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RESUMO 

 

INTRODUÇÃO: A Via Hedgehog (HH) está 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 expressão dos genes GPC1, 3 e 5, associando-os com genes da via 

HH (SHH, PTCH1 e SMO) e VEGFA, bem como caracterizar a imunoexpressão das proteínas GPC, 

em CEB. MATERIAL E MÉTODOS: Trinta e um casos de CEB foram submetidas a reações de 

qPCR para os genes SHH, PTCH1, SMO, VEGFA, GPC1, 3 e 5. O RNA total foi extraído utilizando 

uma coluna composta por membrana de silica (Rneasy Mini Kit). O DNA complementar foi obtido 

com auxílio da enzima Superscript Vilo™. As reações de qPCR foram conduzidas no aparelho ViiA™ 

7 Real-Time PCR System utilizando o sistema Taqman, sendo a quantificação relativa avaliada pelo 

método comparativo de Cq (ΔΔCQ). Vinte e seis CEBs, 9 casos de margens tumorais (MAT) e 4 casos 

de mucosa bucal não neoplásica (MNN) foram submetidos à reação imuno-histoquímica para as 

proteínas GPC1, GPC3, GPC5, CD105 e MCM3 utilizando o sistema polimérico Advance
TM

 ou 

LSAB
TM

. As análises das proteínas GPC1, 3 e 5 foram realizadas de acordo com os parâmetros semi-

quantitativos descritos por Gurgel et al. (2008). O número de células MCM3 positivas e de vasos/mm² 

(microdensidade vascular- MDV) foram avaliados em 5 campos, sendo a mediana de e intervalo de 

confiança utilizados para agrupar os CEBs em alto e baixo perfil proliferativo (AP e BP) e alta e baixa 

MDV, respectivamente. A análise estatística foi realizada utilizando GraphPad Prism versão 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 expressão gênica de PTCH1 (n=25; 80.6%), SMO (n=26; 83,87%) e VEGFA (n=28; 

90,32%). Correlação 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). Imunomarcação 

citoplasmática e membranar de GPC1 foi observada principalmente em epitélio de MNN (n=4;100%) 

e  MAT (n=9; 100%), enquanto que uma perda de imunomarcação desta proteína foi detectada no 

parênquima do CEB. A imunoexpressão da proteína GPC3 estava ausente em MNN (n= 4; 100%) e 

MAT (n=9; 100%). O GPC3 ocorreu na membrana e citoplasma de células do parênquima, observadas 

principalmente na periferia das ilhas tumorais, predominando o escore 3+ (n=5; 19.23%) entre os 

CEBs positivos (n=23; 88,46%). Ausência de imunomarcação de GPC5 foi observada em MNN (n=4; 

0%)  e apenas 2 espécimes de MAT (n=2; 22,22%) apresentaram baixa imunoexpressão, escore 1+. 

GPC5 citoplasmático 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 expressão dos genes avaliados foi similar em tumores com 

AP e BP, assim como foi independente da MDV. CONCLUSÕES: A correlação entre os transcritos 

GPC5 e PTCH1, bem como a superexpressão das proteínas GPC5 e GPC3 e perda de 

imunopositividade de GPC1 são consistentes com a participação destas proteoglicanas como 

reguladoras da via HH em CEB. O perfil de expressão do gene e proteína GPC1  sugere que este 

glipican pode participa da biologia tumoral como uma proteína supressora tumoral, enquanto GPC3 e 

GPC5 participariam oncoproteínas. A presença de GPC5 em estroma tumoral (células endoteliais e 

fibroblastos) pode estar associada a regulação 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 qPCR 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 Taqman enzime, and relative quantification (RQ) was 

evaluated by the comparative method of Cq (ΔΔCQ). Immunohistochemical reactions for GPC1, 

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
TM  

 or LSAB
TM

 

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//mm² 

(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 MDV, 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 GPC1 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 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

 O câncer de boca é um problema de saúde pública e o sexto tumor mais freqüente no 

mundo (JEMAL; BRAY; FERLAY, 2011), sendo que o Carcinoma Escamocelular Bucal 

(CEB) é o subtipo histológico mais comum de câncer 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 os avanços no conhecimento sobre a 

patogênese desta doença, ainda há grande dificuldade em determinar os genes iniciadores 

deste tipo tumoral, predizer como os CEB progridem e o prognóstico é estabelecido, 

considerando-se o tamanho do tumor, sítios anatômicos envolvidos, gradação histológica e 

comprometimento de linfonodos (MÉNDEZ et al., 2002). 

 Vias de sinalização que participam do desenvolvimento embrionário são normalmente 

mantidas em estado inativo em tecidos não-neoplásicos adultos e a re-ativação destas pode 

resultar em desenvolvimento tumoral (AMAKYE; JAGANI; DORSCH, 2013; COHEN, 

2012; MCMILLAN; MATSUI, 2012) destacando-se, neste contexto, a via Hedgehog (HH). 

Estudos já demonstraram que esta cascata tem importante papel na patogênese de tumores, 

como câncer do trato gastrointestinal (KATOH; KATOH, 2009), de pâncreas (THAYER et 

al., 2003), próstata (CHARI; MCDONNELL, 2007) e CEB (CAVICCHIOLI BUIM; 

GURGEL et al., 2011; HONAMI et al., 2012; LEOVIC et al., 2012) especialmente por 

participar da ativação de programas relacionados a proliferação e sobrevivência celular, além 

da manutenção células-tronco tumorais (CHARI; MCDONNELL, 2007; RIOBO; HAINES; 

EMERSON, 2006).   

 Glipicans (GPC) são proteoglicanos que estão presente na membrana plasmática e que 

participam da regulação de várias vias de sinalização, como a HH, Wingless Type (WNT) e 

Bone Morphogenetic Proteins (BMP) (FILMUS; CAPURRO, 2008). Existem seis tipos de 
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GPCs em mamíferos, sendo que os GPC 1, 3 e 5 despertam especial interesse no estudo de 

tumores malignos (FILMUS; CAPURRO, 2014). A superexpressão de GPC1 está bem 

descrita em carcinoma pancreático (DUAN et al., 2013), enquanto que GPC3 é considerado 

um marcador prognóstico 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 ovário e de mesotélio, esta molécula 

parece atuar como supressora tumoral (LIN et al., 1999; XIANG; LADEDA; FILMUS, 2001). 

Já o GPC5 está superexpressa em gliomas e rabdomiossarcomas (GARCÍA-SUÁREZ et al., 

2014; LI et al., 2011; WILLIAMSON et al., 2007). 

 Considerando-se a participação de glipicans como reguladores da via HH, GPC1 e 

GPC3 atenuam a atividade da cascata HH, através dos sinais para degradação do morfógeno 

SHH (CAPURRO et al., 2008; FILMUS; CAPURRO, 2014; WILSON; STOECKLI, 2013), 

enquanto GPC5 aumenta a afinidade entre SHH e o receptor PTCH1, estimulando a atividade 

sinalizadora  (FILMUS; CAPURRO, 2014; LI 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 

regulação da via HH, bem como considerando a função destas biomoléculas como oncogenes 

ou genes supressores tumorais em neoplasias malignas humanas, sendo este o primeiro 

trabalho com o  objetivo de estudar a expressão dos genes e proteínas GPC1, GPC33 e GPC5 

em CEB, bem como avaliar a associação destes glipicans com moléculas da via HH e 

VEGFA. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 CARCINOMA ESCAMOCELULAR BUCAL 

O câncer de cabeça e pescoço é a sexta neoplasia maligna mais comum no mundo, 

sendo considerado um problema de saúde pública mundial. Estimativas da Agência 

Internacional para Pesquisa em Câncer (Iarc, do inglês International Agency for Research on 

Cancer) apontaram que ocorreriam, no mundo, cerca de 320 mil casos novos e 157 mil óbitos, 

para o ano de 2015, por câncer de boca e lábio, sendo que 80% desses em países em 

desenvolvimento. 

Estimam-se, para o Brasil, no ano de 2015, 11.280 casos novos de câncer da cavidade 

oral em homens e 4.010 em mulheres, o 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 não melanoma, o câncer de boca, em homens, é o 4º mais frequente na região Nordeste 

(n= 1960; 7,16/100 mil), enquanto que, para as mulheres, é o 9º (n= 1060; 3,72/ 100 mil). 

Adicionalmente, a Bahia é o estado responsável pelo maior número de casos da região 

Nordeste, ocupando o 6º lugar na prevalência de todo o país (Brasil, INCA, 2014).  

Em relação ao subtipo histológico, o CEB é 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 

variáveis de diferenciação escamosa e uma propensão à invasão metastática precoce e extensa 

de linfonodos. Ocorre predominantemente em adultos na faixa etária da 5
a
 a 6

a
 décadas de 

vida, sendo os principais fatores de risco associados o tabaco e o álcool (HUNTER; 

PARKINSON; HARRISON, 2005; JOHNSON; FRANCESCHI; FERLAY, 2005), além de 

infecções pelo Papiloma Vírus 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 nódulo ou 

ainda como uma úlcera, podendo ou não estar associada a dor, disfagia, odinofagia, 

dificuldades da fala, sangramentos, perda de peso ou odor bucal (JOHNSON; FRANCESCHI; 

FERLAY, 2005). Os sítios mais acometidos por esta neoplasia são os dois terços anteriores da 

língua, assoalho bucal, palato duro, mucosa jugal, região retromolar e gengiva, nesta ordem 

(LAMBERT et al., 2011). Muitas lesões de CEB são assintomáticas ou podem apresentar 

sintomas com achados clínicos mínimos. Dessa forma, a maioria dos pacientes já tem a 

apresentação de sinais e sintomas de doença localmente avançada no momento do 

diagnóstico, podendo evoluir com áreas de necrose e extensão para estruturas adjacentes 

como ossos, músculos e pele (JOHNSON; FRANCESCHI; FERLAY, 2005).  

