (53.84%)
classificados como BP.

Amostras com alto potencial proliferativo apresentaram maiores niveis dos
transcritos PTCH1 (p= 0.41) e SMO (p= 0.43), apesar desta diferenca nao ter sido
estatisticamente significante (Figura 13), assim como para os gene GPC3 (p= 0.33) e

GPC5 (p=0.93) (Figura 14).
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Figura 14. Expresséo dos genes PTCH1 e SMO em CEBs de alto e baixo perfil proliferativo.
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Figura 15. Expressdo dos genes GPC3 e GPC5 em CEBs de alto e baixo perfil proliferativo.
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7 DISCUSSAO

Considerando a literatura cientifica disponivel, este é o primeiro trabalho que
avalia glipicans 1, 3 e 5 em CEB. Confrontando os resultados observados para 0 GPC3
com conhecimento cientifico existente sobre esta proteina em hepatocarcinomas,
sugerimos que esta proteoglicana pode despontar como um biomarcador para a
progressao desta doenca. Em relacdo ao GPC1, os resultados indicam que esta proteina
pode atuar como supressora tumoral, enquanto 0 GPC5 pode comporta-se como uma
oncoproteina em CEBs.

Sabendo-se que glipicans participam da regulacdo das vias de sinalizacdo HH,
WNT e BMP4 (FICO; MAINA; DONO, 2011; SONG et al., 2005; TSUDA et al.,
1999), bem como da interacdo entre células e microambiente (FILMUS; CAPURRO,
2014; HANAHAN; WEINBERG, 2011), um dos nossos objetivos também foi avaliar
uma possivel associacdo entre GPC1, 3 e 5 e moléculas da via HH (SHH, SMO e
PTCH1), bem como o gene alvo VEGFA, em nivel transcricional, uma vez que esta
cascata sinalizadora encontra-se re-ativada em carcinomas escamocelulares de boca
(CAVICCHIOLI BUIM et al., 2011; SALES, 2012; VALVERDE, 2015). Em adicéo,
avaliamos se os niveis de glipicans estavam relacionados ao potencial proliferativo
tumoral (CAPURRO; FILMUS, 2005; CAPURRO et al., 2008; LI et al., 2011;
WILLIAMSON et al.,, 2007) e angiogénese (GENGRINOVITCH et al., 1999;
JAKOBSSON et al., 2006; LI et al., 2013; YANG et al., 2013).

Nesta perspectiva, inicialmente demonstramos que a via HH estava efetivamente
ativada de forma aberrante nos CEBs desta casuistica, através de PCR quantitativo em
tempo real para os genes SHH, SMO e PTCHL1. A superexpressdo de PTCH1 ratifica a

atividade da via HH em tecidos adultos (STONE et al., 1999) e, por conseguinte, nos
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tumores desta casuistica. Por outro lado, transcritos do morfégeno SHH nao foi um
achado frequente, mas, quando expresso, 0s niveis foram elevados. Apesar de
concentracdes equivalentes de ligantes e receptores serem esperadas em cascatas
sinalizadoras (ROGERS; SCHIER, 2011), a via HH é uma das excecbes a esta
evidéncia (CASALI; STRUHL, 2004), ja que o PTCHL1 é um dos principais genes alvos
dos fatores de transcricdo GLI1 (HAHN et al., 1999; INCARDONA; GRUENBERG;
ROELINK, 2002; STONE et al., 1999; TORROJA; GORFINKIEL; GUERRERO,
2004) e os niveis de expressdo do gene que codifica este receptor sdo normalmente mais
elevados em tecidos cuja via HH esta ativada.

Além disso, moléculas que funcionam como morfégenos (ex: SHH) sdo
expressas em baixas concentracdes, inclusive durante o desenvolvimento embrionario
(ROGERS; SCHIER, 2011) e a quantificacdo absoluta por métodos mais sensiveis,
como o PCR digital é o mais indicado (HINDSON et al., 2013). Com relacdo ao SMO,
uma maior expressdo deste gene foi observada em CEBs com comprometimento de
linfonodos e os niveis deste transcrito podem estar relacionados a promocao e
progressdo deste tumor (HASSOUNAH; BUNCH; MCDERMOTT, 2012). Sendo o
SMO um dos principais componentes associado a ativacao da sinalizacdo HH (Mccabe e
Leahy, 2015), esta molécula tem sido considerada um potencial alvo terapéutico, com
varios trabalhos em andamento, em tumores malignos (AMAKYE; JAGANI,
DORSCH, 2013; COHEN, 2012; LOW; DE SAUVAGE, 2010), como no cancer de
prostata, pancreas carcinoma de células basais.

