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RESUMO

LOPES, LMT. Expressao imunoistoquimica das metaloproteinases 2 e 9 em carcinomas
epidermoides de boca. Campo Grande; 2013. [Dissertacdo — Programa de Pos-graduacdo em
Odontologia da Faculdade de Odontologia Prof Albino Coimbra Filho da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul].

As metaloproteinases de matriz sdo enzimas proteoliticas facilitadoras da disperséo de células
mutadas. Nos carcinomas, as marcacfes destas proteinas estdo relacionadas a malignizacao,
invasdo e metéstases tumorais. O presente estudo avaliou a expressdo imunoistoquimica das
MMP-2 e MMP-9 em carcinomas epidermoides de boca, correlacionando aos aspectos
histopatoldgicos das lesbes (local) e parametros clinicos da amostra: género, idade, uso de
prétese e habitos (tabagismo e etilismo), ao grau de diferenciacdo (pouco, moderado e bem
diferenciado), analise das expressbes (ausente, fraca, moderada, intensa) em células
neoplasicas centrais e do front invasivo de 32 blocos pertencentes ao acervo do Laboratorio
de Anatomopatologia Bucal da Faculdade de Odontologia da UFMS. Todas as amostras
foram marcadas. A MMP-9 apresentou expressao mais significativa que a MMP-2 (P<0,001)
nos nucleos das células neoplésicas centrais e front de invasdo (P=0,007). A marcagdo das
MMP-9 nos citoplasmas das células do front (P=0,003) foi significativa, porém, sem relacéo
com os aspectos clinicos da amostra. Os resultados do estudo refletem a marcacdo das MMPs-
9 no desenvolvimento dos carcinomas epidermoides (CAESs), quanto ao grau de diferenciacéo,
nas fases em que eles séo classificados como moderadamente diferenciados, momento de
intensa transformacdo celular, onde as MMPs-9 se fizeram presente no front invasivo
(P=0,011) e células neoplasicas (p<0,001). Com base nos resultados apresentados, conclui-se
que a maior marcacdo das MMPs-9 pelas células do front invasivo e células neoplésicas
centrais, contribui para o potencial invasivo, desenvolvimento e facilitacdo da metastatizacdo
dos carcinomas epidermoides de boca.

Palavras-Chave: Neoplasias, Metaloproteinases, Imunomarcadores, Endopeptidases,
Carcinoma espinocelular.



ABSTRACT

LOPES, LMT. Immunohistochemical expression of metalloproteinases -2 and -9
carcinomas mouth. Campo Grande; 2013. [Dissertation — Posgraduated Program in
Dentistry, Faculty of Dentistry Prof. Albino Coimbra Filho da Federal University of Mato
Grosso do Sul].

Matrix metalloproteinases are proteolytic enzymes which facilitate the dispersion of mutated
cells. In carcinomas, the markings of these proteins are related to malignancy, tumor invasion
and metastasis. The present study evaluated the immunohistochemical expression of MMP-2
and MMP-9 in oral squamous cells carcinomas, correlating the histopathological lesions (site)
and clinical parameters of the sample: gender, age, use of prosthesis and habits (smoking and
drinking), the degree of differentiation (little, moderate and well-differentiated), analysis of
expressions (absent, weak, moderate, severe) in neoplastic cells of the central and invasive
front of 32 blocks belonging to the collection of the Laboratory of Oral Pathology, Faculty of
Dentistry UFMS. All samples were labeled. MMP-9 expression showed more significant than
with MMP-2 (P < 0,001) in the nuclei of the neoplastic cells and central front invasion (P =
0,007). The marking of MMP-9 in front of the cytoplasm of cells (P = 0,003) was significant,
however, no correlation with the clinical sample and degree of prognosis. The results of the
study reflect the marking of MMP-9 in the development of squamous cell carcinoma (OSCC),
the degree of differentiation in the stages in which they are classified as moderately
differentiated moment of intense cellular transformation, where MMP-9 was found in the
invasive front (P = 0,011) and tumor cells (p < 0,001). Based on the results presented, we
conclud that the major MMP-9 labelyng of the cells invasive front and central neoplastic cells,
contributes to the invasive potential, development and facilitation of metastasis of oral
squamous cell carcinoma.

Keywords: Neoplasms, Metaloproteinases, Immunomarkers, Endopeptidases, Squamous Cell
Carcinoma.
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1 INTRODUCAO

Cancer é uma doenca de genes das células sométicas, ocorre com a transformacgéo dos
proto-oncogenes, genes e responsaveis pela fisiologia celular, quanto a regulacdo do
crescimento, diferenciacdo, proliferacdo e morte celular (AMARAL et al., 2010; LOBAO et
al.,, 2011) em oncogénese e concomitantemente, a inativacdo dos genes supressores de
tumores, genes estes responsaveis pela manutencdo da integridade do genoma. Esta alteracdo
estrutural reflete em uma perda do controle mitético da célula com perda de adesdo célula-
célula, célula-estroma, aumento das enzimas proteoliticas, angiogénese, ligada a capacidade
proliferativa desordenada, invasiva e de metastatizacdo (BRYNE et al., 1992; CARPENA et
al., 2008).

O diagnostico do cancer tem parametros estabelecidos com base em aspectos clinicos
e histopatologicos. Como esses indicadores sdo subjetivos e relativamente limitados, €
indiscutivel a necessidade de métodos mais apurados que identifiguem as alteracdes
moleculares das transformac@es neoplésicas, pois uma das formas de combate a essa doenca
estd na compreensdo dos processos que regulam os eventos bioquimicos que controlam o
ciclo e 0 meio celular (NEVILLE et al., 2009). Cancer de boca estd entre os 10 tipos de
canceres mais incidentes em homens e mulheres, com destaque para o género masculino.
Apresenta alto indice de morbidade e mortalidade e incidéncia global elevada com estimativa
de novos casos: 14.170, sendo 9.990 homens e 4.180 mulheres (2012), o nimero de
mortes: 4.891, sendo 3.882 homens e 1.009 mulheres (2012) (INCA 2013).

Atinge individuos brancos (leucodermas), acima de 40 anos em qualquer regido
anatdmica da cavidade bucal, sendo a deteccdo tardia o principal fator associado as baixas
taxas de sobrevida. A etiologia pode estar relacionada a habitos de vida, entre eles, uso
crénico de tabaco e alcool. Apesar do avanco nos tratamentos cirdrgicos, radioterapicos e
guimioterapicos, o indice de sobrevida de 5 anos permanece inalterado nos Gltimos 40 anos
(COLOMBO; RAHAL, 2009). E necessario aperfeicoar as aces de prevencdo, diagnostico
precoce e controle da doenca (CIMARDI; FERNANDES, 2009). Estudos de novas técnicas
laboratoriais mais sensiveis, fidedignas, de facil execucdo como as técnicas moleculares e
imunoistoquimicas, para elucidar davidas histogenéticas, associados a dados histopatoldgicos
e clinicos (BARRA, 2006).
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O sistema TNM (Tamanho, Nddulos e Metéastases) relaciona caracteristicas clinicas e
faz referéncias a progndsticos, auxiliam os sistemas histologicos de diagndsticos. Estes
avaliam o comportamento biolégico da lesdo e malignidade, pela técnica de hematoxilina-
eosina (HE) (DANTAS et al.,, 2003). O desenvolvimento de métodos laboratoriais mais
apurados, detalhados e confiaveis conduzird o entendimento da dindmica das neoplasias sob a
acao de proteases como as metaloproteinases. Estas enzimas, coletivamente, sdo capazes de
degradar todos os componentes da matriz extracelular (MEC) (BIKERDAL-HANSEN et al.,
1993), participam de processos fisioldgicos, como a remodelacao tecidual, embriogénese e a
angiogénese (NAVARRO et al., 2006) e eventos patolégicos, como a invasdo celular,
disseminacdo das células tumorais no processo da carcinogénese, pela liberacdo de fatores de
crescimento e citocinas que ficam estocadas na MEC (BARROS, 2006).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo responsaveis pela lise dos elementos da
matriz extracelular (MEC) e das membranas basais (MB), por altera¢cbes na adesividade
celular e angiogénese no ambiente tumoral (SILVEIRA et al., 2007), sendo detectadas em
inimeros tipos de carcinomas, entre eles, o carcinoma epidermoide de boca (NAVARRO et
al., 2006). Pertencentes a uma familia multigénica de mais de 30 enzimas relacionadas
geneticamente (REIS, 2013), proteoliticas, zinco dependente, em equilibrio com seus
inibidores, possuem pouca expressao em tecidos normais e sdo altamente marcadas em
neoplasias (BAKER et al., 2002; ROBINSON et al., 2003).

Este trabalho investigou a expressdo das MMP-2 e MMP-9 em carcinomas
epidermoides de boca e relacionou-as aos parametros clinicos e histopatoldgicos, para avaliar
a marcacdo destas e associd-las ao mecanismo de desenvolvimento e invasividade. Este
podera auxiliar a novos estudos, que contribuirdo nas estratégias de inibicdo da acdo destas
enzimas no cancer oral, para que através de associagdes terapéuticas, 0s tumores possam ser
eliminados sem recorréncia. A expressdo das MMP-2 no devido trabalho foi pouco relevante,
enquanto a MMP-9, apresentou significancia como fator relevante/modificador no carcinoma
epidermoide de boca, quanto a agressividade e invasividade da lesdo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer

O céncer é uma alteracdo genética, multifatorial (BATISTA et al., 2008; CIMARDI;
FERNANDES, 2009; AMARAL et al., 2010), associado a muta¢Ges permanentes que levam
ao crescimento desordenado das células, desregulacdo no controle da proliferacdo. As
alteracdes em genes denominados proto-oncogenes ou genes promotores de desenvolvimento
em oncogenes. Os proto-oncogenes estdo ligados a diferenciagdo, migracdo, morte celular
(apoptose), com influéncia da angiogénese (BETTENDORF et al., 2004; LOBAO et al.,
2011) e alteracdo no ciclo celular (MONTORO et al., 2008).

Estas mutacdes genéticas levam a proliferacdo celular descontrolada e invaséo tecidos
e Orgaos adjacentes, com langamento de metéstases por outras regides do corpo (POLETTE et
al., 2004) determinadas por alteracdes na interacdo célula-célula e célula-matriz (BAKER et
al., 2002; BETTENFORF et al.,, 2004; SCULLY et al.,, 2005; CAVALHEIRO, 2008;
ARAUJO et al., 2011).

Segundo a Agéncia Internacional para Pesquisa em Céancer/Organizacdo Mundial de
Saude (IARC/OMS), World Cancer Report (2012), o impacto global do cancer mais que
dobrou em 2012 e estima-se cerca de 27 milhdes de novos casos até 2030, com 17 milhGes de
pessoas vivas convivendo com a doenca (OMS, 2012).

O cancer é a 22 causa de morte na populacdo depois das doencas cardiovasculares,
representando quase 17% dos ébitos de causa conhecida, notificados em 2007, pelo Sistema
de Informagdes sobre Mortalidade (INCA, 2010).

Os oncogénes levam as células a perder o controle sobre o ciclo mitético (NEVILLE
et al., 2009), resultando na sintese de oncoproteinas (produtos genéticos anormais com
funcBes aberrantes) (LOPES et al., 2002; LOBAO et al., 2011) que s&o inibidas pelos genes
supressores tumorais, cuja funcdo € prevenir e inibir que celulas se multipliguem
descontroladamente, interrompendo o ciclo celular (SOUZA JUNIOR, 2006).