O CEB tem um aspecto histológico amplo e, a partir destas alterações, o tumor pode 

ser graduado em bem diferenciado, moderadamente diferenciado ou pouco diferenciado. O 

grau histológico atribuído ao tumor pode estar associado com o prognóstico do paciente, 

sendo que quanto menor o grau de diferenciação celular, pior o prognóstico do paciente 

(JOHNSON; FRANCESCHI; FERLAY, 2005; MÉNDEZ et al., 2002). Além da graduação 

histológica, é necessário também estadiar clinicamente o tumor a fim de descrever a extensão 

anatômica da lesão (SOBIN; WITTEKIND, 2002), bem como avaliar a ocorrência de 

metástase e comprometimento de estruturas adjacentes (CLATOT et al., 2014).  

O sistema de estadiamento clínico utilizado é o preconizado pela União Internacional 

Contra o Câncer (UICC), denominado Sistema TNM de Classificação dos Tumores Malignos. 

Este sistema baseia-se em 3 componentes: T, extensão do tumor primário; N, a presença ou 

ausência de metástases para linfonodos regionais; e M, para presença ou ausência de 

metástase à distância. Estes parâmetros recebem graduações, geralmente de T0 a T4, N0 a N3 

e M0 a M1. Seguindo o TNM, os tumores são agrupados em estadios clínicos que podem 
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variar de I ao IV. Nos estádios I e II, os tumores são, respectivamente, T1 e T2, não 

apresentam metástase em linfonodos regionais (N0) e nem à distância (M0). Os tumores T3 

ou aqueles T1 e T2 com 1 linfonodo regional invadido (N1) são considerados estádio III. 

Lesões classificadas como T4, ou aquelas que apresentam 2 linfonodos regionais invadidos 

(N2) e todos os tumores que apresentam metástase à distância (M1), são considerados estádio 

IV (SOBIN; WITTEKIND, 2002).  

O tratamento dos CEBs depende da localização, da extensão do tumor primário, da 

gradação histológica e do status dos linfonodos cervicais. A cirurgia é o principal tratamento 

para ressecção dos tumores primários e deve sempre incluir toda lesão tumoral e margem de 

tecido livre de tumor em todas as dimensões (mínimo de 1,0cm de margem) (BRASIL, INCA, 

2014). Este tratamento cirúrgico pode ser associado à radioterapia em estágios mais 

avançados da doença, e também a quimioterapia para controle de metástase locoregional ou à 

distância, ou ainda, em casos recorrentes (GOLD; LEE; KIM, 2009).  

O tratamento do CEB ainda está associado a uma alta morbidade e pode resultar em 

dificuldades na fala, distúrbios na deglutição e mastigação, deformidades estéticas e 

problemas psicológicos. Ainda existe grande dificuldade de predizer a história natural de 

lesões individuais, embora o prognóstico seja estabelecido a partir do tamanho do tumor, 

correlação com sítios anatômicos nobres, gradação histológica e envolvimento de linfonodos 

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

 

2.2 A VIA DE SINALIZAÇÃO HEDGEHOG (HH) 

 

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

diferenciação celular durante o desenvolvimento embrionário de vários órgãos 
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(HASSOUNAH; BUNCH; MCDERMOTT, 2012) como dentes (HARDCASTLE; HUI; 

SHARPE, 1999), pulmões (GRINDLEY et al., 1997), cólon, mama, esôfago (INGHAM; 

MCMAHON, 2001), próstata, estômago (CHARI; MCDONNELL, 2007), sistema nervoso 

(WETMORE, 2003) e pâncreas (THAYER et al., 2003). Além da sua participação na 

embriogênese, a via HH também desempenha um papel na manutenção e crescimento de 

células-tronco adultas (RUIZ I ALTABA; SÁNCHEZ; DAHMANE, 2002), reparo tecidual 

(ASAI et al., 2006) e carcinogênese (CHARI; MCDONNELL, 2007; RUIZ I ALTABA; 

SÁNCHEZ; 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, os componentes centrais da via 

HH consistem nos três ligantes, Sonic Hedgehog (SHH), Desert Hedgehog (DHH) e Indian 

Hedgehog (IHH) (INGHAM; MCMAHON, 2001); receptor transmembrânico Patched 1 

(PTCH1); a proteína reguladora positiva Smothened (SMO) e os fatores de transcrição da 

família Glioma- associated oncogene (GLI1, GLI2 e GLI3) (STONE et al., 1999).  

A atividade da via HH ocorre no cilium primário, uma organela de forma microtubular 

que se estende da membrana plasmática, que age como uma “antena” que detecta sinais 

extracelulares e transmite estes sinais para o núcleo, a fim de gerar uma resposta celular 

(HASSOUNAH; BUNCH; MCDERMOTT, 2012). A ativação clássica da via HH ocorre 

quando há interação do ligante HH com PTCH1, o receptor transmembrânico é deslocado do 

cilium, permitindo, desta forma, o acúmulo de SMO e sua consequente ativação. A ativação 

de SMO transduz o sinal de SHH para o citoplasma, culminando na translocação nuclear da 

forma ativadora de GLI e consequente indução da expressão de genes alvo da via HH 

(HASSOUNAH; BUNCH; MCDERMOTT, 2012), envolvidos em proliferação e 

diferenciação celular (por exemplo, Ciclina D1 e D2, N-myc, Wnts, PDGFR, IGF2, FoxM1, 
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Foxa2, Nkx2.2, FoxF1, Myf5, HES1, IGFBP3); sobrevivência (Bcl2); auto-renovação (Bmi1, 

Nanog); angiogênese (VEGF); transição epitelial-mesenquimal (Snail1, SIP1, Elk1 e Msx2) e 

invasão (osteopontina) (HOOPER; SCOTT, 2005; STECCA; RUIZ I ALTABA, 2010). 

Na ausência de ligante HH, PTCH1 localiza-se no interior do cilium primário e 

promove a supressão da atividade de SMO, impedindo a translocação desta proteína. 

Consequentemente, os fatores de transcrição GLI são mantidos no citoplasma por um 

complexo repressor composto por diversas proteínas, como Supressor of Fused (SUFU) e 

Fused (FU) (AMAKYE; JAGANI; DORSCH, 2013; HASSOUNAH; BUNCH; 

MCDERMOTT, 2012). As formas repressoras de GLI (GLIR) dependem de clivagem via 

ubiquitina-proteassomo antes da translocação para o núcleo, onde irão impedir a transcrição 

de genes alvo da via HH. Já o GLI1, o qual não possui o domínio repressor N-terminal, não 

necessita de clivagem prévia e funciona exclusivamente como ativador da via (COHEN, 

2012). A ativação da via HH no contexto do cilium primário está ilustrada esquematicamente 

na Figura 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Componentes e o funcionamento da via Hedgehog em humanos. (a) Na ausência do ligante SHH, 

PTCH1 localiza-se no cílio e inibe a atividade de SMO. O fator de transcrição GLI é mantido no citoplasma (b) 

Na presença do ligante, PTCH1 é translocado do cílio, permitindo o acúmulo ciliar de SMO, o qual  promove 

uma cascata sinalizadora que resulta na translocação da forma ativadora de GLI para o núcleo, onde ativará 

genes alvos da via HH. Fonte:(Low e De Sauvage, 2010). 
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 Vias de sinalização que participam do desenvolvimento embrionário são normalmente 

mantidas em estado inativo em tecidos não-neoplásicos adultos e a re-ativação destas pode 

resultar em desenvolvimento tumoral (AMAKYE; JAGANI; DORSCH, 2013; COHEN, 

2012; MCMILLAN; MATSUI, 2012). A participação da via HH na tumorigênese foi 

demonstrada, inicialmente, em pacientes com carcinomas basocelulares esporádicos e 

associados à Síndrome do Carcinoma Basocelular Nevóide (GOODRICH et al., 1996; HAHN 

et al., 1996, 1999), mas a ativação desta cascata sinalizadora no desenvolvimento e progressão 

de outras neoplasias já foi demonstrada no câncer de próstata (KARHADKAR et al., 2004; 

SANCHEZ; CLEMENT; RUIZ I ALTABA, 2005), câncer de pulmão (VELCHETI; 

GOVINDAN, 2007; WATKINS et al., 2003), câncer gastrointestinal (BERMAN et al., 2003; 

KATOH; KATOH, 2005), câncer de mama (MUKHERJEE et al., 2006), câncer de ovário 

(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 patogênese do CEB ainda não estão bem 

estabelecidos. Devido ao papel desta via em neoplasias humanas, seus componentes têm sido 

considerados como potenciais alvos terapêuticos (COHEN, 2012; MCMILLAN; MATSUI, 

2012; AMAKYE; JAGANI; DORSCH, 2013; CONI; INFANTE; GULINO, 2013) e 

pesquisas têm sido direcionadas no sentido de desenvolver drogas, tais como inibidores de 

SMO e antagonistas de GLI. Nesse contexto, Yan et al.(2011b) avaliou a ação de inibidores 

da via HH em CEBs, demonstrando que o bloqueio da cascata sinalizadora promove uma 

diminuição/inibição da proliferação e migração celular e aumento da apoptose nestes tumores.  
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2.3 GLIPICANS (GPC) 

 

Glipicans (GPC) são proteoglicanos que fazem parte da família de proteínas que 

possuem Heparan Sulfato (HSPG) e que interage com a membrana plasmática através de uma 

âncora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (FILMUS; SELLECK, 2001). Durante a 

embriogenêse, os GPCs participam da morfogêneses através da regulação de várias vias de 

sinalização, 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 localização em membranas dos GPC permite que estas moléculas participem na 

estabilização e potencialização de interações entre ligantes e receptores (HÄCKER; 

NYBAKKEN; PERRIMON, 2005). Em adição, podem funcionar como receptor e co-receptor 

(CAPURRO et al., 2008), auxiliando na endocitose e degradação de ligantes, contribuindo, 

dessa forma, para o controle e regulação de cascatas sinalizadoras (INCARDONA; 

GRUENBERG; ROELINK, 2002; TORROJA; GORFINKIEL; GUERRERO, 2004). A 

quebra da âncora de lipídio que conecta GPC à membrana plasmática pode resultar em GPC 

solúveis ou associados a proteínas de baixa densidade, os quais podem desempenhar funções 

de formas mais amplas (HÄCKER; NYBAKKEN; PERRIMON, 2005; LIN, 2004). 