A correlagdo positiva entre PTCH1 e VEGFA observada neste estudo, corrobora
para a participacdo da via HH em outros processos que interferem no microambiente
tumoral, como a angiogénese. Além disso, como ambos séo alvos da via HH (POLA et

al., 2001; ROGERS; SCHIER, 2011; STONE et al., 1999), ratifica a atividade aberrante
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em CEB. Este resultado complementa aspectos recentemente descritos por nossa equipe
(VALVERDE, 2015) que indicam que a via HH esta relacionada a ativacdo endotelial
em vasos CD105+ em CEB:s e, portanto, componentes HH podem interferir em todo o
contexto do microambiente tumoral (CHEN et al., 2011; HARRIS et al., 2012) e induzir
a secrecdo de VEGFA por células mesenquimais, por exemplo (HARRIS et al., 2012;
POLA et al., 2001; ROGERS; SCHIER, 2011).

Altos niveis de VEGFA RNAm em CEBs foram descritos em um estudo
preliminar de nossa equipe (SALES, 2012)(artigo submetido), onde investigamos 56
CEBs de outro servico de patologia. Assim como em nossos resultados anteriores, 0s
maiores niveis de VEGFA foram observados em tumores T3-T4, corroborando com
hipdtese de que a angiogénese é importante para o crescimento de tumores malignos
(FERRARA; GERBER; LECOUTER, 2003; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A ativacdo aberrante da via HH em CEB e as evidéncias de que moléculas HH
participam da progressdao de lesGes potencialmente malignas (DIAS, 2014) e
angiogénese neste tumor (SALES, 2012) respaldaram a nossa hipOtese de que
moléculas reguladoras da via HH também participam da patogénese do CEB da seguinte
forma: o gene e proteina GPC5 estéa superexpressos em CEB e hd uma correlacéo entre
a expressdo destes genes com 0s niveis de SHH, PTCH1 e SMO. O genes e proteinas
GPC1 e GPC3 séo subregulados em CEB e ha uma correlagdo inversa com 0s niveis
dos genes SHH, PTCH1 e SMO.  Os niveis de expressdo de moleculas HH e
GPClestaria relacionado ao de VEGFA e MDV.

O GPC1 interage com o fator de crescimento VEGFA e melhora a afinidade
desta molécula com seus receptores (GENGRINOVITCH et al., 1999; JAKOBSSON et
al., 2006). Apesar da expressédo de GPC1 ter sido consistentemente documentada em

células endoteliais (MERTENS et al., 1992), nos CEBs avaliados encontramos raros
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vasos positivos nas areas representativas dos tumores. Em adigdo, a correlagdo entre
GPC1 e VEGFA foi fraca, em nivel transcricional. Mesmo que o bloqueio de GPC1
tenha refletido em menores niveis de VEGFA RNAmM e angiogénese em carcinoma
pancreatico induzidos em camundongos (AIKAWA et al., 2008), este gene ndo parece
participar do processo angiogénico em CEB.

Em céancer de pancreas, 0 GPC1 esta normalmente superexpresso (DUAN et al.,
2013; WHIPPLE; LANDER; KORC, 2008), de forma similar notamos em nivel
transcricional que GPC1 estava superexpresso em CEB. No entanto em nivel de
proteina, notou-se uma perda de expressdo de GPCl1 em CEB. Alguns estudos
demonstram ndo existir uma correspondéncia entre 0s niveis de transcritos e de proteina
final (MAIER; GUELL; SERRANO, 2009; VOGEL; MARCOTTE, 2012) respaldam
este resultado.

De fato, para GPC1, nossos resultados mais consistentes indicam que GPC1
pode ser importante para a diferenciacdo celular. Em mucosas adjacente ao tumor e
ndo-neoplésicas, observamos uma superexpressdo de GPC1 em membrana de células
epiteliais, especialmente as do estrato espinhoso, com nitida perda de expressao nas
regides de invasdo de células tumorais em dire¢do ao estroma e, na maioria dos CEBS,
poucas células parenquimais positivas. A perda de GPC1 nas regides de “firont” de
invasdo também pode indicar que esta proteina € importante para a manutencdo da
polaridade tecidual.

Os estudos que envolvem GPC1 em tumores malignos humanos séo ainda muito
escassos, com excecdo do cancer de pancreas, onde esta proteoglicana comporta-se
como uma oncoproteina (AIKAWA et al., 2008; DUAN et al., 2013; KLEEFF et al.,
1998). Outro aspecto relacionado a GPC1 que nos chamou atenc¢éo foi a predominante

imunomarcagdo em ceélulas centrais das ilhas tumorais, corroborando com a nossa



65

sugestdo de que a expressdo desta molécula esta relacionada a diferenciacdo celular,
uma vez que celulas mais centrais de ilhas tumorais sdo geralmente mais diferenciadas
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O GPC1 é um co-receptor para a proteina inibidora HHIP e, alta quantidade
desta proteoglicana, esta relacionada a inativacdo da via HH (FILMUS; CAPURRO,
2014; WILSON; STOECKLI, 2013). Em tumores com a via HH ativada, ha também
superexpressdo de HHIP, o qual é gene alvo dos fatores de transcricdo GLI (KATOH,;
KATOH, 2005; OLSEN et al., 2004). Diante disso, a perda de expressdo da proteina
GPC1 pode contribuir para a manutencdo da atividade aberrante de HH, em CEBs.