Na mutacdo genética, h4 a desestabilizacdo dos sistemas de controle, geneticamente

pré-determinados, que coordenam o comportamento celular, ha ruptura dos sinalizadores
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celulares, do reparo de DNA e ciclo celular, que sdo fundamentais para a homeostasia do
meio, e se diferencia de individuo para individuo (RAMALHO et al., 2002).

Este processo, quando desencadeado, € iniciado por estimulos denominados de
carcindgenos ou carcinogénicos, que podem ser quimicos, energia radiante e virus
oncogénicos (LOBAO et al., 2011) e envolvem mdltiplos estagios: a iniciacio que é
caracterizada pela interacdo do agente cancerigeno (oncoiniciador); a promoc¢do, a célula
iniciada permanece no organismo e sofre a acdo de novo agente carcinogénico
(oncopromotor), transformando-se lenta e gradualmente. Neste periodo, a suspensdo do
estimulo pode levar a interrup¢do do processo, por isso ele pode ser denominado neoplasia
benigna; a progressdo tumoral é o terceiro estdgio se caracteriza pela agdo dos
oncoaceleradores nas células alteradas, o que se manifesta em multiplicacdo descontrolada e
irreversivel (expansdo monoclonal), com sinais de malignidade (SOUZA JUNIOR, 2006;
INCA, 2012).

2.2 Carcinoma epidermoide

Estima-se que 7% da populagdo mundial seja acometida pelo cancer de boca, sendo o
carcinoma epidermoide de cavidade bucal, também denominado de espinocelular ou
escamoso (NEVILLE et al., 2009), o mais incidente. Representa 90% a 95% de todos os
tumores malignos de boca e cerca de 40% dos tumores de cabeca e pesco¢co (AMORIM et al.,
2002; SCULLY, 2002; DANTAS et al.,, 2003; BRENER et al., 2007). A relacdo entre
homens e mulheres é de 3:1 tem caido pelo aumento do nimero de mulheres fumantes,
consumidoras de alcool, estimuladas pelas industrias e com a possibilidade de vida mais longa
em relacdo aos homens. Estes pontos tém universalizado os fatores de risco e modificado o
perfil epidemioldgico das neoplasias (AMORIM FILHO et al., 2003; INCA, 2012).

O CAE origina-se no tecido epitelial, resultante de uma transformacdo de
queratinécitos (ERDEM et al., 2007; CARPENA et al., 2008), com proliferacdo desordenada
da camada espinhosa. Apresentam-se com caracteristicas histopatoldgicas, proliferacGes
celulares intensas em camadas desordenadas, frequentemente formam blocos, ilhas, nichos e
cordbes com capacidade de invasdo dos tecidos circunvizinhos, tecidos de suporte e vasos
sanguineos e linfaticos (intravasation), expressando varios graus de similaridades com suas
células de origem (DANTAS et al., 2003).

Os CAEs apresentam elevado potencial invasivo e alta probabilidade de

desenvolvimento de metéastases, principalmente nos linfonodos cervicais (CARPENA et al.,
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2008; NEVILLE et al., 2009). Geralmente sdo lesdes ulceradas ou nodulares, com
crescimento progressivo e indolor nas fases iniciais. Recidivas locais e loco-regionais séo as
principais causas de falha do tratamento e estdo associadas aos piores progndsticos (AGRA,
2007; SOAMES; SOUTHAM, 2008).

O carcinoma epidermoide expressa um comportamento variado, biologicamente
distinto, que depende do tempo de duragio e do padrio de desenvolvimento do individuo. E
avaliado, segundo a gradacdo histopatologica em: (1) bem diferenciado com numerosas
pérolas corneas, queratinizacdo celular com pontes intercelulares, menos de duas mitoses por
campo histoldgico, observado em maior aumento, raras mitoses atipicas, células gigantes
multinucleadas, pleomorfismo celular e nuclear muito reduzido, com ampla producdo de
queratina; (2) moderadamente diferenciado, pérolas corneas escassas, queratinizacdo celular e
pontes intercelulares aparentes, duas a quatro mitoses por campo histolégico, algumas mitoses
atipicas, moderado pleomorfismo celular e nuclear, escassas células gigantes multinucleadas;
e (3) pouco diferenciado, pérolas corneas ausentes, queratinizacdo celular quase inexistente e
auséncia de pontes intercelulares, mais de quatro mitoses por campo histologico, frequentes
mitoses atipicas, pleomorfismo celular e nuclear pronunciado, frequentes células gigantes
multinucleadas, quando tem o crescimento difuso, pouca ou nenhuma tendéncia em formar
corddes epiteliais e queratinizacao.

Os aspectos clinicos iniciais sdo lesdes indolores, placas cinza branco-acinzentadas ou
vermelho-acinzentado (eritoleucoplasicas), levemente elevado que podem parecer
translucidas, fissuradas ou corrugadas, tipicamente mais mole e plano, sendo que a forma
mais comum ¢ a Ulcero-infiltrativa (COSTA et al., 2002; NEVILLE et al., 2009; CARLI et
al., 2009).

O diagndstico dos CAEs geralmente é feito atraves de exame histopatologico de
microscopia oOptica de rotina e as estruturas que contribuem no diagndéstico diferencial séo
epitélio acantotico, corddes, ninhos de células que produzem uma espiral central de ceratina
(pérolas corneas), ndo ha camada basal bem formada, células com pleomorfismos, nucleos
hipercroméaticos e aumentados, citoplasma eosinofilico abundante, nucléolos evidentes e
numerosas figuras de mitoses com aspectos bizarros, podem se apresentar com ampla invasado
(cordBes) ou com o aspecto de ilhas de carcinoma no conjuntivo (COTRIM et al., 2002;
DANIEL et al., 2006).

Os carcinomas epidermoides foram evidenciados em grupos com menor poder
socioeconémico, varia de um pais para o outro e dentro do mesmo pais (BRENER et al.,

2007), acometem especialmente individuos entre a 5% e a 8% décadas de vida, com um
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crescente aumento da incidéncia em pacientes jovens com menos de 45 anos de idade, cuja
etiologia esta associada ao estilo de vida e habitos como tabagismo, etilismo e infec¢do por
virus oncogénicos como o papiloma virus humano (HPV 16, 18, 33 e 58), HBV (virus
Epstein-Barr) (AMORIM FILHO et al., 2003; ANTUNES, ANTUNES, 2004; CARLI et al.,
2009).

A idade do paciente consiste em uma variavel que pode estar relacionada ao grau de
malignidade do tumor. Porém, pouco se entende por que individuos da mesma idade podem
apresentar carcinomas com graus de malignidade bastante distintos (LOURENCO et al.,
2007).

A deteccdo tardia, demora da descoberta da lesdo pelo individuo, dentista ou pelo
médico, lesdes que ndo cicatrizam espontaneamente no periodo de 20 dias ap6s a terapéutica
(AMORIM et al., 2002), geralmente associadas a fatores extrinsecos como tabagismo, tabaco
sem fumaga e ao etilismo cronico, podem levar ao desenvolvimento dos CAEs. O fumo além
de ser um indutor, é também promotor dos carcinomas (GASSEN et al., 2005). A associa¢do
de um ou mais fatores no ambiente bucal, como o uso de préteses mal adaptadas, dentes
fraturados, ulceras orais secundarias e condicBes de higiene bucal precaria, favorecem o
aparecimento de lesdes pré-malignas (DEDIVITIS et al., 2004).

Segundo Batista et al. (2008), o risco de desenvolvimento de CAEs em fumantes de
cigarro industrializados é 6,3 vezes maior que em ndo fumantes (BRENER et al., 2007). O
tabaco é um habito que se faz mais significativo que ingerir bebidas alcodlicas, ou seja, 0
fumo é o mais importante na génese deste tumor, porém, cita-se o alcool como fator a ser
observado pelo efeito sinérgico (AMORIM FILHO et al., 2003). Este risco aumentaria para
sete vezes em consumidores de cigarro de palha, para 14 vezes em usuarios de cachimbo e em
até 15 vezes se estd associado ao alcoolismo crénico. O tabaco sem fumaca, o0 rapé ou o
tabaco de mascar sdo potencialmente ativos as mutacdes, principalmente nos sitios de
acomodacéo do fumo (PANDE et al., 2002; BARROS, 2006; BRENER et al., 2007).

Pessoas que consomem mais de 6 doses de bebidas com elevado teor de alcool,
apresentam mais probabilidade de desenvolver cancer de boca (BATISTA et al., 2008). O
alcool em associagdo com tabaco leva a uma incidéncia mais precoce da lesdo (CARLI et al.,
2009; COLOMBO; RAHAL, 2009).

Individuos que se abstiveram do consumo de alcool por pelo menos um ano antes do
estabelecimento do diagndstico do céncer, apresentam uma sobrevida maior. A
potencializagdo do mecanismo pelo qual o &lcool atua no processo da carcinogénese € incerta,

somado a imunossupressdo sisttmica (DANIEL et al., 2006). O alcool é apontado como
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potente potencializador do cancer de boca pelo aumento na proliferagéo epitelial, bem como
pode interferir no processo de maturacdo celular (CARRARD et al., 2008). A quantidade de
alcool consumido e o tempo de duracdo do habito sdo mais importantes do que o tipo de
bebidas ingeridas, pois o habito provoca a reducéo do fluxo salivar, com prejuizo na agédo de
lavagem das superficies da mucosa, deixando-as mais expostas aos fatores carcinogénicos
(CARRARD et al., 2008; SOAMES; SOUTHAM, 2008).

A radiacéo solar é fator importante como agente carcinogénico, com alta incidéncia no
vermelhdo de labios inferiores, porém, atencéo especial tem que ser dada para neoplasias em
l&bios superiores pelo nimero elevado e proximidade aos linfonodos parotideos. Ocorre
especialmente em individuos de pele clara que se expdem excessivamente ao sol. Sdo raros
em negros e criancas (ANTUNES, AA; ANTUNES, AP, 2004). Aparecem como ulceras
crbnicas que ndo cicatrizam ou como lesdes exofiticas de natureza verrugosa. O carcinoma de
l&bio representa entre 25 a 30% dos casos de cancer bucal, é mais facilmente perceptivel pelos
pacientes, o que favorece uma intervencdo precoce, diferentemente dos situados em &reas
internas da boca (BRASILEIRO FILHO, 2004; BARROS, 2006).

Quanto aos fatores intrinsecos, incluem-se o0s estados sistémicos ou generalizados
como a desnutrigdo geral, anemia por deficiéncia de ferro e extrinsecos como a sifilis, candida
e os virus (LOBAO et al., 2011). A hereditariedade parece nio desempenhar um papel
principal nos casos de cancer oral, responsavel por apenas 4% das incidéncias, porém, para
alguns tipos de carcinomas devem ser observados e levados em conta o historico familiar,
como os canceres de mama e de intestino (CARLI et al., 2009; NEVILLE et al., 2009). Na
boca, os carcinomas originam-se em areas com ceratoses actinicas ou proximo a elas,
perfazendo 80% dos casos (PEREIRA et al., 2006).