 O GPC1 está bem caracterizado como receptor de fatores pró-angiogênicos 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 superfície de células 

neoplásicas, células endoteliais e em fibroblastos. Além disso, esta proteína pode aumentar a 

mobilização de fatores de crescimento no estroma tumoral, melhorando a habilidade de vários 
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tumores a responder a ação de morfógenos (WHIPPLE; LANDER; KORC, 2008).  Na 

regulação da via HH, GPC1 atua como co-receptor, auxiliando a interação entre o morfógeno 

e o inibidor Hedgehog-interacting protein (HHIP) (WILSON; STOECKLI, 2013). 

 Em tumores malignos humanos, os estudos que investigam GPC1 ainda são limitados, 

com resultados consistentes apenas para o câncer de pâncreas (AIKAWA et al., 2008; 

KLEEFF et al., 1998) e estudos exploratórios em câncer de mama (DING et al., 2005; 

MATSUDA et al., 2001). Contudo, ainda não são bem conhecidos os mecanismos pelos quais 

o GPC1 participa do estímulo à proliferação do tumor de pâncreas, bem como quais os 

mecanismos associados ao acúmulo desta proteína (STEINFELD; VAN DEN BERGHE; 

DAVID, 1996), mas o bloqueio da atividade de GPC1 ocasiona uma redução do crescimento 

de células de câncer pancreático (KLEEFF et al., 1998).  

 O gene GPC3, localizado no cromossomo Xq26, participa da regulação do 

crescimento celular, diferenciação e migração (FILMUS; CAPURRO, 2008; FILMUS, 2001). 

Durante o período embrionário altos níveis de GPC3 são encontrados, porém em tecidos 

adultos sua expressão é variável, ocorrendo, por exemplo, em tecidos mamários, ovariano e 

mesotélio (CAPURRO et al., 2008; FILMUS; CAPURRO; RAST, 2008). A mutação no gene 

GPC3 está envolvida no desenvolvimento da Síndrome 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 manifestações clínicas em pacientes 

acometidos pela SSGB podem ser observado: fenda palatina, polidactilia, sindactilia, mamilo 

supranumerário, defeito congênito do coração, hérnia umbilical, displasia e cistos renais. 

Estudos em camundongos GPC3-knockout demonstram inúmeras anormalidades encontradas 

em indivíduos portadores da SSGB, como a proliferação exagerada e persistente das células 

epiteliais dos túbulos coletores renais e ureteres (CANO-GAUCI et al., 1999).  
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Estes achados sugerem que o GPC3 é um regulador da proliferação celular (FILMUS; 

CAPURRO; RAST, 2008; FILMUS; SELLECK, 2001) e um dos mecanismos relacionados a 

patogenia desta doença pode ser a ativação aberrante da via HH, ocasionada pela perda de 

expressão de GPC3 (CAPURRO; LI; FILMUS, 2009; CAPURRO et al., 2008). GPC3 atua 

como um regulador negativo da via HH através da competição com PTCH1 pelo ligante SHH. 

Como consequência, há um aumento na degradação deste morfógeno, com reflexos no 

controle da atividade sinalizadora (CAPURRO et al., 2008). (Figura 2) 

Para promover reconhecimento e inibição da via HH, o GPC3 precisa está ancorado à 

membrana plasmática, através de GPI (CAPURRO; SHI; FILMUS, 2012b; CAPURRO et al., 

2008). Entretanto, ao contrário de outras proteínas com domínio 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 câncer de mama (XIANG; LADEDA; FILMUS, 2001), ovário (LIN et al., 1999), 

mesotélio (MURTHY et al., 2000) e pulmão (KIM et al., 2003)  o GPC3 funciona como 

supressor tumoral (FILMUS, 2001), sendo detectado baixos níveis de expressão de GPC3.. 

Nestas neoplasias, o mecanismo de silenciamento envolve hipermetilação da região 

promotora deste gene e não mutação (LIN et al., 1999; MURTHY et al., 2000).  Dessa forma, 

a utilização de agentes demetilantes pode ser uma estratégia para re-estabelecer a expressão 

do gene GPC3 e, consequentemente, inibição 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 pulmão (AVIEL-RONEN et al., 2008) e carcinoma gástrico 

(HISHINUMA et al., 2006), uma vez que altos níveis desta molécula são observados nestes 
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tumores, sem expressão nos tecidos não-tumorais (FILMUS; CAPURRO, 2014; FILMUS, 

2001). O GPC3 representa uma ferramenta diagnóstica e alvo terapêutico para 

hepatocarcinomas, sendo que aumento de expressão de GPC3 são observados na progressão 

desta doença e relacionados com uma maior agressividade destes tumores (RUAN et al., 

2007; YAN et al., 2011a). Em melanomas, altos níveis de expressão do gene GPC3 também 

tem sido associado a progressão desta doença e a proteína  desponta como um biomarcador 

sérico, especialmente quando detectada na fase inicial da doença (NAKATSURA et al., 

2004). Nestes tumores, a função oncogênica de GPC3 está relacionada a ativação da via 

WNT, especialmente pela ação em β-catenina (ZITTERMANN et al., 2010). 

 Em tecidos adultos, a expressão de GPC5 foi documentada em cérebro, rins, testículos 

e glândula pituitária (THWAY; SELFE; SHIPLEY, 2012).  Esta proteoglicana localiza-se no 

cilium primário, o que corrobora para a sua participação como reguladora da via HH (LI et al., 

2011; WITT et al., 2013). O GPC5 tem afinidade pelo morfógeno SHH e receptor PTCH1 e 

parece atuar aumentando a afinidade e interação entre estas moléculas, contribuindo para a 

ativação da cascata sinalizadora (LI et al., 2011). (Figura 2)  
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Figura 2. Efeitos opostos de GPC3 e GPC5 na Via de sinalização HH. À esquerda, GPC3 presente na 

membrana celular é capaz de interagir com HH, mas não com PTCH1, promovendo a diminuição da 

disponibilidade de morfógenos HH, consequentemente diminuindo atividade da Via HH. À direita, GPC5 

presente na membrana celular é capaz de interagir com HH e PTCH1, aumentando a afinidade de interação e 

estabilizando a ligação de morfógeno e receptor, consequentemente aumentando a ativação da via HH. Fonte: 

(FILMUS; CAPURRO, 2014) 
 

A participação de GPC5 na biologia tumoral não está completamente elucidada, mas 

estudos em Rabdomiossarcoma (RMS) indicam que esta molécula é uma oncoproteína 

(WILLIAMSON et al., 2007), com reflexos no aumento da proliferação celular e em 

consequência do estímulo da via HH (LI et al., 2011). Por outro lado, uma redução da 

expressão do GPC5 foi observada em adenocarcinoma pulmonar e câncer de mama, em 

relação ao tecido normal, sugerindo uma atividade supressora nestas neoplasias (Li e Yang, 

2011).  

 

2.4 ANGIOGÊNESE  

 

 A compreensão de que a iniciação e progressão de tumores não dependem apenas de 

eventos mutagênicos em células malignas, mas também das interações entre estroma e 

parênquima, não é recente (FOULDS, 1964). Nesse contexto, a percepção do câncer 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 substâncias 

produzidas localmente ou provenientes da irrigação sanguínea (HANAHAN; WEINBERG, 

2011; SICA et al., 2006, 2008). 

 Em 1971, Folkman et al. formularam a hipótese de que a progressão tumoral depende 

da formação de vasos sanguíneos, a qual está associada ao equilíbrio entre fatores pro e anti 

angiogênicos (BERGERS; BENJAMIN, 2003; WICKI; CHRISTOFORI, 2008), secretados 

por células neoplásicas e/ou inflamatórias adjacentes ao tumor (RAICA, CIMPEAN E 

RIBATTI, 2009). Uma vez que é através da rede vascular que oxigênio e nutrientes são 

disponibilizados para as células neoplásicas, percebe-se que a angiogênese é um processo 

fundamental na manutenção, progressão e metástase tumoral (BERGERS; BENJAMIN, 

2003; HANAHAN; WEINBERG, 2011). 

 O VEGF é o maior regulador positivo da angiogênese fisiológica e associada a 

processos patológicos, como as neoplasias. Dentre as principais isoformas, destaca-se o fator 

de crescimento endotelial vascular A (VEGFA), citocina que interage preferencialmente com 

os receptores do fator de crescimento endotelial vascular 1 (VEGFR-1) e 2 (VEGFR-2) 

(WICKI; CHRISTOFORI, 2008). 

 Dentre os marcadores endoteliais disponíveis para estudo da angiogênese tumoral, o 

CD34 e endoglina (CD105) têm se destacado. A proteína CD105 é encontrada em células 

endoteliais humanas em proliferação, especialmente quando estas estão em condições de 

hipóxia (MARIONI et al., 2010; SANDLUND et al., 2006), enquanto que a CD34 pode ser 

encontrada em vasos estáveis, os quais não estão participando do processo angiogênico 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 o mesmo não 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 formação de novos vasos 

sanguíneos (POLA et al., 2001), sendo que, em tumores humanos, a maior expressão de seus 

componentes influencia o microambiente tumoral e, consequentemente, o processo 

angiogênico (CHEN et al., 2011). Os ligantes da via HH podem induzir a formação de vasos 

sanguíneos através da secreção de fatores angiogênicos, incluindo o VEGF e angiopoietinas, 

por células mesenquimais, especialmente após isquemia (HARRIS et al., 2012; OLSEN et al., 

2004). Além de modular níveis de moléculas pró-angiogênicas em células estromais, os 

morfógenos HH também podem influenciar a angiogênese através da via clássica (CHEN et 

al., 2011). 

Seguindo a linha de investigação da angiogênese em neoplasias, sabe-se que o GPC1 é 

capaz de interagir com o VEGFA e aumentar a afinidade de interação desta molécula com 

seus receptores (GENGRINOVITCH et al., 1999; JAKOBSSON et al., 2006), além de ser o 

único GPC cuja expressão já foi documentada em células endoteliais (MERTENS et al., 1992; 

ROSENBERG et al., 1997). Aikawa et al. (2008) demonstraram, in vivo, estudando câncer 

pancreático em camundongos atímicos, que o bloqueio de GPC1 ocasionou diminuição da 

MDV, assim como dos níveis de VEGFA RNAm. 
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3 HIPÓTESES 

H1- Os genes e proteínas GPC5 estão superexpressos em CEB e há uma correlação entre a 

expressão destes genes com os níveis de SHH, PTCH1 e SMO.  