Em relacdo ao GPC3, mesmo que sem significancia estatistica, observamos uma
correlacdo negativa forte com o gene SHH. Ao mesmo tempo, sendo regulador negativo
da via HH, a presenca concomitante de GPC3 e SHH em citoplasma de células tumorais
indica que este proteoglicano pode estar envolvido na degradacdo deste morfogeno e
consequente regulacdo da via HH em CEBs. Estes resultados corroboraram com a nossa
hipétese inicial que niveis SHH e GPC3 estdo inversamente relacionados (CAPURRO
et al., 2008)

Niveis elevados de transcrito GPC3 estdo associados a fases precoces da
tumorigénese, em hepatocarcinomas (NING et al., 2012; SHIRAKAWA et al., 2009a).
No entanto, em CEB notamos que o GPC3 esta subregulado em nivel transcricional,
apesar de haver um aumento de expressdo desta proteina. De forma similar, Nakatsura
et al. (2004), evidenciou ndo haver correspondéncia entre os niveis de transcrito e
proteina GPC3 em amostras humanas de melanoma. Apoés interacdo com o morfogeno,
GPC3 sera internalizado para degradacdo e regulacdo de ligantes, no entanto o GPC

pode ser reciclado e retornar a membrana plasmatica para exercer sua fungéo
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(CHRISTIANSON, BELTING, 2014), o que pode explicar os altos niveis de proteinas,
mesmo sendo observado que o gene GPC3 esta subregulado.

A andlise qualitativa de GPC3 em CEB, MAT e MNN demonstrou que esta
proteina é encontrada em tecido tumoral, mas ndo na contraparte ndo neoplasica do
tecido. Este aspecto também é evidenciado nos estudos envolvendo hepatocarcinomas e
melanomas ( LU et al., 2001; CAPURRO et al., 2003; KIM et al., 2003; NAKATSURA
et al., 2004; AVIEL-RONEN et al., 2008). A proteina GPC3 foi identificada em
membrana e citoplasma de células do parénquima tumoral, especialmente em células
localizadas na periferia das ilhas tumorais. Outro aspecto que chamou atencdo foi a
predominancia de marcagéo citoplasmatica no “front” de invasdo tumoral. Em adicéo,
as investigacdes direcionadas ao GPC3 em CEB sdo importantes para avaliar se, neste
tipo tumoral, esta molécula poderd ser utilizada como marcador diagnostico e de
prognoéstico, como no hepatocarcinoma (CAPURRO; FILMUS, 2005; SHIRAKAWA et
al., 2009a, 2009b), ou até mesmo como alvo terapéutico (KOMORI et al., 2006).

A participacdo do GPC5 em neoplasias malignas humanas ainda € pouco
compreendida. A superexpressdo de GPC5 (gene e proteina) em CEB, engquanto que na
contraparte normal ndo foi detectado a presenca deste GPC, sugerem que esta molécula
pode estar participando como uma oncoproteina em CEB, e atua em parénquima e
estroma. Corroborando com estéd hipotese, em tecidos adultos, niveis significantes do
transcrito GPC5 sé foram descritos em testiculo e cérebro, enquanto figado, pulmdes e
rins apresentaram niveis baixos e, por ultimo, nenhuma expressao foi detectada em pele
e mama (THWAY; SELFE; SHIPLEY, 2012).

A co-localizagdo em citoplasma das proteinas SHH e GPC5 indicam que esta
proteoglicana pode estar sendo endocitada com o PTCH1 (INCARDONA;