A localizacdo anatbmica é considerada fator de influéncia no progndstico,
considerando que os tumores apresentam comportamento clinico diferente conforme a sua
localizagdo (COSTA et al., 2002; BARROS, 2006). As regides anatdmicas de alto risco para o
desenvolvimento do CAE na mucosa bucal sdo: labio inferior, mucosa jugal, regido
retromolar, palato mole, bordas laterais entre o terco médio, posterior, ventre da lingua e
assoalho de boca (GASSEN et al., 2005; NEVILLE et al., 2009). A lingua e o assoalho de
boca apresentam marcante envolvimento nodal, pobre diferenciacdo histologica e alta
agressividade (OLIVEIRA et al., 2006; ALVES et al., 2011), com tendéncia a recorréncia
pos-cirdrgica, principalmente nos dois primeiros anos (AL-RAJHI et al.,, 2000) e

predisposicdo para produzir metéstases em linfonodos regionais (O’CHAROENRAT et al.,
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2003). As lesbes de labios tendem a ter um bom progndstico e baixo grau de metastases
(DANTAS et al., 2003).

Carvalho et al. (2001), Perussi et al. (2002), Oliveira et al. (2006) realizaram trabalhos
em Campina Grande (PB), S&o Paulo (SP) e Ribeirdo Preto (SP) e relatam que o sitio mais
acometido pelo carcinoma de boca € a lingua, seguido de assoalho bucal, locais de dificil
tratamento, pior prognostico e maior comprometimento linfonodal, dado este provavelmente
associado a proximidade do local com as cadeias linfaticas mentuais e submandibulares
(BRENER et al., 2007; ALVES et al., 2011). Perussi et al. (2002) observaram ainda o
predominio da regido jugal em pacientes idosos e lesdes de lingua nos jovens. Antunes e
Antunes (2004), em Pernambuco, citaram labios e lingua como o0s sitios mais comuns.
Dedivitis et al. (2004) e Teixeira et al. (2009) relataram que tumores de orofaringe provocam
nitidamente mais ébitos que os tumores de boca, em torno de 2,4 vezes, avaliados na cidade
de Santos.

Segundo Alves et al. (2011), o prognéstico do cancer bucal tem por base a gradacao
histologica de malignidade associada com os parametros clinicos em relacdo ao tamanho,
invasédo dos tecidos vizinhos, localizacdo anatdmica do tumor, presenca ou nao de metastases.
O entendimento da progressdo dos tumores tem atualmente recebido contribuigéo a partir de
estudos histoquimicos e imunoistoquimicos que objetivam analisar alteracGes especificas das
proteinas envolvidas no ciclo celular associada a agressividade e as leses tumorais.

O estadiamento pelo Sistema TNM (Tamanho, Nédulos, Metéstases) estabelecido
pela Internacional Union Against Cancer (Unido Internacional Contra o Céancer - UICC),
sintetiza as caracteristicas do tumor e serve de guia terapéutico (OMS, 1988), tem forte
relagdo com a agressividade do tumor, é aceito mundialmente e ndo fornece informagdes
guanto as caracteristicas histoldgicas e bioldgicas, mas esta aliado a prognosticos clinicos
(COSTA et al., 2002; DANTAS et al., 2003).

Os tumores menos diferenciados recebem os numeros mais altos e quanto maior as
classificacbes do estadiamento, pior o prognostico, pois significa o envolvimento dos
linfonodos e constatacdo de metéastases a distancia, relacionada por 90% de mortes de
pacientes (AMORIM et al., 2002; COSTA et al., 2002; ABREU et al., 2004; NEVILLE et al.,
2009).

Em estudo desenvolvido por Gonzales-Moles et al. (2002), o parametro que exibiu
maior relagdo com a sobrevida dos pacientes foi o tamanho da margem de ressec¢do (margem
de seguranga) e profundidade tumoral, pelos nimeros de camadas envolvidas pelo CA e tipos

celulares, pois quanto mais profunda maior o numero de células indiferenciadas,
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possibilitando uma maior reproducéo destas células ndo especializadas, uma maior migracao e
disseminacdo de células neoplédsicas (AI-RAJHI et al., 2000). Os parametros
anatomomorfologicos encontraram-se relacionados com o desempenho biologico, embora sua
correlagdo com o progndstico néo seja tdo forte quanto a do estadiamento clinico. A avaliagédo
microscopica de camadas profundas é importante para fornecer subsidios que possibilitem a
leitura da agressividade de uma neoplasia e consequentemente, de grande valor progndstico
(COSTA et al., 2002; PEREIRA et al., 2006).

As terapias frequentemente usadas para o tratamento de cancer de boca dependem do
local, do estagio da doenca e da saude geral do paciente (BETTENDORF et al., 2004).
Consistem em cirurgias, radioterapias e quimioterapias, fundamentadas na excisdo completa
do tumor, radiacdo e, consequentemente, alteracao letal das células neoplésicas e de células
normais adjacentes, respectivamente (CARVALHO et al., 2012). A decisdo pela alternativa
combinada de tratamento depende de fatores como o estadiamento tumoral, relagdo com as
estruturas anexas, envolvimento da cadeia linfatica, idade, cooperacdo do paciente, além do
subtipo histologico da lesdo (LUNG et al., 2007).

2.3 Matriz extracelular

A matriz extracelular (MEC) é um microambiente complexo de macromoléculas
tridimensionais estaveis e insoliveis formada por moléculas de diferentes naturezas,
produzidas, exportadas, transformadas pelas células, que modula a estrutura, a fisiologia e a
biomecéanica dos tecidos, formando uma base sélida de suporte celular com uma porcéo
amorfa que une as células, é reservatdrio de fibroblastos, condroblastos e células endoteliais
(LYNCH; MATRISIAN, 2002).

A MEC ¢é formada por substancias fundamentais (glicosaminoglicanas e
proteoglicanas), nela estdo imersos elementos fibrosos (colageno e elastina) elementos
estruturais e os ndo fibrosos como a fibronectina, laminina, tenascina e entactina, que tem
funcdo de adesividade (BRASILEIRO FILHO, 2004). O coldgeno é constituido de proteinas
que formam cadeias em tripla hélice, resultando em fibras de grande forca tensil. As
fibronectinas estdo presentes em trés locais: no plasma (opsoninas), nas moléculas de adeséo
(superficies das células) e nas fibrilas de matriz que fazem a quimiotaxia de fibroblastos,
sendo sintetizada em varias células, principalmente em macrofagos e nos proprios

fibroblastos. As lamininas sdo glicoproteinas extracelulares que promovem a adesdo. E
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formada de trés camadas que influenciam o potencial da célula para crescimento,
diferenciacéo e migracéo celular (VICENT et al., 2005).

A MEC ndo funciona somente como barreira fisica; é organizada em redes, que faz a
ancoragem celular, da resisténcia a compressdo e o estiramento dos tecidos, permite a
circulacdo de nutrientes e eliminacdo dos dejetos celulares, funciona como meio de transporte,
migracdo, aderéncia, proliferagio. Da uma predisposicdo a apoptose, um grau de
diferenciacéo e € reservatorio de fatores essenciais ao funcionamento celular, como os fatores
de crescimento, citocinas, proteases, hormdnios e outras moléculas bioativas que
eventualmente interagem com a superficie celular (BORNSTEIN; SAGE, 2002; BARROS,
2006).

A matriz extracelular se apresenta de varias formas, dependendo da maior ou menor
concentracdo de fibras, como: elastinas e colagenos (tecido conjuntivo ou fibroso), substancia
fundamental gelificada (cartilagem) ou impregnada de célcio (0sso) (PEREIRA et al., 2005).

Relata-se que a MEC pode regular o comportamento celular por varios mecanismos
através da composicdo de suas proteinas em um determinado tecido e por interacdes
sinérgicas entre fatores de crescimento e moléculas de adesdo ou por receptores celulares que
agem como mediadores na adesdo de componentes de células normais e neoplésicas e, por
consequéncia, a lise do estroma com sua degradacdo, € considerada caminho preparatdrio para
a invasdo tumoral (RUNDHAUG, 2003; DECLERCK et al., 2004; PEREIRA et al., 2005).

A MEC também é substancialmente modificada por proteases produzidas por células
de tumor ou células do estroma. Como resultado da atividade dessas proteases, célula-célula e
as interacOes célula-MEC, sdo alteradas, novas moléculas biologicamente ativas sdo geradas.
Na angiogénese, as substancias da MEC podem atuar como reguladores positivos ou
negativos na proliferacdo de células endoteliais e morfogénese vascular (DECLERCK et al.,
2004).

O processo de formacdo de metastases depende de inimeras interacdes entre as células
malignas e o estroma (DECLERCK, 2000). A metastizacdo € um processo complexo,
formado por multiplas etapas como o destacamento da célula alterada do sitio primario,
passando pela degradacdo da membrana basal e da MEC migragdo para 0s vasos sanguineos e
linfaticos, ruptura da membrana basal vascular, emigrando-se das juncdes endoteliais, evaséo
do sistema de vigilancia imunoldgica, adesdo ao endotélio vascular de 6rgédos e tecidos
distantes. A sobrevivéncia do tumor, muitas vezes, se da pela neoangiogénese e proliferacdo
no microambiente invadido (BETTENDOREF et al., 2004; LOBAO et al., 2011).



24

De acordo com Albert et al. (1997), hd uma MEC especializada, em forma de Iamina
sob a superficie basal dos tecidos epiteliais e endoteliais. Apresentam-se também em
membranas de revestimentos, além de envolver células musculares, nervosas e adiposas, é
denominada ldamina ou membrana basal (MB) e exerce diversas funces fisioldgicas, funciona
como barreira seletiva para 0 movimento celular e como filtro de moléculas, participa de
migracdo de células, nutri¢do, sustentagdo, desenvolvimento embrionario e nos processos de
regeneracdo, determina a polaridade das células e induz a diferenciagéo celular.

Ao microscépio eletrénico ela é trilaminar, tendo ao centro uma lamina de coladgeno
IV (entactina) envolvido por duas porcdes claras, a superior chamada de lamina llcida
(glicano) e a inferior, lamina fibroreticular é constituida de fibronectina, heparina,
proteoglicana fazendo conexdo com a MEC (VENTURI et al., 2004; ERDEM et al., 2007).

Em CAE bucal pouco diferenciado ocorre pronunciada perda da expressdo das
lamininas e seus receptores (integrinas), quando comparadas as lesdes pré-malignas e
processos inflamat6rios. Com o aumento das displasias, ha uma descontinuidade linear na
membrana basal pela degradacdo do colageno IV, perda focal e deposicdo no estroma
préximo as células invasoras neoplasicas (VENTURI et al., 2004). Os colagenos sao
classificados em mais de 25 tipos, quatro sdo mais comuns e cada um com caracteristicas
préprias, tanto em natureza quimica, como padrao de organizacao estrutural (fibrilas, feixes e
fibras) (PEREIRA et al., 2005).