H2- O gene e proteína GPC1 e GPC3 são subregulados em CEB  e há uma correlação inversa 

com os níveis dos genes SHH, PTCH1 e SMO.  

H3- Há uma correlação entre os níveis de GPC1 e PTCH1 com o VEGFA emicrodensidade 

vascular (MDV). 
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4 OBJETIVOS 

4.1 GERAL 

Avaliar o perfil de expressão dos genes GPC1, 3 e 5, associando-os com genes da via HH 

(SHH, PTCH1 e SMO) e VEGFA, bem como caracterizar a imunoexpressão destas proteínas, 

em CEB.  

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

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

- Associar o perfil de expressão de genes GPC1, GPC3 e GPC5, com os níveis dos transcritos 

de genes da via HH (SHH, PTCH1 e SMO) e VEGFA. 

- Caracterizar a imunoexpressão das proteínas GPC1, GPC3 e GPC5 no CEB, Margem 

Adjacente ao Tumor (MAT) e Mucosa Bucal Não Neoplásica (MNN). 

- Investigar a relação entre os níveis dos transcritos GPC1, GPC3 e GPC5 com aspectos 

clínicos, diferenciação tumoral, proliferação celular e microdensidade vascular (MDV). 
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5 CASUÍSTICA, MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS  

 

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

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

 

5.2 CARACTERIZAÇÃO 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 período 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 Comitês de Ética do CPqGM e HAM.  

 Os fragmentos de CEB  foram obtidos dos espécimes cirúrgicos durante a cirurgia 

para tratamento da doença e as amostras de MAT foram obtidas da margem lateral, após 

remoção da peça cirúrgica. Parte destes foi acondicionado em RNAlater, por no máximo 24h 

e, posteriormente estes fragmentos foram congelados por imersão em nitrogênio líquido, 

mantidos em freezer -80°C até os ensaios de expressão gênica. Outra porção do espécime 

cirúrgico foi fixado em formol tamponado neutro a 10% e encaminhado para processamento 

histológico. Para uma análise comparativa, 4 casos de mucosa bucal não neoplásica (MNN) 

de pacientes saudáveis foram obtidas a partir da remoção de terceiros molares não irrompidos. 

 Como critérios de inclusão para este trabalho foram considerados: RNA com 

qualidade e quantidade suficiente para as reações de qPCR, tecido preservado e passível de 

análise microscópica, diagnóstico de carcinoma escamocelular localizado na cavidade bucal 
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(dois terços anteriores da língua, assoalho bucal, palato duro, mucosa jugal, região retromolar 

e gengiva). Os critérios de exclusão foram: RNA de baixa qualidade, morfologia tecidual 

comprometida, blocos de parafina com pouco material e lesões localizadas em lábio. 

 Após a qualificação das amostras segundo os critérios de inclusão/exclusão, os estudos 

de expressão gênica foram realizados com um total de 31 CEBs e 12 MAT. Já a avaliação 

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

 

5.3 ESTUDO HISTOLÓGICO 

 

Para a revisão e análise morfológica dos casos de CEB, cortes de 4µm de espessura 

foram obtidos dos espécimes fixados em formol e emblocados em parafina, sendo submetidos 

à coloração pela hematoxilina/eosina, conforme a rotina do Serviço de Histotecnologia do 

CPqGM. De forma similar, as MATs foram analisadas para verificar a existência de displasia 

epitelial oral (DEO) e ausência de tumor. Os parâmetros definidos pela Classificação da 

Organização Mundial de Saúde (OMS, 2005) (Tabela 1) foram utilizados para a gradação 

histológica. 
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Alterações Arquiteturais Alterações Citológicas 

Estratificação epitelial irregular Pleomorfismo celular e nuclear 

Perda de polaridade das células basais Aumento da relação núcleo-citoplasma 

Projeção em forma de gota Aumento do tamanho nuclear 

Aumento do número de mitoses Figuras de mitoses atípicas 

Mitoses anormais Nucléolos proeminentes 

Queratinização prematura individual 

(Disqueratose) 

Hipercromatismo 

CEB bem diferenciado: quando as características arquiteturais e citológicas assemelham-se ao epitélio 

escamoso normal. 

CEB moderamente diferenciado: presença de pleomorfismo nuclear e atividade mitótica, incluindo 

mitoses atípicas, menor queratinização. 

CEB pouco diferenciado: presença elevada de mitoses atípicas e mínima queratinização. 

DEO discreta: quando as alterações arquiteturais, acompanhadas de atipia citológica, envolvem o terço 

inferior do epitélio.  

DEO moderada: quando as alterações arquiteturais, acompanhadas de atipia citológica, estendem-se ao 

terço médio do epitélio. 

DEO intensa: quando as alterações arquiteturais, acompanhadas de atipia citológica, estendem-se ao terço 

superior do epitélio. 

 

 

5.4 ESTUDO DA EXPRESSÃO GÊNICA 

 

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

 

 Todos os experimentos foram realizados em condições DNAse/RNAse free. Para o 

procedimento de extração de RNA, foram utilizadas microcolunas de sílica- Rneasy Plus Mini 

Kit (QIAGEN, Tokyo, Japan). O tecido das amostras foi pulverizado com “beads” (L-Beader, 

Loccus Biotecnologia), em tubos previamente resfriados a -20ºC. 

Em seguida, procedeu-se com o tratamento químico das amostras, utilizando 700uL de 

tampão contendo tiocianato de guanidina (Buffer RLT, RNEasy Mini Kit™, QIAGEN, 

Tokyo, Japan), homegeneização em vórtex e separação de fases, através de  centrifugação por 

5 min, a 13.200 xg. O sobrenadante foi então transferido para um novo microtubo e 

homogeneizado com 700uL de etanol 70%. Esta solução foi transferida para microcolunas de 

Tabela 1. Critérios utilizados para gradação de DEOs e CEBs. 

Fonte: OMS, 2005 

 



36 

 

sílica e, após sequencias de centrifugações rápidas, foram efetuadas lavagens com tampões do 

kit (RW1 e RPE). O RNA foi eluído com 50uL de água Rnase/Dnase Free pH 7.4 (Rneasy 

Mini Kit, QIAGEN™, Tokyo, Japan) e armazenado em temperatura de -80ºC 

A pureza do RNA extraído 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 

genômico foi eliminado pelo uso da enzima DNAse I (Invitrogen Corporation, USA). Para a 

transcrição reversa, foi utilizada a enzima transcriptase Superscript VILO™ (Invitrogen 

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

 

5.4.2 Reações de PCR Em Tempo Real - QPCR 

 

 As reações de qPCR foram realizadas utilizados TaqMan Gene Expression Assays
TM

 

inventoriados para os genes SHH (Hs00179843_m1), PTCH1 (Hs00181117_m1), SMO 

(Hs01090242_m1), GPC1 (Hs00892476_m1), GPC3 (Hs00170471_m1), GPC5 

(Hs00270114_m1) e  VEGFA (Hs00900055_m1), assim como para os genes referências 

ACTB (Hs01060665_g1), B2M (Hs99999907_m1) e UBC (Hs01871556_s1). As reações 

foram conduzidas no aparelho ABI ViiA7 Fast (Applied Biosystems
TM

, Foster City, CA), 

utilizando placa de 96 poços e com um volume total de 20 μL. Cada um dos poços possuía:  

2.5ng/μL de cDNA da amostra (8μL),  1μL de Assay (Applied Biosystems
TM

, Foster City, 

CA), 10μL de Taqman PCR Master Mix Kit (Applied Biosystems
TM

, Foster City, CA) e 5μL 

de água livre de RNAse. O programa de amplificação consistiu de um ciclo inicial de 50ºC 

por 2 minutos e 95ºC por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95 ºC por 15 segundos e 60ºC 

por 1 minuto.  
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5.4.3 Análise da Expressão Gênica 

 

Após as corridas de amplificação e dissociação, os valores de Quatificação Relativa 

(QR) foram obtidos com o auxílio do programa Gene Expression Suite™ 

(AppliedByosistems, USA), de acordo com o método comparativo de Cq (ΔΔCQ) (LIVAK; 

SCHMITTGEN, 2001). A fórmula matemática está descrita abaixo: 

 

ΔCQ alvo = Cq alvo – Cq referência 

                                                                           ΔΔCQ=  ΔCQ alvo – ΔCQ calibrador       2
-ΔΔCQ

 

ΔCQ calibrador = Cq calibrador – Cq referência             

 

Após avaliação de 6 genes candidatos à referência (HPRT1, 18S, GAPDH, UBC, B2M 

e ACTB), as amostras foram normalizadas através da média geométrica dos valores de Cq 

dos genes referências, ACTB, B2M e UBC (Figura 3) (HUGGETT et al., 2005; 

VANDESOMPELE et al., 2002). O calibrador das reações (B5) foi um pool de 12 amostras 

de MAT. 

 

 Figura 3. Demonstração dos genes referências ACTB, B2M e UBC na amostra de CEB. 
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5.5 ESTUDO IMUNO-HISTOQUÍMICO 

 

Cortes de 4µm de espessura foram obtidos dos espécimes fixados em formol e 

emblocados em parafina, sendo dispostos em lâminas de vidro previamente limpas e 

silanizadas. Inicialmente foram efetuadas reações de padronização para determinar as 

melhores diluições, métodos de recuperação antigênica e tempo de incubação de cada 

anticorpo, conforme rotina do nosso grupo de pesquisas. A seguir, os casos foram submetidos 

à imunomarcação para os anticorpos GPC1, GPC3, GPC5, MCM3 e CD105. Dados sobre 

fabricante, clone, diluição, recuperação e controle positivo dos anticorpos estão descritos na 

Tabela 2.  