GRUENBERG; ROELINK, 2002), suscitando estudos que investiguem 0s mecanismos
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de internalizacdo dos sinais HH neste tipo tumoral. Cabe salientar que a localizacéo de
GPC5 na mesma estrutura celular onde a via HH funciona (cilium primario) facilita a
interacdo com PTCH1 e a afinidade com SHH (LI et al., 2011). A correlacéo positiva
forte observada nos niveis de transcritos PTCH1 e GPCS5, assim como a co-localizacdo
das proteinas GLI1 e GPCS5, corroboram com a hipotese que o0 GPC5 esta contribuindo
para a ativacdo da via HH em CEB.Um achado importante neste trabalho foi a presenca
de células endoteliais positivas para GPC5, sendo que ndo encontramos uma correlacédo
forte com os niveis de VEGFA RNAm. Apenas um trabalho na literatura cientifica
avaliou a relacdo entre GPC5 e VEGFA, ndo sendo constatada nenhuma alteracdo nos
niveis de expressdo de VEGFA em células de adenocarcinoma de pulmao, quando
GPC5 foi silenciado e/ou estimulado (YANG et al., 2013). Em trabalho recente de
nosso grupo, células endoteliais de vasos CD105+ foram positivas para GLI1
(VALVERDE, 2015) e a co-localizacdo das proteinas GLI1 e GPC5 em vasos
sanguineossugerem que esta proteoglicana contribui para ativacdo da via HH em vasos
associados ao tumor.

Em adicdo, células estromais, como fibroblastos exibiram imunomarcacdo em
citoplasma frequente em CEBs. Apesar deste aspecto ainda ndo estar descrito na
literatura, os estudos mais consistentes sobre GPC5 s@o em rabdomiosarcomas e, nestes
tumores, hd uma superexpresséo desta proteina (LI et al., 2011; WILLIAMSON et al.,
2007), indicando que GPC5 pode desempenhar um papel importante em células
mesequimais do microambiente tumoral.

Para avaliar o perfil proliferativo do CEB, neste estudo, caracterizamos a
imunomarcagao da proteina MCM3. Esta é uma helicase fundamental na replicacdo do
DNA eucariotico (LEE et al., 2010; LAMEIRA et al., 2014) e que ndo se encontra

expressa em células diferenciadas ou quiescentes (ENDL et al., 2001). O uso deste
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marcador em CEB foi caracterizado pela primeira vez em um estudo da nossa equipe
(VALVERDE, 2015), no qual demonstramos uma maior expressdo de MCM3 em CEBs
com menor grau de diferenciacdo. Nao encontramos relacdo entre a expressao de genes
GPC e potencial proliferativo tumoral, assim como a maioria dos parametros clinicos
avaliados. Em relacdo ao tamanho desta casuistica, optamos por um método de analise
mais robusto, excluindo casos de CEBs cuja expressdo de MCM3 coincidia com o
intervalo de confianca.

Em adicdo, um aspecto importante que pode ter contribuido para os niveis de
QR observados para GPCs, genes HH e VEGFA neste trabalho, foi a utilizacdo de
margens adjacentes aos tumores como amostra calibradora. Apesar desta estratégia ser a
mais adotada em diversos estudos (HUANG et al., 2006; LEOVIC et al., 2012), o
conceito de margem molecular de tumores - “field cancerization”- (PEREZ-
ORDONEZ; BEAUCHEMIN; JORDAN, 2006) tem sido cada vez mais aceito na
pesquisa em cancer.

Por fim, os resultados encontrados neste trabalho, indicam que estas
proteoglicanas participam da patogenia do carcinoma escamocelular bucal, entretanto os
eventos bioldgicos controlados/regulados por estes glipicans ainda devem ser objeto de
investigacGes. Em adicdo, como o GPC3 é passivel de deteccdo em sangue périférico,
estudos que avaliem a presenca desta proteina em coortes de pacientes acometidos pela

doenca poderdo indicar se esta proteina € um candidato a biomarcador em CEB.
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8 CONCLUSOES

- Transcritos dos genes GPC1, 3 e 5 sdo encontrados em CEB, sendo que os niveis de
GPC3 e GPC5 sdo maiores que GPC1. A correlagdo entre os transcritos GPC5 e
PTCH1, bem como a superexpressdao das proteinas GPC5 e GPC3 e perda de
imunopositividade de GPC1 s&o consistentes com a participacdo destes proteoglicanos

como reguladores da via HH em CEB.

- O padrdo de expressdo de GPCL1 sugere que esta proteina pode participar da biologia
tumoral como uma proteina supressora tumoral, enquanto GPC3 e GPC5 comportam-se
como oncoproteinas. A presenca de GPC5 em estroma tumoral (células endoteliais e
fibroblastos) também pode estar associada a regulacdo da via HH neste compartimento

do microambiente tumoral.

- N&o houve evidéncias de que tumores com parametros clinicos e morfoldgicos de
agressividade, com maior potencial proliferativo e microdensidade vascular possuem
maiores niveis de genes glipicans e Hedgehog, ao mesmo tempo que GPC1, em CEB,
parece ndo contribuir para a angiogénese tumoral. Em adicdo, a correlacdo entre 0s
niveis de PTCH1 e VEGFA indicam que a via HH estd associada ao processo de

angiogénese tumoral.
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