Vicent et al. (2005) citaram que a MEC afeta significativamente as células tumorais
que se desprendem da massa tumoral, fazendo dispersdo ou migracdo pela corrente sanguinea
ou linfatica até outras regides e evadindo-se do aparato de vigilancia imunoldgica. Estas
celulas formam novos nichos de células tumorais e isto recebe o nome de metastase. Para
fazer esta nova colonizacao e a expansao do processo de invasdo (expansdo clonal), as células
neoplasicas precisam vencer barreiras como a membrana basal, os tecidos subjacentes, MEC
intersticial, fazer a invasdo dos vasos sanguineos e linfaticos (intravasation). Estes
microambientes sdo degradados por meio de proteases produzidas por diversos tipos
celulares, que promovem a fuga das células neoplasicas dos sitios primarios (ALBINI et al.,
2001), sdo divididas em cinco grupos: serinas, cisteinas, treoninas, proteinas asparticas e as

metaloproteinases, que é o objetivo desse estudo (DECLERCK, 2000).
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2.4 Metaloproteinases de matriz

As metaloproteinases de matriz (MMPs), do inglés matrix metalloproteinases,
constituem um grupo de enzimas proteoliticas (endopeptidases) que, coletivamente, sdo
capazes de degradar e remodelar todos os componentes da MEC e das MB, estdo diretamente
relacionadas a progressdo neoplasica (KERKELA; SAARIALHO-KERE, 2003; VICENT et
al., 2005; CARPENA et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008).

Forma um conjunto multigénico de mais de 30 enzimas relacionadas geneticamente
(REIS, 2013), zinco dependentes, que se mantém em equilibrio com seus inibidores
especificos, os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs), do inglés Tissue Inhibitors
of Metalloproteinases. Sdo proteinas que apresentam pouca expressao em tecidos normais,
mas sdo altamente marcadas em neoplasias (ROBINSON et al., 2003).

As MMPs agem fisiologicamente na arquitetura da MEC, regulam a matriz bioldgica
pela modulacdo de fatores de crescimento, atuam na angiogénese, proliferacdo celular,
remodelacdo tecidual, embriogénese, morfogénese do sistema nervoso central e dos 6rgéos,
agem em todos os estagios da cicatrizacdo, apoptose e funcionam muitas vezes como rota de
fuga para a disseminacdo de células tumorais (FOLGUERAS et al., 2004; MOTT; WERB,
2004; CAVALHEIRO, 2008).

As MMPs influenciam a inflamacdo, resposta fisiologica de protecdo cuja funcéo é
eliminar os patdgenos e reiniciar uma reparacdo. Muitos tumores podem surgir a partir de
areas inflamadas, vistas como feridas que néo cicatrizam (KERKELA; SAARIALHO-KERE,
2003).

As MMPs tém sido encontradas em quantidade elevada nestes casos, pois, em altos
niveis, podem desencadear uma degradacdo ndo controlada e nova deposicdo de componentes
da matriz extracelular, ndo cumprindo as etapas necessarias a uma cicatrizacdo bem
coordenada (ARAUJO et al., 2011). Patologicamente podem ser observadas em artrites,
doengas cardiovasculares, pulmonares, dermatoses bolhosas autoimunes, retinopatias
diabéticas, feridas crénicas, psoriases e no cancer (PREPARANDO et al., 2002; PEREIRA et
al., 2005; BREW; NAGASSE, 2010).

As principais células produtoras das MMPs sdo os leucdcitos polimorfonucleares,
queratinocitos, monaocitos, macrdfagos, fibroblastos e células mesenquimais (BAKER et al.,
2006; CARPENA et al., 2008 ARAUJO et al., 2011;). A maioria das MMPs sdo secretadas
nas células e ativadas extracelularmente por proteinases ou por ativacdo quimica in vitro

(BREW; NAGASSE, 2010). Os diferentes tipos celulares expressam diferentes complementos
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para as MMPs e ndo reagem necessariamente da mesma forma em resposta ao estimulo de
ativacdo das metaloproteinases (BIKERDAL-HANSEN et al., 1993).

A identificacdo das MMPs ocorreu em torno de 1962 por Gross e Lampierre, que
observaram uma enzima em cultura de fragmentos de pele de girinos capaz de degradar a
tripla hélice de colageno tipo | maduro. Com o passar do tempo, foram identificadas e
classificadas em seis grupos de acordo com a especificidade do dominio, organizacao
estrutural e substrato de degradacdo (NAVARRO et al., 2006).

Ha 24 genes distintos que codificam as MMPs (FOLGUERAS et al., 2004). Em
2004, Lin et al. verificaram um pleomorfismo no gen da MMP-2 e associaram esse gendtipo
ao risco de desenvolvimento do carcinoma espinocelular oral. Individuos que apresentam o
gendtipo tipo CC tem duplicado o risco de desenvolvimento desse carcinoma quando
comparados aos genotipos CT e TT.

Estas endopeptidases sdo secretadas na forma de pro-enzimas inativas, denominadas
zimobgenes, compostas por um pro-peptideo sinalizador, um dominio catalitico e um dominio
hemopexina. O pré-peptideo, com cerca de 80 aminoacidos é responsavel pela laténcia da
enzima e precisa ser quebrado para a ativacdo com zinco no sitio ativo de acdo catalitico
(dominio catalitico) bem conservado (DECLERCK, 2000). O dominio catalitico contém um
fon zinco, o que caracteriza estas enzimas (MMP-9, &cido aspartico e MMP-2, &cido
glutdmico) (BJORKLUNG; KOIVUNEN, 2005). O dominio C-terminal hemopexina
determina substratos e inibidores de cada MMP, que se envolvem com outras MMPs e TIMPs
(Inibidores Teciduais de Metaloproteinases) e requer ions Ca' para a sua atividade e
estabilidade (Figura 1) (WESTERMARCK; KAAHARI, 2002; FREITAS et al., 2011).

Zinco*

Pra-peptideco Dominio Catalitico Dominio Hemopexina

Figura 1 - Esquema da estrutura das MMPs.
Fonte: Cavalheiro, 2008.

As MMPs sdo ativadas no ambiente pericelular (citosol) dos tecidos por proteases
como plasminas, tripsinas, triptases, ativador do plasminogénio tecidual (tPA) e MMPs ativas
(VICENT et al., 2005; SUN, 2010). Este processo de ativagao intra ou extracelular das MMPs
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é pH neutro-dependente (VICENT et al., 2005; NAVARRO et al., 2006; PEREIRA et al.,
2006; CARPENA et al., 2008; SUN, 2010; DOl et al., 2011).

A clivagem das metaloproteinases faz-se através da quebra da ligacdo de cisteina Zn™",
com o envolvimento e a interacdo com outras MMPs e TIMPs. Algumas MMPs exibem
dominios adicionais ou pequenas insercdes de diferentes substratos (SOUZA; LINE, 2002;
WESTERMARCK; KAAHARI, 2002; RUNDHAUG, 2003).

O padrdo de expressao de MMP em tumores varia com uma funcdo da MMP e
também o tipo de cancer (DECLERCK, 2000). Estas gelatinases sdo capazes de romper
barreiras fisicas como a MB e a MEC intersticial e participam diretamente do
desenvolvimento tumoral pela regulacdo da angiogénese, o que proporciona nutrigéo,
crescimento, disseminacdo do tumor e resisténcia as drogas (DECLERCK, 2000;
CAVALHEIRO et al., 2008). Podem interagir com moléculas de adesdo celular de variadas
classes, pela degradacdo da e-caderina/catenina, o que facilita o0 movimento das células
neoplésicas, causando alteracdo do microambiente celular (ZUCKER et al., 2001; FRANCHI
etal., 2002).

Os niveis de MMPs nos tecidos saudaveis sdo baixos ou praticamente indetectaveis. A
expressdo das MMPs aumentam apds sinalizacdo das células tumorais, induzindo a
degradacdo dos tecidos vizinhos, inicialmente com hidrolise do colageno tipo IV, importante
constituinte da membrana basal (MB), a partir desta quebra ha invasdo do estroma local,
ultrapassando a membrana basal dos vasos sanguineos e linfaticos (ROBINSON et al., 2003;
ABREU et al., 2004; PEREIRA et al., 2006; CARPENA et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008),
isto sugere que a marcacdo intensa das MMPs leva a um progndstico negativo, especialmente
para pacientes portadores de carcinoma epidermoide de cabeca e pescogo (BORNEISTEIN;
SAGE, 2002; ROBINSON et al., 2003; POLETTE et al., 2004; NAVARRO et al., 2006;
PEREIRA et al., 2006).

As MMPs podem estar envolvidas em mecanismos de fuga do sistema imunoldgico
circulante, através da interagdo das celulas neoplasicas com as plaquetas e inibicdo de
algumas funcoes destas, entre elas, a proliferacdo de células imunocompetentes, como a célula
T helper e a atividade das natural killer (GASSEN et al., 2005). O envolvimento de células
neoplasicas por trombos plaquetarios pode escondé-las do sistema imune e facilitar o
extravasamento celular pela aderéncia deste trombo neoplésico ao endotélio (CAVALHEIRO
et al., 2008). Foram notificados raros exemplos de correlacdo negativa das MMPs com os
canceres (DERYUGINA; QUILEY, 2006).
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Em tumores, as MMPs podem ser produzidas tanto pelo estroma tumoral como pelas
proprias células neoplasicas. Experimentos mostram evidéncias da cooperagao ou sinergismo
entre células neoplasicas e células do estroma na producéo destas gelatinases (DECLERCK,
2000; FRANCHI et al., 2002; NABESHIMA, 2004; FREITAS et al., 2011).

O estudo destas endopeptidases em vérios tipos de neoplasias tem demonstrado sua
especificidade e utilidade como marcadores progndsticos, o que pode conduzir a pesquisas de
farmacos dirigidos para metaloproteinases especificas e desenvolvimento de inibidores
sintéticos, aumentando assim as possibilidades terapéuticas (CURRAN; MURRAY, 2000;
NAVARRO et al., 2006).

As MMPs sdo classificadas de acordo com os substratos, que sdo semelhantes, porém
ndo idénticos, sdo: A) colagenases (MMPs-1, -8, -13), que digerem a tripla hélice do
colageno; B) gelatinases (MMPs-2, -9), que atingem o colageno IV e a gelatina desnaturada,
membranas basais e laminina; C) estromelisinas (MMPs-3, -10, -11) que degradam as
proteoglicanas; D) matrilisinas (MMPs-7,-26), que degradam as proteoglicanas, fibronectinas
e lamininas (MEDEIROS et al., 2012); E) metaloproteinases ligadas a membrana MMP-
MMT (MMPs-14, -15, -16, -17, -23, -24, -25), degradam além da gelatina, fibronectina e
outros substratos de MEC (POLETTE et al., 2004); F) Outras MMPs (MMPs-12, -19, -20, -
21, -27, -28, -29), capazes de degradar todos as partes da MEC e proteinas do tecido
conjuntivo (SOUZA et al., 2002; BAKER et al., 2006; NAVARRO et al., 2006; SUN, 2010).

As gelatinases (MMP-2 ou gelatinase A, MMP-9 ou gelatinase B), que sdo o0s objetos
deste estudo, constituem um grupo que tem capacidade de degradar o colageno desnaturado
(gelatina), o colageno I, 1V, V, VII, o colageno X (gelatinase A), o coladgeno XI e XIV
(gelatinase B) e lamininas (ROBINSON et al., 2003; POLETTE et al., 2004; PEREIRA et al.,
2006; CARPENA et al., 2008).