As secções histológicas seguiram para desparafinização em xilol e re-hidratação com 

álcool. Para exposição dos epítopos antigênicos, as secções foram submetidas à recuperação 

antigênica, em calor úmido por 45 minutos, conforme descrito na Tabela 2. O bloqueio da 

peroxidase endógena (Peroxidase Blocking Solution
TM

,
 

 Dako, Carpinteria, USA) foi 

realizado protegido da luz, por 10 minutos, e o bloqueio das proteínas teciduais realizado 

também por 10 minutos (Protein Blocking Solution
TM

, Dako, Carpinteria, USA). Os 

anticorpos primários foram incubados overnight (18h), à temperatura de 4ºC.  

Em seguida a incubação do anticorpo primário, os reagentes HRP Link e HRP Enzyme 

(Advance™, Dako Corporation, Carpinteria, USA) foram aplicados nos cortes histológicos, 

20 minutos cada. Para o anticorpo anti-GPC1, o sistema de detecção foi o LSAB K0610 

(Dako Corporation, Carpinteria, USA). As reações foram reveladas com 3,3-

diaminobenzidina (Dako Corporation, Carpinteria, USA), por 5 minutos, em câmara escura e, 

posteriormente, as lâminas foram contracoradas com hematoxilina de Harris por 1 minuto e 

montadas com permount. Para o controle negativo, cada anticorpo primário foi substituído por 

soro normal de mesmo isotipo. 
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Tabela 2. Dados dos clones dos anticorpos, recuperação antigênica e diluição. 

Anticorpo Marca 

comercial 

Clone Controle positivo Recuperação 

antigênica 

Diluição 

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 Câncer 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 ANÁLISE IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 

 As lâminas foram escaneadas em microscópio digital virtual VS110 (Olympus 

Corporation, Tóquio, Japão) e exibidas em um monitor de alta definição com auxílio do 

Olyvia
TM

 2.3 Software (Olympus Corporation, Tóquio, Japão) e analisadas das seguintes 

formas: 

 

a) Proteínas GPC1, GPC3 e GPC 5 :  

 

Para análise destas proteínas, todos os cortes histológicos (CEB, MAT e MNN) foram 

analisados em sua totalidade, com auxílio das ferramentas de varredura e aumentos 

progressivos do programa Olyvia
TM

 2.3 Software (Olympus Corporation, Tóquio, Japão. 

Levou-se em consideração a localização do antígeno: membranar e/ou citoplasmático, em 

parênquima/epitélio ou estroma/lâmina própria. Em seguida, as amostras foram categorizadas 

utilizando os seguintes critérios de semi-quantificação: (-) 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) Avaliação do Potencial Proliferativo: 

 

Foram analisados 5 campos representativos em cada caso de CEB, em aumento final de 

200x. As células que exibiram marcação nuclear positiva para a proteína MCM3 foram 

contadas em cada campo, com auxílio do programa Image J
TM

 (National Institutes of Health - 

NIH, 1997), e o número absoluto de células MCM3 positivas calculado para cada caso. Após 

a análise de todos os casos, foi calculada a mediana de imunomarcação e o intervalo de 

confiança (IC), sendo os tumores divididos em dois grupos: àqueles que exibiam número de 

células MCM3 positivas maior que a mediana (AP, Alto potencial proliferativo) e menor que 

a mediana (BP, Baixo potencial proliferativo). Os casos que possuíam o número de células 

MCM3 positivas dentro do IC foram excluídos das comparações. 

 

c) Microdensidade Vascular (MDV): 

 

Foram selecionadas 5 áreas hot spots de vasos CD105+, em aumento final de 200x. 

Apenas vasos sanguíneos que mostravam luz e coloração acastanhada foram contados em 

cada área, as quais foram medidas e o resultado final foi dado em número de vasos/mm
2 

(MDV). Em seguida, foi calculada a mediana de MDV e o intervalo de confiança (IC), sendo 

os tumores divididos em dois grupos: àqueles que exibiam MDV/mm² maior que a mediana 

(Alta MDV) e menor que a mediana (Baixa MDV). Não foram avaliados os casos que 

possuíam a MDV/mm² dentro do IC. 

 

5.7 DUPLA-MARCAÇÃO 

  

 A co-localização das proteínas GPC3/SHH e GPC5/SHH em CEBs foi identificada 

utilizando o kit EnVision
TM

 G2 Doublestain System e o o sistema polimérico de amplificação 
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Advance
TM

 (Dako Corporation, Carpinteria, USA), com os cromógenos Red Permanent e 

Vina Green. Para as proteínas GPC5/GLI1, foi utilizado o sistema EnVision
TM

 G2 

Doublestain System e o o sistema polimérico de amplificação Advance
TM

 (Dako Corporation, 

Carpinteria, USA), com os Red Permanent  e cromógenos 3,3-diaminobenzidina. As 

diluições, marcas comerciais e controles positivos das reações estão descritos na tabela 2.  

 

a) SHH/GPC3 e SHH/GPC5 

 

 Os cortes histológicos seguiram para desparafinização em xilol e re-hidratação com 

álcool. As secções foram submetidas à recuperação antigênica com citrato pH 6.0, em calor 

úmido por 45 minutos, para exposição dos epítopos antigênicos. O bloqueio da peroxidase 

endógena e de proteínas teciduais, foi realizado utilizando o reagente Dual Endogenous 

Enzyme Block
TM

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

10 minutos.  

 O primeiro anticorpo primário, GPC3 ou GPC5, foi incubado overnight a 4°C. Em 

seguida, os cortes foram expostos inicialmente ao reagente Rabbit/Mouse Link
TM

 (Dako 

Corporation, Carpinteria, USA) por 20 minutos; depois foi aplicado o Polymer/AP por 20 

minutos. O cromógeno Permanent Red Working Solution (Dako Corporation, Carpinteria, 

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

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

primário com a solução Doublestain Block HRP
 TM

 (Dako Corporation, Carpinteria, USA), 

por 10 minutos. A incubação do segundo anticorpo primário (SHH) foi realizada por 1 hora 

em TA. O sistema de detecção Advance™, (Dako Corporation, Carpinteria, USA), composto 

pelos reagentes HRP Link e HRP Enzyme, foram aplicados nos cortes histológicos, 20 
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minutos cada. Para revelar esta segunda reação foi utilizado a solução Vina Green (Biocare 

Medical), por 20 minutos. As lâminas foram lavadas com água destilada e montadas em 

glicerina 10%.  

b) GP5/ GLI1 

 

 Os cortes histológicos seguiram para desparafinização em xilol e re-hidratação com 

álcool. As secções foram submetidas à recuperação antigênica com citrato pH 6.0, em calor 

úmido por 45 minutos, para exposição dos epítopos antigênicos. O bloqueio da peroxidase 

endógena e de proteínas teciduais, foi realizado utilizando o reagente Dual Endogenous 

Enzyme Block
TM

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

10 minutos.  

 O primeiro anticorpo primário (GPC5) foi incubado overnight a 4°C. Em seguida, os 

cortes foram expostos inicialmente ao reagente Rabbit/Mouse Link
TM

 (Dako Corporation, 

Carpinteria, USA) por 20 minutos; depois foi aplicado o Polymer/AP por 20 minutos. O 

cromógeno Permanent Red Working Solution (Dako Corporation, Carpinteria, USA), por 15 

minutos, foi utilizado para revelar a reação.  

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

primário com a solução Doublestain Block HRP
 TM

 (Dako, Carpinteria, USA), por 10 

minutos. A incubação do segundo anticorpo primário (GLI1) foi realizada por 1 hora em TA. 

O sistema de detecção Advance™, (Dako Corporation, Carpinteria, USA), composto pelos 

reagentes HRP Link e HRP Enzyme, foram aplicados nos cortes histológicos, 20 minutos 

cada. Para revelar esta segunda reação foi utilizado 3,3-diaminobenzidina (Dako, Carpinteria, 

USA), por 5 minutos, em câmara escura e montadas com permount.  
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5.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Após análise, os resultados obtidos foram compilados em um banco de dados 

organizado em planilhas do Software GraphPad Prism. Os dados foram analisados segundo a 

distribuição na curva normal de Gauss e, a partir da análise estatística descritiva destes 

(Média, Mediana, Desvio Padrão, Curtose e Variância) foram aplicados testes paramétricos e 

não-paramétricos, a depender da distribuição simétrica ou assimétrica dos resultados. 

Os seguintes testes estatísticos foram aplicados: 

- Teste de Fisher: para testar diferenças entre os diferentes parâmetros clínicos e 

morfológicos;  

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

- Teste de Kruskal-Wallis e o pós-teste de Dunn : para comparar 3 ou mais grupos; Teste de 

correlação de Spearman: para avaliar a correlação entre duas variáveis.  

Para todos os testes foi considerado o nível de significância 5%. 
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6  RESULTADOS  

 

6.1 ASPECTOS CLÍNICOS E HISTOLÓGICOS DO CEB  

 

 A amostra deste estudo foi composta por 31 CEBs, sendo que 23 lesões (74,19%) 

acometiam homens e 8 (25,81%) em mulheres. A idade dos pacientes variou de 41 a 85 anos, 

apresentando uma média de 57 (DP±11.43).  O sitio anatômico predominante foi a língua 

(n=13; 41,93%), seguido pelo assoalho de boca (n=10; 32,25%), região 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%) não tinha a informação disponível. 

Considerando-se a presença ou ausência e a extensão de metástase em linfonodos regionais, 

21 (67,55%) tumores foram classificadas como N1-N3 e apenas 9 casos (29,03%) não 

apresentaram comprometimento de linfonodo regional (N0), em um caso (3,22%) a 

informação estava indisponível. Todos os tumores foram M0 (100%).   

 De acordo com a classificação 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 incluídas no estudo 

imuno-histoquímico. Destas, 5 (55,55%) apresentavam displasia epitelial (DEO): 3 (60%)-

DEO discreta, 1 (20%)- DEO moderada e 1- (20%) DEO intensa. As características clínicas e 

histológicas dos CEB estão descritas na tabela 3. 
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Tabela 3. Características clínicas e histológicas dos CEBs. 