A MMP-2 ¢ parte constitutiva particularmente em células estromais (POLETTE et al.,
2004); a MMP-9 em leucdcitos normais e em células transformadas. A diferenca mais notavel
é que a MMP-2 tem a capacidade de degradar o colageno I nativo (SILVEIRA et al., 2007), a
MMP-9 hidrolisa o colageno tipo IV e as lamininas, componentes da MB (BJORLUNG;
KOIVUNEN, 2005) Para ativacdo da MMP-2, é necessario o0 trio Pro-MMP-2 - TIMP-2 -
MMP de membrana (PEREIRA et al., 2006; RIBEIRO et al., 2008; CARPENA et al., 2008).

Em grandes concentragfes, a MMP-2 estimula a atividade migratoria dos fibroblastos
durante a fase de proliferacdo das feridas e angiogénese, formando novos vasos, 0 que
contribui e promove a cura acelerada (BORNEISTEIN; SAGE, 2002). A MMP-2 é a principal

metaloproteinase produzida por fibroblastos da pele, e estd envolvida em processos
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patologicos, como lesbes de pele cancerosas ou pré-cancerosas ap0s exposi¢do a radiacdo
ultravioleta (ARAUJO et al., 2011).

A expressdo das MMPs-2 tem sido relacionada a inimeros canceres (FUNDYLER et
al., 2004), entretanto, ainda ha desacordo sobre sua acdo em cancer de es6fago. Costa et al.
(2002) e Felin et al. (2009) demonstraram que a MMP-2 parece ndo contribuir na
carcinogénese deste cancer. Relataram que apesar da presenca das MMPs-2 e -9 estarem bem
estabelecidas depende de um contexto biologico, como por exemplo, a presenca de regides
promotoras bastante complexas. J& Yamamoto et al. (2004) relacionou a hiperexpressdo da
MMP-2 em carcinoma de esdfago com o avanco do grau e do estadiamento.

A MMP-9 se expressa em tecidos normais em nivel baixo ou esta ausente. E associada
a remodelacdo tecidual. Sua marcacdo, ativacdo e seletividade dependem do substrato. Sua
localizacdo a superficie da célula é essencial para a sua capacidade de promover a
invasividade tumoral, aumento da vascularizacdo e angiogénese (CURRAN; MURRAY,
2000). Esta gelatinase estd associada ao pior prognostico nas variedades dos canceres
humanos. Pode também estar envolvida no desenvolvimento de cistos e tumores
odontogénicos com participacdo ativa na interacdo entre as células epiteliais e o0s
componentes mesenquimais (KUBOTA et al., 2000; KUMAMOTO et al., 2003). Sua
ativacdo se da pela cascata plasmin e pela tripsina-2 (POLETTE et al., 2004).

As MMPs-9 sdo observadas em niveis mais altos em tumores metastaticos que nos nao
metastaticos. A producdo € feita por células neoplasicas e estroma, sendo maior no
parénquima. Acredita-se que as MMPs do estroma potencializam as do parénquima, apoiando
a hipdtese de que ha uma interacdo entre as células neoplésicas e a MEC (HENRIQUE et al.,
2012). Areas de inflamagdo podem influenciar o desenvolvimento de tumores pelo aumento
da MMP-9, levando a um pior progndstico (KERKELA; SAARIALHO-KERE, 2003).

As MMPs-9 tém relacdo direta com o VEGF (Fator de crescimento endotelial
vascular), um importante indutor da formacdo de vasos e sangue, mediando a liberacdo do
VEGF ligado a MEC. Desta forma, parece que a MMP-9 atua indiretamente no recrutamento
de células endoteliais produzidas por diferentes células vasculares do musculo liso, endotélio
e células inflamatdrias. Este aumento da vascularizagdo contribui para nutrigdo, manutencéo e
disseminacéo das células tumorais. Estas metéstases pela angiogénese se dao pelo aumento da
permeabilidade vascular e estdo associadas a progressdo e ao pior prognostico de carcinomas
(HENRIQUE et al., 2012).

A MMP-9 é excessivamente marcada em displasias angiogénicas e carcinomas

invasivos. A diminuicdo da marcacdo destas MMPs in vitro mostra reducdo da proliferacéo
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dos queratindcitos, da migracdo dos neutréfilos através da MB e a diminuicdo da incidéncia
de tumores invasivos (YOSHIZAKI et al., 2002; PARIZI et al., 2010). Em céncer de eséfago,
sua maior expressdo depende da densidade das células tumorais e sua localizacdo intratumoral
(centro ou periferia do tumor) (ROBINSON et al., 2003).

As MMPs-2 e -9 tém merecido destaque por apresentarem importante papel nas
doengas cardiovasculares, como a hipertensdo, pois os niveis de MMPs-2 podem prejudicar o
relaxamento vascular e causar hipertrofia arterial principalmente na camada média dos vasos,
com a deposicdo excessiva de coldgeno e elastina. Podem contribuir para disfuncdo e
remodelamento vascular hipertensivo (GUIMARAES et al., 2010).

Robinson et al. (2003) avaliaram a marcagdo das MMPs-2 e MMPs-9 em CAEs orais
com e sem metastases e observaram expressdo mais intensamente marcada no grupo
metastatico, significativamente para as MMP-9. Franchi et al. (2002) avaliaram
imunoistoquimicamente as MMPs-2 e -9 e ndo observaram correlagao entre as expressoes das
MMPs estudadas e pardmetros clinicos, entretanto, tumores com a expressdo da MMP-9
aumentada tiveram maior frequéncia de metastases linfaticas em comparacdo com os tumores
com expressdo baixa ou ausente em carcinomas de cabeca e pescoco.

Na superexpressdo das MMPs, os estudos apontam a MMP-9 exercendo um papel
mais marcante que a MMP-2 na invasdo tumoral (FRANCHI et al., 2002; PINHEIRO, 2002;
ERDEM et al., 2007). Para isso, a localizacdo das MMPs-9 na superficie celular € essencial
(CURRAN; MURRAY, 2000). Albini et al. (2001) sugeriram o relacionamento estreito da
presenca da MMP-2 com a caracteristica das células cancerosas.

Deryugina e Quiley (2006) compararam o valor prognostico das MMPs-2 e -9 em
melanoma cuténeo, ndo relatando evidéncia prognéstica para a MMP-9 em melanomas
primarios, contradizendo o estudo realizado por Fundyler et al. (2003), sobre a expressao das
MMPs-2 em carcinomas cutaneos, que propde o uso desta como marcador de tumores para
metastases e ser objeto de estudos pra drogas dirigidas. Souza e Line (2002) relataram que
durante as metastases, as células tumorais produzem MMPs para degradar os tecidos vizinhos,
invadindo os tecidos circunvizinhos, ultrapassando a superficie basal dos vasos sanguineos.

A expressdo das MMPs-2 e -9 foram verificadas in vivo e in vitro. A MMP-9 é um
importante modulador da matriz extracelular em carcinomas epidermoides orais. A técnica de
imunoistoquimica que marca todas as metaloproteinases, latentes e ativas, a de zimografia
marca somente as formas ativas (MEDEIROS et al., 2012). A expressédo das MMPs-2 e -9 em
carcinomas epidermoides em células estromais humanas foi observada e segundo Aradjo et al.

(2011), sugerem que as células estromais e tumorais desempenham um importante papel na
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invasdo e metastases nestas neoplasias, com associacdo significativa do aumento da MMP-9 e
0 grau de diferenciacdo tumoral.

Para Franchi et al. (2002), a interpretacdo de resultados imunoistoquimicos da
expressao das MMPs em pacientes com tumores € uma questdo bastante complicada, devido a
localizacdo das MMPs nos tecidos especificos em torno do tumor, onde a populagéo celular é
heterogénea. Para os autores, ndo fica claro se hd uma superexpressdo de uma enzima ou
inibidor especifico ou se a superexpressao é resposta do hospedeiro ao proprio tumor.

A MMP-9 ¢ crucial para o desenvolvimento da angiogénese. A expressdo de MMPs
pode variar entre microambientes de Orgdos acolhedores das metéstases e favorecé-las,
dependendo da combinagdo das MMPs com o estroma, pois diferentes MMPs podem
favorecer diferentes metastases em diferentes 6rgdos. Por exemplo, MMP-9 positiva em
melanomas, dependendo da via de incursdo, pode gerar metastase no pulmao, isto reflete a
complexidade do processo metastatico guiado pelas MMPs, que muitas vezes se expressa ou
ndo no mesmo cancer. A MMP-9 é encontrada em carcinomas invasivos de mama, porém nédo
é encontrado in situ, revelando diferentes padrdes para diferentes tumores (DERYUGINA;
QUILEY, 2006).

As atividades das MMPs sdo reguladas no nivel da transcricdo e varios fatores podem
estar envolvidos nesta regulacdo, como: hormonios, citocinas e fatores de crescimento
epidermal (EFG) (BAKER et al., 2002). Estes fatores sdo derivados de hepatocitos,
fragmentos ativos da clivagem da MEC (DECLERCK et al., 2004; ARAUJO et al., 2011), séo
efeitos resultantes, geralmente de sua atividade proteolitica (FREITAS et al., 2011).

Segundo autores as atividades das MMPs no substrato da matriz extracelular sdo
reguladas por quatro vias: (POLETTE et al., 2004; MURPHY; NAGASSE, 2008).

1. Por regulacéo da transcricdo nos genes das MMPs;

2. Por atividades de precursores;

3. Por diferentes especificidades de substrato;

4. Por inibidores de MMPs, os TIMPs.

Na Odontologia, as MMPs atuam nos processos fisioldgicos como o inicio da
mineralizacdo dentéria, remodelacdo do colageno nos tecidos periodontais, processo de
erupcdo dos dentes, e nos processos patoldgicos que acometem a cavidade bucal, atuam na
destruicdo dos tecidos periodontais, lesdes cariosas de raiz, metastases de tumores e desordens
de articulacdo témporomandibulares (NAVARRO et al., 2006).
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As MMPs estdo presentes na saliva, biofilme, esmalte, dentina, cemento e na placa
dental. A principal metaloproteinase presente € a MMP-9, porém, na saliva secretada pela
glandula parotida, ndo houve indicacao da presenca de gelatinases (HANNAS et al., 2007).

A MMP-2 tem sido detectada na camada odontoblastica da papila dental e no epitélio
do esmalte do germe dentdrio humano, principalmente na fase tardia de campéanula do
desenvolvimento do germe dentario. Como observado por Cotrim et al. (2001), a expressao e
atividade de MMP-2 aumentaram progressivamente do nascimento até o 15° dia de vida. J4,
Figueiredo (2003) ressaltou que os niveis de MMP-9 no fluido gengival de sitios com perda
de insercdo em pacientes com periodontites foram significativamente maiores que outras
MMPs. Eles demonstraram que a MMP-2, mas ndo a MMP-9, pode participar na remodelacéo
e degradacdo da membrana basal e papila dental durante os estagios iniciais da morfogénese
do dente humano.

O controle bioldgico das metaloproteinases ativas € feito pelos inibidores teciduais.
Sdo inibidores sanguineos e teciduais que monitoram a acdo destas endopeptidases através do
controle da degradacdo dos tecidos, da invasao tumoral e das metastases. Ligam-se no sitio do
zinco altamente conservado, agindo no nivel de ativacdo e habilidades das MMPs de
hidrolisar um substrato (BAKER et al., 2006).

Pinheiro (2002) observou que aplicacdes tdpicas de 6xido de zinco estimulam a
cicatrizacdo de feridas agudas e/ou cronicas. Além do Zn™", outros sais metalicos ou
bivalentes s&o capazes de inibir as MMPs, como o Cu™*, Hg"" e Sn*" em baixas concentracdes
(SOUZA et al.,, 2002; NAVARRO et al., 2006). Os sais de ouro tém sido usados no
tratamento de artrite, pois o0 ouro se liga ao lado do metal pesado das MMPs, inibe o potencial
do colagenolitico da enzima, impedindo assim a evolucdo do processo inflamatério e
degradacdo dos componentes articulares caracteristicos da artrite (NAVARRO et al., 2006).

Santos et al. (2004) avaliaram que o Zn'", liberado pelo 6xido de zinco e eugenol
(ZOE), agem nas atividades gelatinoliticas pulpares, onde amostras de polpas foram
cultivadas e analisadas por zimografia. A clorexidina revela a atividade inibidora das MMPs-
2, -8 e -9 devido a sua composicdo e nivel de acdo: o cadmio e zinco inibem as
metaloproteinases de matriz de esmalte in vivo, sendo que as MMPs-2 se mostram mais
sensiveis a clorexidina em baixas concentragdo, que as MMPs-9 (GENDRON et al., 1999).
Foi demonstrado que a tetraciclina inibe a colagenase do fluido gengival e dos tecidos,
independente da dose (SOUZA et al., 2000).

Dentifricios contendo citrato de Zn** podem reduzir o desenvolvimento de inflamagéo

gengiva em 25%. Sais de Zn"* também sdo usados como componentes ativos em dentifricios
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e enxaguatorios bucais, que podem reduzir o acumulo de placa e a formacdo de calculos
(NAVARRO et al., 2006).

Quanto ao améalgama, o zinco e o cobre liberados sdo removidos pela saliva, induzem
a diminuicao das acfes das MMPs na boca e a alta concentracdo destes metais na saliva pode
interferir na cicatrizagdo e remodelacdo tecidual. A atividade das MMPs em tecidos orais
pode ser modulada por ions metalicos presentes no meio bucal, por conseguinte, a
acumulacdo de metais em tecido conjuntivo pode interferir na formacdo e reabsorcdo dos
componentes da matriz extracelular (SOUZA et al., 2000).

O mecanismo de acdo do Zn**, quando liberado por ZOE na inibicdo das MMPs
(DECLERCK, 2000; SOUZA et al., 2000) ainda ndo est4 bem esclarecido, mas acredita-se
gue os ions metalicos interagem com 0s aminoacidos causando alteracdes estruturais que
inativam a funcéo catalitica dessas enzimas (VICENT et al., 2005). O zinco pode melhorar a
salde gengival por inibicdo direta das MMPs, presentes nos tecidos gengivais inflamados
(SOUZA,; LINE, 2002). Por isso ha grande interesse em se observar a expressao das MMPs e
uma maior atencdo tém sido dadas aos quelantes de Zn*" para se desenvolver os inibidores
sintéticos que serdo usados nas terapias médicas e odontoldgicas, quando houver excesso de
atividades nas MMPs nos tecidos (NAVARRO et al., 2006).

2.5 Inibidores de metaloproteinases

Os TIMPS sdo pequenas proteinas multifuncionais de 21-28 Kda (Kilodaltons),
secretadas na superficie das células e fazem associacdes com proteinas da MEC e de outras
células e regulam funcGes das atividades das formas ativas das MMPs (BAKER et al., 2002;
ARAUJO et al., 2011). Agem no nivel da transcricdo, ativacdo, inibicdo de zimdgenes e
hidrolise de determinados substratos (SOUZA; LINE, 2002). Além delas, MMPs podem
controlar as atividades de diferentes tipos de metaloproteinases (ARAUJO et al., 2011), como
as alfa-2-macroglobulinas, presentes no plasma, também pode inibir as atividades das MMPs
(FOLGUERAS et al., 2004; BJORKLUNG; KOIVUNEN, 2005).

Estas imunoglobulinas se ligam a sitio do zinco altamente conservado, atuando na
ativacdo e habilidade das MMPs, na capacidade de hidrolisar o substrato, se ligam nas MMPs
para retira-las do ambiente extracelular (BIKERDAL-HANSEN et al., 1993; SOUZA et al.,
2000 BAKER et al., 2002). Podem sofrer alteragdes dinamicas moleculares induzidas por suas
interacdes com determinadas MMPs (CURRAN; MURRAY, 2000). Estes inibidores
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endogenos modulam a proliferacdo celular, aumentando ou diminuindo as a¢fes das MMPs
(BREW; NAGASSE, 2010).

Os TIMPs sdo multifuncionais, apresentam-se em quatro tipos (1, 2, 3, 4) presentes em
todos os mamiferos. Os TIMPs humanos sdo 40% semelhantes em sequéncia entre si
(BAKER et al., 2002; BREW; NAGASSE, 2010). O equilibrio entre a produ¢do das MMPs e
0s TIMPs representa um fator essencial para manter a homeostase da matriz extracelular
(ALBINI et al., 2001). No desequilibrio, os TIMPs sdo inativados e o processo de degradacédo
de proteinas da MEC se torna exacerbado (CONSOLO et al., 2009).

TIMPs sdo os maiores inibidores das MMPs, porém este ndo € o seu Unico efeito
bioldgico, pois algumas destas proteinas também induzem alteracdes na morfologia celular,
estimulam o crescimento de varios tipos de células, estdo envolvidos no desenvolvimento de
células germinativas e tém efeito sobre a angiogénese, sendo capazes de suprimir eficazmente
a neovascularizacdo de tumores e o desenvolvimento de metastases em modelos
experimentais (DERYUGINA; QUINGLEY, 2006), com a capacidade de reduzi-los. S&o
secretados pelas células tumorais e por tecidos hospedeiros, podendo se ligar as formas ativas
e latentes de muitas MMPs, funcionando como proteinas anti-metastaticas (ALBINI et al.,
2001).

Estes inibidores exibem de 30 a 40% de homologia na cadeia de aminoécidos e
possuem 12 residuos de cisteina conservados (CURRAN; MURRAY, 2000). Os TIMPS -1, -
2, -4 estdo presentes na forma solivel e o TIMPs-3 esta fortemente vinculado a MEC. Os
inibidores estdo relacionados a promoc¢do de crescimento celular, plasticidade sinaptica e
atividades antiangiogénicas e antiapoptoticas (BREW; NAGASSE, 2010).

A maioria das MMPs é inibida pelos TIMPs in vitro. O Tipo 1 (TIMP-1) e -2 (TIMP-
2) representam membros bem caracterizados desta familia de inibidores e apresentam
atividades inibitdrias contra todas as formas ativas e latentes de MMPs, embora os TIMPs-1
formem preferencialmente complexo com a MMP-9, o TIMP-2 atua sobre as MMPs-2
(BJORKLUNG; KOIVUNEN, 2005). A superexpressio destes inibidores reduz o crescimento
das células tumorais (MURPHY et al., 1993).

A expressdo dos TIMPs é observada durante a remodelagdo tecidual fisioldgica,
contribuindo para o equilibrio metabolico e estrutural da MEC (ALBINI et al., 2001). Sua
acdo inibitoria é seletiva e reversiva e acontece de maneira balanceada, um TIMP para uma
metaloproteinases (1:1) formando complexos TIMPs-MMPs, que tornam as proteases
incapazes de se ligar ao substrato (SUN, 2010). A regulacdo coordenada entre TIMPs e

MMPs ¢ eficaz, mas com diferentes padrdes de regulagéo, direciona a clivagem e a liberacéo
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de fatores de crescimento importantes e, também, de receptores de superficie celular (BAKER
et al., 2002) e podem sofrer alteragdes em suas dindmicas moleculares induzidos por suas
interacdes com proteases (BREW; NAGASSE, 2010). Os TIMPs agem através de fragmentos
biologicamente ativos, liberados na degradacdo da MEC e pela interacao direta de MMPs com
macromoléculas da matriz, incluindo o colageno intersticial, a fibronectina, a laminina e o
proteoglicano (VICENT et al., 2005; CAVALHEIRO et al., 2008).

Seu uso é restrito na terapia bioldgica, provavelmente devido a limitacdo imposta pela
dose, que leva a sintomas nos musculos esqueléticos (mialgias). Estes possuem outras
atividades fisiol6gicas além de suas capacidades inibitorias, por isso o cuidado para a
ministracdo dos TIMPs sintéticos como agentes terapéuticos (BAKER et al., 2006).

O TIMP-2 é constitucional dos tecidos (CARPENA et al., 2008). Niveis elevados de
TIMPs -1 e -2 em tecidos cancerosos estdo associados ao pior prognostico clinico em muitos
tipos de cénceres, pelo fato de uma grande quantidade de MMPs, reporta a um grande ndmero
de células neoplasicas no mesmo microambiente, dando suporte a teoria do sinergismo
(DERYUGINA; QUIGLEY, 2006; BREW; NAGASSE, 2010). O TIMP-2 é considerado
inibidor de invasdo e de metéstases de células tumorais in vitro e in vivo e também da
angiogénese e, as vezes, atua como ativador das MMPs pelo complexo ternario (BREW;
NAGASSE, 2010), complexo tri-molecular formado pela MMP-14, TIMP-2 e Pr6-MMP-2 na
superficie da célula. A maior concentracdo de TIMP-2 é para inibir a ativagdo da pr6-MMP-2
(CURRAN; MURRAY, 2000), os TIMPs -1 e -2 possuem receptores de superficies que
guando ativados fazem as vias de sinalizacdo, que determinam o comportamento das células,
frente a estas substancias (BAKER et al., 2002).

Varios TIMPs sintéticos tém sido desenvolvidos na tentativa de controlar a sintese, a
secrecdo e a ativacdo enzimatica das MMPs. Foram testados em seres humanos, com baixa
toxicidade, porém, com baixa eficacia. Foram usados derivados de tetraciclina, tentativas de
inibicdo do RNA de interferéncia tentando diminuir a traducdo do RNA na saida da célula,
fazendo uma regulacgéo negativa da sintese das MMPs (GIALELI et al., 2011).

Existem diversos tipos de inibidores sintéticos das MMPs, mas ha controvérsias
guanto aos resultados obtidos, pois as drogas apresentam pobre desempenho em ensaios
clinicos, mostrando periodo de acdo diferente daquele do cancer inicial. As MMPs tém
diferentes funcdes nas etapas do cancer, o desafio € distinguir o papel especifico de enzimas
individuais em cada caso (MURPHY; NAGASSE, 2008).

Uma série de inibidores de MMP sintético foi concebida. O Batimastat® (British

Biotch Inc. Oxford, Reino Unido), potente inibidor de largo espectro de MMPs, € um hidroxil
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sintético, cuja estrutura imita a do colageno, apresenta funcbes quelantes do ion zinco.
Entretanto, os resultados foram abaixo do esperado. Este foi um dos primeiros medicamentos
anti-MMP a ser clinicamente testado (ALVES et al., 2011).