Parâmetros clínicos  Total (n) % 

Sexo   

Homem 23 74,18 

Mulher 8 25,81 

Tamanho   

T1-T2 15 48,38 

T3-T4 15 48,38 

Não Classificado 1 3,44 

Mestástase – Linfonodo   

N0 9 29,03 

N1-N3 21 67,55 

Não Classificado 1 3,22 

Mestástase – Distância    

M0 31 100,00 

Gradação Histológica   

Bem diferenciado              18  58,06 

Moderadamente diferenciado 7 22,58 

Pouco diferenciado 6 19,36 

Sítio anatômico   

Língua 13 41,93 

Assoalho bucal 10 32,25 

Região retromolar              5 16,12 

 

 

6.2 EXPRESSÃO DE GENES HH E GPCS  

 

Transcrito do gene SHH foi observado em 5 CEBs (16,13%).  Os valores de 

quantificação relativa variaram de 4,108 a 137,9, com nível médio de QR 63,98 acima da 

amostra calibradora. (Figura 6). Os níveis de expressão de SHH RNAm não estavam 

associados a características clínicas e histológicas, nesta casuística (Tabela 4).  
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Tabela 4. Associação entre a expressão do gene SHH, parâmetros clínicos e histológicos. 

Parâmetros  SHH  

 Total CEBs positivos (%) P 

Tamanho    

T1-T2 14 3 (9,67) 0,63 

T3-T4 16 2 (6,45)  

Invasão de linfonodo    

N0 9 3 (9,67) 1,00 

N1-N3 21 2 (6,45)  

Tabagismo    

Sim 28 5 (16,12) 1,00 

Não 3 0 (0)  

Etilismo    

Sim 25 5 (16,12) 0,55 

Não 6 0 (0)  

Gradação Histológica    

Bem diferenciado 17 3 (9,67) 0,63 

Moderadamente/pouco 

diferenciado 

14 2 (6,45)  

    Nota: Teste de Fisher, p<0,05 

 

Em 25 (80,6%) CEBs foi observado expressão do gene PTCH1. Os valores de QR 

variaram entre 0,304 a 42,33 (Figura 6) e o nível médio deste transcrito foi 8,036 superior em 

comparação a amostra referência. Os níveis de PTCH1 RNAm foram similares nos diferentes 

parâmetros clínicos e morfológicos avaliados (Tabela 5). 

Expressão do gene de SMO foi observada em 26 (83,87%) CEBs, com QR variando 

entre 0,135 a 16,74 e uma média de expressão igual a 2,821 (Figura 6). Maiores níveis de 

SMO RNAm foram encontrados em CEBs com comprometimento de linfonodo (N1-N3) 

(p=0,02; Figura 4). Considerando-se os demais parâmetros clínicos e morfológicos avaliados, 

os níveis deste transcrito foram similares (Tabela 5). 

          

 

 

 

Figura 4.  Expressão gênica de SMO em CEBs com invasão e sem invasão de linfonodos. 
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Quanto a presença de GPC1 RNAm, 26 (83,87%) CEBs foram positivos. Os valores 

de QR variaram entre 0,305 a 9,148 e uma média de expressão igual a 2,51 acima dos níveis 

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 nível médio 

de QR=0,167 abaixo da expressão da amostra referência. Já o 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 à amostra calibradora (Figura 6). Maiores 

níveis deste transcrito foram observados em tumores caracterizados como T3-T4 (p=0,03; 

Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Expressão gênica de VEGFA em CEBs T1-T2 e T3-T4. 
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Figura 6.  Perfil de expressão dos genes SHH, PTCH1, SMO, GPC1, GPC3, GPC5 e VEGFA, em comparação à 

amostra calibradora. 

 

Considerando os diferentes parâmetros clínicos e morfológicos, nenhuma associação 

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

(Tabela 5). 
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Parâmetros   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  

Invasão de 

linfonodo 

                  

N0 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 

Não 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 

Não 6 0,73  5 0,20  6 1,42  6 0,03  6 0  6 2,41  

Gradação 

Histológica 

                  

Bem diferenciado 18 0,86  18 1,74  18 1,81  18 0,13  17 1,21  18 5,0  

Moderadamente 

diferenciado 

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 

Pouco 

diferenciado 

5 2,52  6 2,39  6 4,03  6 0,14  6 0,45  6 4,94  

Localização                   

Assoalho Bucal 9 0,88  10 3,66  10 2,78  9 0,17  10 0,04  10 4,23  

Língua 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 

Região 

Retromolar 

5 0,68  5 1,18  5 4,18  5 0,05  5 0,08  5 6,88  

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

Tabela 5. Associação dos genes PTCH1, SMO, GPC1, GPC3, GPC5 e VEGFA segundo parâmetros clínicos e morfológicos. 
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6.3 CORRELAÇÃO ENTRE GENES HH, VEGFA E GPCS  

Correlação positiva forte e estatisticamente significante foi demonstrada para 

GPC5 e PTCH1 (rs= 0,60; p=0,02; Figura 7) e entre PTCH1 e VEGFA (rs= 0,69; 

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

verificadas na Tabela 6. 

 

Figura 7. Correlação entre PTCH1 e GPC5. 

  

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

Correlações 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 IMUNOMARCAÇÃO DAS PROTEÍNAS GPC1, GPC3 E GPC5 EM MNN, MAT 

E CEB 

a) GPC1 

Em mucosa não-neoplásica (MNN), a proteína GPC1 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 padrão de marcação, com escores 3+ (n= 4; 

44,44%) e 4+ (n= 5; 55,56%). No grupo dos CEBs, 12 (46,15%) tumores apresentaram 

células do parênquima positivas, sendo que 8 (66,66%) destes exibiram menos de 5% de 

células 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 imunomarcação de GPC1 

em regiões de “Front” de invasão tumoral e células positivas eram observadas 

especialmente no centro das ilhas. Poucos vasos sanguíneos positivos foram 
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visualizados apenas em CEBs. A imunomarcação de GPC1 em CEBs não estava 

associada aos parâmetros clínicos e histológicos avaliados (Tabela 7). A Figura 9 ilustra 

o padrão e características peculiares de marcação de GPC1 nos grupos estudados.  

b) GPC3 

Imunoexpressão da proteína GPC3 não foi detectada em MNN (n= 4; 0%), e 

MAT (n=9; 0%). Já no grupo dos CEBs, as imunomarcações membranar, predominante, 

e citoplasmática foram detectadas em células do parênquima, em 23 (88,46%) casos. 

Destes, 11 (42,30%) tumores apresentaram menos de 5% de células imunomarcadas 

(escore 0), seguido 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 expressão desta proteína foi 

detectada no “Front” de invasão tumoral, sendo esta predominantemente citoplasmática. 

A distribuição dos escores encontrados para GPC3 em CEB está detalhada na Tabela 8. 

A imunomarcação de GPC3 em CEBs não estava associada aos parâmetros clínicos e 

histológicos avaliados (Tabela 7). A Figura 10 ilustra o padrão e características 

peculiares da distribuição de GPC3 nos grupos estudados.  

c) GPC5 

GPC5 não foi detectada em MNN (n= 4; 100%) e, em MAT células dos estratos 

basais e espinhoso exibiram marcação citoplasmática discreta, predominando o escore 

1+ (n=2; 22,22%), enquanto 13 (50%) CEBs exibiram células tumorais positivas para 

esta proteína. Cinco (38,46%) CEBs tinham menos de 5% de células 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 marcação em estroma foi observada em 
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13 (50%) CEBs, especialmente em células endoteliais e fibroblastos. A tabela 8 ilustra a 

distribuição de escores de GPC5 em parênquima e estroma. A imunomarcação de GPC5 

em CEBs não estava associada aos parâmetros clínicos e histológicos avaliados (Tabela 

7). A Figura 11 ilustra o padrão e características peculiares da distribuição de GPC5, 

nesta casuística.  

 

  GPC1   GPC3    GPC5   

Parâmetros   Parênquima   Parênquima   Parênquima  Estroma  

 Total CEBs 

positivos 

(%) 

P Total CEBs 

positivos 

(%) 

p Total CEBs 

positivos 

(%) 

P CEBs 

positivos 

(%) 

p 

Tamanho            

T1-T2 14 4 (15,38) 1,00 14 11 (42,30) 0,59 14 6 (23,07) 1,00 7 (26,92) 1,00 

T3-T4 12 4 (15,38)  12 11 (42,30)  12 6 (23,07)  6 (23,07)  

Invasão de 

linfonodo 

           

N0 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)  

Gradação 

Histológica 

           

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 

diferenciado 

9 7 (26,92)  9 6 (23,07)  9 7 (28)  4 15,38  

Localização            

Língua 13 5 (19,23) 0,19 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, 

 

 GPC3  GPC5  

 Parênquima Estroma Parênquima 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) 

 

 

 

Tabela 7. Avaliação das proteínas GPC1, GPC3 e GPC5 no parênquima e GPC5 no estroma de CEB, segundo parâmetros 

clínicos e histológicos. 

Tabela 8. Distribuição dos escores das proteínas GPC3 e GPC5 no parênquima e estroma de CEB. 
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Figura 9. Padrão e distribuição da proteína GPC1 em Mucosa Não-neoplásica (MNN), Mucosa Adjacente 

ao Tumor (MAT) e Carcinoma Escamocelular Bucal (CEB).  (A) MNN e (B) MAT, ambas secções 

exibindo imunomarcação predominante em membrana e em células dos estratos intermediários. (C) Perda 

de imunomarcação de GPC1 em “front” de invasão tumoral. (D) (E) e (F) CEBs ilhas tumorais com 

acúmulo focal de células GPC1 positivas. Em (E) observa-se vaso positivo para GPC1. 
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Figura 10. Padrão e distribuição da proteína GPC3 em Mucosa Não-neoplásica (MNN), Mucosa 

Adjacente ao Tumor (MAT) e Carcinoma Escamocelular Bucal (CEB). (A) MNN e (B) MAT, ambas 

negativas para GPC3. (C) “Front” de invasão tumoral onde se observa algumas células com 

imunomarcação de GPC3. (D) e (E) Células tumorais na região do “Front” de invasão tumoral exibindo 

predominante marcação citoplasmática granular. (F) (G) e (H) CEBs exibindo pouca imunomarcação para 

GPC3, especialmente em citoplasma. (I) e (J) Imunomarcação escore 2+, especialmente em células da 

periferia das ilhas tumorais. (K) Imunomarcação de escore 4+. (L) Detalhe da imunomracação 

membranar. 
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Figura 11. Padrão e distribuição da proteína GPC5 em Mucosa Não-neoplásica (MNN), Mucosa 

Adjacente ao Tumor (MAT) e Carcinoma Escamocelular Bucal (CEB). (A) MNN negativa para GPC5. 