Marimastat® € a segunda geracdo de inibidor sintético de MMPs, avaliado como
agente anticancer, o primeiro de administracdo via oral. O Prinomastat® (AG3340) foi
também utilizado em testes clinicos sem resultado eficiente (ZUCKER et al., 2000). A
Tetraciclina Modificada (Doxiciclina®) bem estabilizada é um agente antimicrobiano que
possui propriedades inibitérias potentes, porém, ndo seletivas para as MMPs, quimicamente
modificadas, testada com resultados notaveis no tratamento de doencas em que as MMPs
desempenham papel patoldgico (GUIMARAES, 2010).

Quanto a parametros de eficacia junto a terapéutica, como o uso de farmacos para
regular a expressao das enzimas, esta o desenvolvimento de drogas antitumorais, como 0S
peptideos miméticos, e 0s ndo peptideos, os derivados de tetraciclinas e os bifosfanatos, que
interferem na ativacdo das MMPs (MORGUNOVA et al., 1999).

O objetivo das pesquisas como inibidores sintéticos é fazer com que estes se liguem ao
local ativo da enzima e sejam especificos para certas MMPs com pouca ou nenhuma reacdo
cruzada com outras MMPs. Os estudos buscam o desenvolvimento de um anticorpo potente e
altamente seletivo para 0 uso nas terapias protedmicas, observando a fenotipagem do cancer.
Estes farmacos devem visar os sitios fora dos dominios ativos das MMPs, relacionando-o0s aos

substratos (exositios), gerando uma nova classe de drogas seletivas (GIALELI et al., 2011).

2.6 Imunoistoquimica

A técnica de imunoistoquimica (IHQ) é um método auxiliar de diagndéstico, sensivel,
de extrema importancia e utilidade. E amplamente utilizada na diferenciacdo entre
proliferacdes malignas e benignas, no diagnéstico histogenético de células anormais, na
elucidacdo de duvida de diagnosticos em neoplasias morfologicamente indiferenciadas,
possibilitando a deteccdo de elementos tumorais, auxiliando o patologista na avaliagdo
funcional e determinacdo do progndstico de alguns tipos de tumores e na determinacdo de
origem primaria de neoplasias metastaticas de sitio primario desconhecido (SALLES et al.,
2009). E usada na subtipagem de neoplasias para a selecdo terapéutica, especialmente os
menos diferenciados e metastaticos, e também na caracterizacdo de produtos de secrecdo de
células neoplasicas como hormonios, origem de carcinomas e identificacdo de
micrometastases (BARRA, 2006).
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O método permite que se faca uma leitura refinada da parte morfoldgica do espécime,
pela marcacdo dos anticorpos. O uso de tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina
facilita sobremaneira a obtencdo da amostra, analise e diagnostico das lesdes. A
imunomarcacao tem sido utilizada em varios trabalhos, por reacdo de precipitacdo, em areas
onde deve haver atividade proteolitica de progressdo tumoral, pelo uso de anticorpos
monoclonais ou policlonais, altamente especificos, idénticos e em abundancia (YAMAMOTO
etal., 2004).

Para os cortes histoldgicos € necessario pelo menos 6 a 8 horas de fixacdo do tecido,
previamente clivado, em formol tamponado, antes da realizagdo da técnica de
imunoistoquimica. O excesso ou falta de fixacdo adequada dos cortes encobrem os sitios
antigénicos, a demora na clivagem do material pode produzir autélise que também pode ser
responsavel pela negativacdo das reacbes para receptores (GOLDSTEIN et al., 2003;
SALLES et al., 2009).

Os anticorpos monoclonais sdo os mais especificos em cortes histolégicos, esfregacos,
suspensdes celulares, apresentam vantagens de baixo/moderado custo, alta sensibilidade e
especificidade (YAMAMOTO et al., 2004).

Permite a analise de um ou de multiplos antigenos simultaneamente, sdo aplicaveis em
células vivas, deteccdo do trafego celular, o uso de um antigeno em vérias laminas, com
padronizacéo e realizacdo simples, necessitam de pequena quantidade de tecido, visualizacéo
através de microscopio comum e ampliacdo da reacdo com a biotina, porém, exige a
desvantagem de mao de obra especializada, demora no processamento e preparacdes ndo
permanentes (ALVES; ROMAN, 2005).

Os anticorpos policlonais sdo obtidos pela injecdo de um antigeno peptidico especifico
em animais, produzindo uma resposta por estimulacdo secundaria com o isolamento dos
anticorpos a partir do soro. Uma mistura de anticorpos reconhece diversos epitopos, que sdo
determinantes antigénicos e localizam o sitio exato da ligacdo do anticorpo na molécula do
antigeno (receptores) (PINHO, 2005).

A técnica direta de IHQ faz uso de um anticorpo primario marcado com fluorescéncia
ou cromogeno que reage com determinado antigeno e emite fluorescéncia ou coloracéo
especifica sem amplificacdo da reacdo, o que dificulta a interpretacdo. A técnica indireta é
mais usada, com associacdo ao complexo avidina-biotina-enzima (ALVES; DeMELLDO,
1999). O complexo é formado pela ligacdo de uma molécula (streps) avidina com varias de
biotina, associadas a uma enzima (peroxidase ou fosfatase alcalina), que tem como funcéo a

conversdo de um cromogeno incolor em um produto final que pode conferir varias cores aos
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antigenos teciduais marcados. As cores mais comuns sao castanhas (marrom) (peroxidase +
diaminobenzidina - DAB) e vermelhas (fosfatase alcalina + fast red). A técnica indireta é
qualitativa em elementos presentes marcados ou em intensidade da reacdo (COSTA et al.,
2002; SALLES et al., 2009).

A enzima peroxidase associada a um substrato cromdgeno possibilita a identificacdo
do local da reacdo antigeno-anticorpo, de especial utilidade nos casos dos mais dificeis
diagnosticos, leva a indicagdo do prognostico e do comportamento funcional. Pode
acrescentar conhecimento quanto a histogénese, origem, desempenho maligno e benigno,
deteccdo de &reas de micro invasao, identificacdo de micro metéstases e produtos liberados na
circulacdo (ALVES; DeMELLO, 1999; BARRA, 2006).

A técnica apresenta 3 etapas: a desidratacdo, quando ha a retirada da agua dos tecidos
e substituicdo por alcool; a diafanizacdo, substituicdo do alcool pelo xilol nos tecidos; a
inclusdo quando o xilol é substituido por parafina a 60 °C. Os blocos sdo submetidos a cortes
de 2 a 5 micra e estendidos em laminas previamente tratadas com organosilano (3-
aminopropriltrietoxisilano). As laminas silanizadas sdo deixadas para secar por 24 horas em
temperatura ambiente para melhor adesdo dos tecidos e sdo levadas a estufa a 60 °C (BARRA,
2006).

No método avidina-biotina-peroxidase, a primeira reacdo é constituida pela incubacéo
do anticorpo primario. Na segunda, o anticorpo é ligado a biotina e na terceira reacao, a
peroxidase se liga ao complexo avidina-biotina. Os procedimentos imunoistoquimicos devem
obedecer a um protocolo, no qual os cortes passam por banhos de xilol de 5 minutos cada,
reidratacdo em alcoois em graduacdo decrescente, trés banhos em alcool absoluto, de 10
minutos cada, desparafinizacdo e banhos em tampé&o fosfato salino (PBS), ap6s o que ocorre
0 blogueio e a recuperagdo antigénica utilizando 1% de albumina diluida em soro bovino, que
serve para desmascarar alguns epitopos (menor por¢do do antigeno, capaz de produzir uma
resposta imune) atingidos pela acdo da formalina (BARRA, 2006).

O bloqueio da peroxidase enddgena se faz com a solucdo de agua oxigenada (10
volumes) a 3% em agua destilada ou azida sddica, segue-se lavagem em &gua corrente e PBS.
A recuperacgdo antigénica (recuperacdo dos epitopos pelo calor) se faz de trés maneiras:

- Digestao enzimatica: Laminas séo incubadas em solucdo de tripsina 30mg% e cloreto
de célcio 34% em PBS, pH 7,9 durante 20 minutos a 37°C, seguindo-se lavagem em agua

corrente.
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- Irradiagdo por micro-ondas: As laminas sdo incubadas em solugéo de citrato 10 mM/
pH 6,0 em forno micro-ondas (potencia méxima) por 9 minutos (2 vezes), esfriadas por 20
minutos em temperatura ambiente, seguindo-se de lavagem em agua corrente.

- Incubacdo em calor Umido: as laminas sdo incubadas em tampédo de citrato 10
mM/pH 6,0 em panela de vapor por 30 minutos, seguindo-se em lavagem em agua corrente
(PINHO, 2005).

Ap0s as etapas de recuperacdo antigénica, as laminas sdo mergulhadas novamente em
solucdo salina de PBS, depois incubadas com anticorpos especificos (policlonais ou
monoclonais), diluido em tampédo PBS, durante 16 h a 45 °C em camara Umida. Segue-se 0
método de coloragdo que utiliza a alta afinidade da avidina ou estreptoavidina pela biotina. A
avidina é uma proteina basica que possui quatro sitios de ligacdo com alta afinidade pela
biotina. Para o sistema de revelacao, existem varios reveladores no mercado brasileiro, porém,
o0 de eleicdo é o 3’, 3’- tetraidrocloreto de diaminobenzidina — DAB, substancia cromdgena
utilizada em radiografias. O DAB reage com a peroxidase contida no complexo avidina-
biotina, precipitando-se como um pigmento acastanhado (ALVES; DeMELLO, 1999;
ALVES; ROMAN, 2005; PINHO, 2005).

Em seguida, as laminas sdo lavadas em &gua corrente por 5 minutos para serem
submetidas a contra coloracdo com Hematoxilina. Os problemas na técnica sdo a inativacao
inadequada de enzimas enddgenas, a injuria fisica dos tecidos por fixacdo inadequada, por

autolise e reacdo cruzada inespecifica (BARRA, 2006).



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

- Avaliar a expressdo das MMPs-2 e -9 pelo método imunoistoquimico em espécimes de
carcinoma epidermoide de boca.

3.2 Objetivos especificos

- Verificar a expressdo das MMPs-2 e -9 em células neoplésicas centrais e no front de
invasdo através do grau de marcagéao;

- Observar se as MMP-2 e -9 expressam-se no nucleo, citoplasma ou ambos, do front de
invasdo e de células neoplasicas centrais e se ha diferengca na expressdo das
metaloproteinases.

- Correlacionar a expressdao das MMPs-2 e -9 com as caracteristicas clinicas da amostra e
da leséo;

- Correlacionar a marcacdo imunoistoquimica das gelatinases-2 e -9 com os escores de
malignidade, estabelecidos por Bryne (1998), e a classificacdo do grau de diferenciacéo
celular (OMS).

- Correlacionar a expressdo imunoistoquimica das MMPs-2 e -9 com os valores de

prognostico da amostra.
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 Caracterizagdo do estudo

O presente trabalho avaliou quantitativamente a expressdo das MMPs-2 e -9 pelo
método imunoistoquimico em espécimes de carcinoma epidermoide de boca com diferentes

graus de malignidade histologica.

4.2 Amostra

Foram selecionados 32 blocos de carcinoma epidermoide de boca/Prontudrios, triados
no servico do Laboratério de Anatomopatologia Bucal da Faculdade de Odontologia Prof
Albino Coimbra Filho (FAODO) da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS).
(anexo 1).