(B) MAT exibindo marcação citoplasmática fraca em células basais e do estrato espinhoso. (C) Células 

tumorais positivas em citoplasma e marcação em células endoteliais (seta). (D) Imunomarcação de escore 

4+ em células tumorais. (E) e (F) Detalhe da imunomarcação citoplasmática e (G) em fibroblastos (setas). 

(H) e (I) Imunomarcação positiva em vasos do estroma tumoral (setas). (J) Células estromais positivas. 
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6.5 DUPLA-MARCAÇÃO EM CEB 

a) SHH/GPC3 

 Em CEB, a imunomarcação da proteína SHH foi observada no citoplasma de 

células parênquima e estroma. A imunomarcação citoplasmática de GPC3 foi notada em 

parênquima de CEB. A co-localização das proteínas SHH e GPC3 foi observada no 

citoplasma com aspecto roxa em ilhas do parênquima tumoral (Figura 12).  

b) SHH/ GPC5 

 Imunomarcação da proteína SHH foi observada no citoplasma de células 

parênquima e estroma de CEB. A imunomarcação citoplasmática de GPC5 foi notada 

em parênquima, assim como no estroma tumoral, predominantemente em células 

endoteliais. A co-localização das proteínas SHH e GPC5 foi observada no citoplasma 

com aspecto roxa em ilhas do parênquima e estroma tumoral (Figura 12).  

c) GLI1/GPC5 

 A imunoexpressão da proteína GLI1 ocorreu no citoplasma e, 

predominantemente, no núcleo de células parênquima e estroma de CEB. A 

imunomarcação citoplasmática de GPC5 foi notada em parênquima e estroma, neste 

último compartimento ocorrendo especialmente em células endoteliais. Células que 

apresentavam imunomarcação nuclear para a proteína GLI1 apresentaram células com 

citoplasma positivo para GPC5, tanto no parâquima quanto no estroma de CEB. A 

Figura 12 demonstra a co-localização das proteínas GLI1 e GPC5 em CEB. 
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Figura 12. Dupla-marcação para as proteínas SHH/GPC3, SHH/GPC5 e GLI1/GPC5 em CEB. (A), (B) e 

(C) Co-localização das proteínas SHH e GPC3 em células tumorais. (D), (E) e (F) Proteínas SHH e GPC5 

em citoplasma e membrana de células tumorais e estromais, especialmente em vasos sanguíneos (E, seta). 

(G), (H) e (I) Células tumorais e estromais exibindo GLI1 nuclear e GPC5 em citoplasma, incluindo em 

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

 

Imunomarcação para a proteína CD105 ocorreu em 25 (96.15%) casos de CEB, 

sendo observada exclusivamente em células endoteliais do estroma tumoral. Quando 

avaliado o número de vasos positivos para CD105 por área, a MDV variou entre 0 a 

159.08 vasos/mm
2
, com mediana igual a 77.71 vasos/mm

2
. Nove amostras (34.61%) 

de CEB estavam no intervalo de confiança (60.70 a 98.54 vasos/mm
2
) e foram 

excluídas das comparações estatísticas. 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%), 

os quais apresentaram níveis similares de GPC1, GPC5 e VEGFA RNAm (Figura 12). 
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Figura 13.  Níveis de expressão de GPC1, GPC5 e VEGFA em tumores com baixa e alta MDV. 

 

6.7 GENES HH, GPCS E POTENCIAL PROLIFERATIVO TUMORAL  

 

A proteína MCM3 foi detectada em citoplasma e núcleo, em todos os 26 casos 

de CEB disponíveis para o estudo imuno-histoquímico. O número de células positivas 

variou de 402 a 4595, com mediana igual a 1833. Para fins de categorização dos casos 
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em Alto e Baixo Potencial Proliferativo (AP e BP), os CEBs que apresentaram 

imunomarcação no intervalo de confiança (1343 a 2204 células positivas) não foram 

incluídos nestes grupos. Seis CEBs (46.15%) foram agrupados como AP e 7 (53.84%) 

classificados como BP.   

Amostras com alto potencial proliferativo apresentaram maiores níveis dos 

transcritos PTCH1 (p= 0.41) e SMO (p= 0.43), apesar desta diferença não 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. Expressão dos genes PTCH1 e SMO em CEBs de alto e baixo perfil proliferativo. 

Figura 15. Expressão dos genes GPC3 e GPC5 em CEBs de alto e baixo perfil proliferativo. 
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7 DISCUSSÃO 

 

 Considerando a literatura científica disponível, este é o primeiro trabalho que 

avalia glipicans 1, 3 e 5 em CEB.  Confrontando os resultados observados para o GPC3 

com conhecimento científico existente sobre esta proteína em hepatocarcinomas, 

sugerimos que esta proteoglicana pode despontar como um biomarcador para a 

progressão desta doença.  Em relação ao GPC1, os resultados indicam que esta proteína 

pode atuar como supressora tumoral, enquanto o GPC5 pode comporta-se como uma 

oncoproteína em CEBs.  

 Sabendo-se que glipicans participam da regulação das vias de sinalização HH, 

WNT e BMP4 (FICO; MAINA; DONO, 2011; SONG et al., 2005; TSUDA et al., 

1999), bem como da interação entre células e microambiente (FILMUS; CAPURRO, 

2014; HANAHAN; WEINBERG, 2011), um dos nossos objetivos também foi avaliar 

uma possível associação entre GPC1, 3 e 5 e moléculas da via HH (SHH, SMO e 

PTCH1), bem como o gene alvo VEGFA, em nível 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 adição, 

avaliamos se os níveis de glipicans estavam relacionados ao potencial proliferativo 

tumoral (CAPURRO; FILMUS, 2005; CAPURRO et al., 2008; LI et al., 2011; 

WILLIAMSON et al., 2007) e angiogênese (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 casuística, através de PCR quantitativo em 

tempo real para os genes SHH, SMO e PTCH1. A superexpressão 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 casuística. Por outro lado, transcritos do morfógeno SHH não foi um 

achado frequente, mas, quando expresso, os níveis foram elevados. Apesar de 

concentrações equivalentes de ligantes e receptores serem esperadas em cascatas 

sinalizadoras (ROGERS; SCHIER, 2011), a via HH é uma das exceções a esta 

evidência (CASALI; STRUHL, 2004), já que o PTCH1 é um dos principais genes alvos 

dos fatores de transcrição GLI1 (HAHN et al., 1999; INCARDONA; GRUENBERG; 

ROELINK, 2002; STONE et al., 1999; TORROJA; GORFINKIEL; GUERRERO, 

2004) e os níveis de expressão do gene que codifica este receptor são normalmente mais 

elevados em tecidos cuja via HH está ativada. 

Além disso, moléculas que funcionam como morfógenos (ex: SHH) são 

expressas em baixas concentrações, inclusive durante o desenvolvimento embrionário 

(ROGERS; SCHIER, 2011) e a quantificação absoluta por métodos mais sensíveis, 

como o PCR digital é o mais indicado (HINDSON et al., 2013). Com relação ao SMO, 

uma maior expressão deste gene foi observada em CEBs com comprometimento de 

linfonodos e os níveis deste transcrito podem estar relacionados a promoção e 

progressão deste tumor (HASSOUNAH; BUNCH; MCDERMOTT, 2012). Sendo o 

SMO um dos principais componentes associado a ativação da sinalização HH (Mccabe e 

Leahy, 2015), esta molécula tem sido considerada um potencial alvo terapêutico, com 

vários trabalhos em andamento, em tumores malignos (AMAKYE; JAGANI; 

DORSCH, 2013; COHEN, 2012; LOW; DE SAUVAGE, 2010), como no câncer de 

próstata, pâncreas carcinoma de células basais. 

A correlação positiva entre PTCH1 e VEGFA observada neste estudo, corrobora 

para a participação da via HH em outros processos que interferem no microambiente 

tumoral, como a angiogênese. Além disso, como ambos são 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 está relacionada a ativação endotelial 

em vasos CD105+ em CEBs e, portanto, componentes HH podem interferir em todo o 

contexto do microambiente tumoral (CHEN et al., 2011; HARRIS et al., 2012) e induzir 

a secreção de VEGFA por células mesenquimais, por exemplo (HARRIS et al., 2012; 

POLA et al., 2001; ROGERS; SCHIER, 2011). 

Altos níveis de VEGFA RNAm em CEBs foram descritos em um estudo 

preliminar de nossa equipe (SALES, 2012)(artigo submetido), onde investigamos 56 

CEBs de outro serviço de patologia. Assim como em nossos resultados anteriores, os 

maiores níveis de VEGFA foram observados em tumores T3-T4, corroborando com 

hipótese de que a angiogênese é importante para o crescimento de tumores malignos 

(FERRARA; GERBER; LECOUTER, 2003; HANAHAN; WEINBERG, 2011). 

A ativação aberrante da via HH em CEB e as evidências de que moléculas HH 

participam da progressão de lesões potencialmente malignas (DIAS, 2014) e 

angiogênese neste tumor (SALES, 2012) respaldaram a nossa hipótese de que 

moléculas reguladoras da via HH também participam da patogênese do CEB da seguinte 

forma: o gene e proteína GPC5 está superexpressos em CEB e há uma correlação entre 

a expressão destes genes com os níveis de SHH, PTCH1 e SMO. O genes e proteínas 

GPC1 e GPC3 são subregulados em CEB  e há uma correlação inversa com os níveis 

dos genes SHH, PTCH1 e SMO.   Os níveis de expressão de moléculas HH e 

GPC1estaria 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 expressão 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 áreas representativas dos tumores. Em adição, a correlação entre 

GPC1 e VEGFA foi fraca, em nível transcricional. Mesmo que o bloqueio de GPC1 

tenha refletido em menores níveis de VEGFA RNAm e angiogênese em carcinoma 

pancreático induzidos em camundongos (AIKAWA et al., 2008), este gene não parece 

participar do processo angiogênico em CEB.  

Em câncer de pâncreas, o GPC1 está normalmente superexpresso (DUAN et al., 

2013; WHIPPLE; LANDER; KORC, 2008), de forma similar notamos em nível 

transcricional que GPC1 estava superexpresso em CEB. No entanto em nível de 

proteína, notou-se uma perda de expressão de GPC1 em CEB. Alguns estudos 

demonstram não existir uma correspondência entre os níveis de transcritos e de proteína 

final (MAIER; GÜELL; SERRANO, 2009; VOGEL; MARCOTTE, 2012) respaldam 

este resultado.  

De fato, para GPC1, nossos resultados mais consistentes indicam que GPC1 

pode ser importante para a diferenciação celular.  Em mucosas adjacente ao tumor e 

não-neoplásicas, observamos uma superexpressão de GPC1 em membrana de células 

epiteliais, especialmente as do estrato espinhoso, com nítida perda de expressão nas 

regiões de invasão de células tumorais em direção ao estroma e, na maioria dos CEBs, 

poucas células parenquimais positivas. A perda de GPC1 nas regiões de “front” de 

invasão também pode indicar que esta proteína é importante para a manutenção da 

polaridade tecidual. 

Os estudos que envolvem GPC1 em tumores malignos humanos são ainda muito 

escassos, com exceção do câncer de pâncreas, onde esta proteoglicana comporta-se 

como uma oncoproteína (AIKAWA et al., 2008; DUAN et al., 2013; KLEEFF et al., 

1998).  Outro aspecto relacionado a GPC1 que nos chamou atenção foi a predominante 

imunomarcação em células centrais das ilhas tumorais, corroborando com a nossa 
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sugestão de que a expressão desta molécula está relacionada a diferenciação celular, 

uma vez que células mais centrais de ilhas tumorais são geralmente mais diferenciadas 

(HANAHAN; WEINBERG, 2011). 

O GPC1 é um co-receptor para a proteína inibidora HHIP e, alta quantidade 

desta proteoglicana, está relacionada a inativação da via HH (FILMUS; CAPURRO, 

2014; WILSON; STOECKLI, 2013). Em tumores com a via HH ativada, há também 

superexpressão de HHIP, o qual é gene alvo dos fatores de transcrição GLI (KATOH; 

KATOH, 2005; OLSEN et al., 2004). Diante disso, a perda de expressão da proteína 

GPC1 pode contribuir para a manutenção da atividade aberrante de HH, em CEBs. 

Em relação ao GPC3, mesmo que sem significância estatística, observamos uma 

correlação negativa forte com o gene SHH. Ao mesmo tempo, sendo regulador negativo 

da via HH, a presença concomitante de GPC3 e SHH em citoplasma de células tumorais 

indica que este proteoglicano pode estar envolvido na degradação deste morfógeno e 

consequente regulação da via HH em CEBs. Estes resultados corroboraram com a nossa 

hipótese inicial que níveis SHH e GPC3 estão inversamente relacionados (CAPURRO 

et al., 2008)  

Níveis elevados de transcrito GPC3 estão associados a fases precoces da 

tumorigênese, em hepatocarcinomas (NING et al., 2012; SHIRAKAWA et al., 2009a). 

No entanto, em CEB notamos que o GPC3 está subregulado em nível transcricional, 

apesar de haver um aumento de expressão desta proteína. De forma similar, Nakatsura 

et al. (2004), evidenciou não haver correspondência entre os níveis de transcrito e 

proteína GPC3 em amostras humanas de melanoma. Após interação com o morfógeno, 

GPC3 será internalizado para degradação e regulação de ligantes, no entanto o GPC 

pode ser reciclado e retornar a membrana plasmática para exercer sua função 
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(CHRISTIANSON, BELTING, 2014), o que pode explicar os altos níveis de proteínas, 

mesmo sendo observado que o gene GPC3 está subregulado.  

A análise qualitativa de GPC3 em CEB, MAT e MNN demonstrou que esta 

proteína é encontrada em tecido tumoral, mas não na contraparte não neoplásica 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 proteína GPC3 foi identificada em 

membrana e citoplasma de células do parênquima tumoral, especialmente em células 

localizadas na periferia das ilhas tumorais. Outro aspecto que chamou atenção foi a 

predominância de marcação citoplasmática no “front” de invasão tumoral. Em adição, 

as investigações direcionadas ao GPC3 em CEB são importantes para avaliar se, neste 

tipo tumoral, esta molécula poderá ser utilizada como marcador diagnóstico e de 

prognóstico, como no hepatocarcinoma (CAPURRO; FILMUS, 2005; SHIRAKAWA et 

al., 2009a, 2009b), ou até mesmo como alvo terapêutico (KOMORI et al., 2006). 

A participação do GPC5 em neoplasias malignas humanas ainda é pouco 

compreendida. A superexpressão de GPC5 (gene e proteína) em CEB, enquanto que na 

contraparte normal não foi detectado a presença deste GPC, sugerem que esta molécula 

pode estar participando como uma oncoproteína em CEB, e atua em parênquima e 

estroma. Corroborando com está hipótese, em tecidos adultos, níveis significantes do 

transcrito GPC5 só foram descritos em testículo e cérebro, enquanto fígado, pulmões e 

rins apresentaram níveis baixos e, por último, nenhuma expressão foi detectada em pele 

e mama (THWAY; SELFE; SHIPLEY, 2012). 

  A co-localização em citoplasma das proteínas SHH e GPC5  indicam que esta 

proteoglicana pode estar sendo endocitada com o PTCH1 (INCARDONA; 

GRUENBERG; ROELINK, 2002), suscitando estudos que investiguem os mecanismos 
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de internalização dos sinais HH neste tipo tumoral. Cabe salientar que a localização de 

GPC5 na mesma estrutura celular onde a via HH funciona (cilium primário) facilita a 

interação com PTCH1 e a afinidade com SHH (LI et al., 2011). A correlação positiva 

forte observada nos níveis de transcritos PTCH1 e GPC5, assim como a co-localização 

das proteínas GLI1 e GPC5, corroboram com a hipótese que o GPC5 está contribuindo 

para a ativação da via HH em CEB.Um achado importante neste trabalho foi a presença 

de células endoteliais positivas para GPC5, sendo que não encontramos uma correlação 

forte com os níveis de VEGFA RNAm. Apenas um trabalho na literatura cientifica 

avaliou a relação entre GPC5 e VEGFA, não sendo constatada nenhuma alteração nos 

níveis de expressão de VEGFA em células de adenocarcinoma de pulmão, 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-localização das proteínas GLI1 e GPC5 em vasos 

sanguíneossugerem que esta proteoglicana contribui para ativação da via HH em vasos 

associados ao tumor. 

Em adição, células estromais, como fibroblastos exibiram imunomarcação em 

citoplasma frequente em CEBs. Apesar deste aspecto ainda não estar descrito na 

literatura, os estudos mais consistentes sobre GPC5 são em rabdomiosarcomas e, nestes 

tumores, há uma superexpressão desta proteína (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 

imunomarcação da proteína MCM3. Esta é uma helicase fundamental na replicação do 

DNA eucariótico  (LEE et al., 2010; LAMEIRA et al., 2014) e que não 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 expressão de MCM3 em CEBs 

com menor grau de diferenciação. Não encontramos relação entre a expressão de genes 

GPC e potencial proliferativo tumoral, assim como a maioria dos parâmetros clínicos 

avaliados. Em relação ao tamanho desta casuística, optamos por um método de análise 

mais robusto, excluindo casos de CEBs cuja expressão de MCM3 coincidia com o 

intervalo de confiança. 

 Em adição, um aspecto importante que pode ter contribuído para os níveis de 

QR observados para GPCs, genes HH e VEGFA neste trabalho, foi a utilização 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-

ORDOÑEZ; BEAUCHEMIN; JORDAN, 2006) tem sido cada vez mais aceito na 

pesquisa em câncer.  

Por fim, os resultados encontrados neste trabalho, indicam que estas 

proteoglicanas participam da patogenia do carcinoma escamocelular bucal, entretanto os 

eventos biológicos controlados/regulados por estes glipicans ainda devem ser objeto de 

investigações. Em adição, como o GPC3 é passível de detecção em sangue périférico, 

estudos que avaliem a presença desta proteína em coortes de pacientes acometidos pela 

doença poderão indicar se esta proteína é um candidato a biomarcador em CEB. 
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8 CONCLUSÕES 

- Transcritos dos genes GPC1, 3 e 5 são encontrados em CEB, sendo que os níveis de 

GPC3 e GPC5 são maiores que GPC1. A correlação entre os transcritos GPC5 e 

PTCH1, bem como a superexpressão das proteínas GPC5 e GPC3 e perda de 

imunopositividade de GPC1 são consistentes com a participação destes proteoglicanos 

como reguladores da via HH em CEB.  

- O padrão de expressão de GPC1 sugere que esta proteína pode participar da biologia 

tumoral como uma proteína supressora tumoral, enquanto GPC3 e GPC5 comportam-se 

como oncoproteínas. A presença de GPC5 em estroma tumoral (células endoteliais e 

fibroblastos) também pode estar associada a regulação da via HH neste compartimento 

do microambiente tumoral.  

- Não houve evidências de que tumores com parâmetros clínicos e morfológicos de 

agressividade, com maior potencial proliferativo e microdensidade vascular possuem 

maiores níveis de genes glipicans e Hedgehog, ao mesmo tempo que GPC1, em CEB, 

parece não contribuir para a angiogênese tumoral. Em adição, a correlação entre os 

níveis de PTCH1 e VEGFA indicam que a via HH está associada ao processo de 

angiogênese tumoral. 
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