Os critérios para inclusdao foram casos de carcinoma epidermoide de boca, sem
quimioterapias ou radioterapias prévias, com células preservadas, ndo alteradas pelas terapias.
Material emblocado em parafina em bom estado de conservacédo, quantidade suficiente para a
obtencdo de novos cortes histoldgicos e realizacdo de experimento imunoistoquimico para
cada caso e de pacientes atendidos no periodo de 2004-2013.

Os critérios de exclusdo foram carcinomas epidermoides emblocados em parafina com
material insuficiente para a realizacdo do experimento e/ou com grandes areas de necrose,
problemas de fixacdo e processamentos dos tecidos, ma conservacdo dos blocos, dados
incompletos e falhas nos registros dos prontuarios, dividas diagnosticas, outros diagndsticos,
casos fora do periodo estipulado e casos em que os pacientes tenham sido submetidos a
quimioterapia e ou radioterapia coadjuvante.

O quadro apresenta a numeragao dos blocos utilizados no presente estudo, se(

barra e 0 ano (Anexo 2).

4.3 Analises morfoldgica de malignidade

Foram obtidos cortes histoldgicos de 5 micrometros, estendidos em laminas de vidro,

submetidos a coloracdo de hematoxilina e eosina (HE) e observados em microscopia optica.
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De acordo com Neville et al. (2009), o aspecto histopatolégico do tumor relaciona-se

com seu aspecto bioldgico. O sistema eleito para este estudo foi proposto por Bryne (1998),

com analise de 4 aspectos: grau de ceratinizacdo, pleomorfismo nuclear, padrdo de invasao e

infiltrado inflamatorio, com valores estabelecidos de 1 a 4 (quadro 1).

Foi realizada andlise descritiva dos aspectos histomorfopatologicos dos espécimes

com avaliagdo das células neoplésicas centrais e do front de invasdo. Com a pontuag&o final

dos escores, foi feita a somatoria dos valores e uma classificacdo com finalidade de se obter

uma projecao prognostica (quadro 2).

Quadro 1 - Sistema de gradacdo de malignidade “modo de invasdo” recomendado por Bryne

(1998).
Parametros Escores de malignidade
morfolégicos 1 2 3 4
Altamente Moderadamente Minima Menhuma
Grau de ceratinizado ceratinizado ceratinizacao ceralinizagcao
ceratinizacio {+ de 50% das (20 a 50% das (5 a 20% das (0 a 5% das células)
células) células) células)
Pouco Moderado Intenso Extremo
_ (+ de 75% de | (50 a 75% de células (25 a 50% de {0 a 25% de células
Pleomorfismo nuclear
células maduras) células maduras) maduras)
maduras)
Bordas Corddes, Bandas Pequenos grupos | Dissociagdo celular
infiltrativas efou trabéculas ou corddes de pronunciada, em
Padrao de invasao bem solidas infilirativas células pequenos grupos
delimitadas infiltrativas{n =185) e/ou individuais
{n<15)
Infiltrado inflamatério Intenso Moderado Escasso Ausente

Fonte: Sistema de gradacéo de malignidade, Bryne (1998).

Quadro 2 - Classificagdo dos escores quanto a valores de prognosticos Bryne (1998).

Valores

Valor Prognostico

Somatoriaentre 4 e 8

Bom Prognostico

Somatoria entre 9 e 12

Progndstico Moderado

Somatoria entre 13 e 16

Mau Prognostico

Fonte: Classificacdo de escores associados a valores de prognésticos, Bryne (1998).
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Foi observada a classificacdo quanto a diferenciacdo em relacao as células de origem
e classificados em trés graus (bem diferenciado, moderadamente diferenciado e pouco
diferenciado) para posteriormente correlaciona-las com o grau de marcagdo

imunoistoquimica, obedecendo a Classificacao preconizada pela OMS, 1988 (quadro 3).

Quadro 3 - Classificagdo do grau de diferenciacdo preconizado pela OMS (1998).

GRAU de DIFERENCIAGAO- OMS

PARAMETROS CARACTERISTICAS
Pouco diferenciados Predominio de células imaturas
(Indiferenciados) Numerosas mitoses tipicas e atipicas

Minima ceratinizacdo

Moderadamente diferenciados Certo grau de pleomorfismo nuclear e atividade
mitdtica

Pouca ceratinizagao
Bem diferenciado Arquitetura tecidual semelhante ao padrao

normal do epitélio escamoso
Fonte: Lourenco et al. (2007). Classifica¢fes Histopatoldgicas para Cancer Oral.

A revisdo histopatoldgica foi realizada por dois patologistas, de forma independente.

Eventuais resultados conflitantes foram discutidos pelos mesmos para definicao da anélise.

4.4 Método imunoistoquimico

O método imunoistoquimico utilizado é um protocolo do manual de imunoistoquimica
(ALVES; DeMELLO, 1999; PINHO, 2005; BARRA, 2006).

1- Novos cortes histologicos (3 micrometros) em micrétomo rotativo manual para
parafina (EK-micro-2).

2- Cortes foram estendidos em laminas de vidro, previamente preparadas com
organosilano (3-aminopropiltrietoxi-silano); Sigma Chemical Co®, St. Louis, MO, USA.

3- Estas laminas foram desparafinizadas em xilol A, 30 minutos, xilol B, 20 minutos,

hidratacdo de etanol em concentracfes decrescentes por 5 minutos a temperatura ambiente.
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4- Blogueio da peroxidase enddgena por solucdo de perdxido de hidrogénio a 3% em
PBS (solucdo tampéo salina fosfato), por 10 minutos.

5- Recuperagdo antigénica, em panela de pressdo (pressao méaxima, 15psi) Dako
Target Retrievel Solution® (solucéo tampéo citrato pH 6,0).

6- Os cortes foram submetidos a técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase,
incubadas com os anticorpos priméarios monoclonais (Rabbit Anti-Human MMP-2 (72 kDa)
Collagenase 1V, diluicdo 1/100, Rabbit anti-human MMP-9 (92 kDa) Collagenase 1V,
diluicdo 1/100, (Spring Bioscience®; CA:USA), 60 minutos a temperatura ambiente (TA).

7- Solugéo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCL, pH 7,4 por 5 minutos.

8- Amplificagdo da reagdo foi obtida com o sistema estreptavidina-biotina-peroxidase
(Reveal Polyvalente HRP; Spring Bioscience®; CA: USA), solucdo Reveal Complement por
13 minutos e Reveal HRP Conjugate por 18 minutos a temperatura ambiente (SABP),
segundo as orientagdes do fabricante.

9- Imerséo em TRIS-HCL, duas trocas de 5 minutos cada.

10-Revelacdo da reacdo processou-se utilizando 3°,3’-tetraidrocloreto de
diaminobenzidina (Sigma Chemical Co®. MO:USA) em solucdo 1,2% com ativacdo por
peroxido de hidrogénio por 3 minutos e lavagem em agua corrente por 10 minutos.

11- Os cortes foram contra corados com hematoxilina de Harris por 30 minutos a
temperatura ambiente (TA). Realizou-se a passagem em &gua corrente (duas vezes, por 5
minutos cada), seguida de lavagem em agua corrente por 10 minutos.

Como controle positivo, foram utilizadas amostras de cortes histologicos de carcinoma
de mama e placenta, previamente conhecidas como positivas para 0s anticorpos pesquisados,
seguindo as orientagdes do fabricante. Como controle negativo, substituiu-se o anticorpo
priméario por solucdo de albumina de soro bovino (BSA) a 1% diluida em solucdo salina
fosfatada (PBS - pH 7,4).

As amostras foram avaliadas em microscépio Zeiss Plan-acharomat (415500-1800,
Frankfurt, Alemanha), verificados campos histologicos de células neoplésicas centrais e front
de invasdo em aumentos de 100X e 400X. Apoés avaliagdo, foram capturadas imagens para
arquivo no microscopio supracitado.

Foram analisadas as células neoplésicas coradas, considerando apenas expressodes
citoplasmaticas e nucleares nas células neoplasicas centrais e foram observadas as marcacoes
em nucleo e citoplasma das células neoplasicas do front invasivo. Optou-se por trabalhar em

quatro niveis de expressdo de marcacdo para MMPs (ausente, fraca, moderada e intensa).
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Quadro 4 - Caracteristicas dos anticorpos utilizados para imunomarcagao.

ANTICORPO/ - RECUPERACAO TEMPO DE
ESPECIFICIDADE | DILUICAO | FONTE . "
CLONE ANTIGENICA INCUBACAO
SPRING CITRATO pH 6 .
E18014 MMP-2 1/100 60 min. (TA*)

BIOSCIENCE | 10 min.

SPRING CITRATO pH 6 _
E3664 MMP-9 1/100 _ 60 min. (TA)
BIOSCIENCE 10 min.

* TA — Temperatura Ambiente

4.5 Andlise da imunoexpressdo das metaloproteinases

A avaliacdo da expressdo imunoistoquimica das metaloproteinases -2 e -9 em
carcinomas epidermoides de boca foi feita individualmente, MMP-2 e MMP-9, em nucleos e
citoplasmas de dois campos, nas células neoplésicas centrais e no front de invasao tumoral, no
aumento de 100X e de 400X e classificou-se os resultados em quatro escores: 1) Ausente; 2)
Fraca expressdo: menos de 10% de células neoplasicas marcadas; 3) Moderada expressao:

entre 10 a 50% de células marcadas; 4) Intensa: acima de 50% de células marcadas.

4.6 Analise estatistica

Para analise estatistica foi utilizado o Software SPSS, versdo 17.0 ou o Sigma Stat,
versao 3.5, considerando um nivel de significancia de 5%.

A comparacdo entre os locais da lesdo, em relagdo a idade dos pacientes, foi realizada
por meio do teste de Kruskal-Wallis. O mesmo teste foi utilizado na comparacédo entre 0s
graus de diferenciacdo (pouco diferenciado, moderadamente diferenciado e bem
diferenciado), tanto nas células neoplasicas centrais como no front de invasdo, tanto para
MMP-2 como para MMP-9, em relacdo ao escore de malignidade e também para comparacao
entre 0s prognosticos.

A avaliacdo da associacdo entre o local da lesdo e as varidveis: género, enfartamento
ganglionar, tabagismo, etilismo e uso de prétese foi realizada por meio do teste do qui-

quadrado.
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A comparagdo da marcacgdo entre as metaloproteinases MMP-2 e MMP-9, tanto no
ndcleo como no citoplasma e no total, em células neoplésicas centrais e no front de invasdo,
em relacdo ao escore de malignidade, foi realizado por meio do teste de Wilcoxon.

O teste de Mann-Whitney foi usado na comparacao entre género, faixas etarias e uso
ou ndo de tabaco e alcool em relacdo a marcagdo, tanto nas células neoplésicas centrais como
no front de invaséo, para MMP-2 e -9.

A avaliacdo da correlacdo linear entre o escore de malignidade tanto nas células
neoplasicas centrais como no front de invasdo, de acordo com a imunoistoquimica para as
MMP-2 ou MMP-9, e o escore total de marcacdo, foi realizada por meio do teste de
correlacdo linear de Spearman. Os demais resultados das variaveis avaliadas neste estudo

foram apresentados na forma de estatistica descritiva ou na forma de tabelas e grafico.
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados da gradacgdo de malignidade

A classificacdo dos espécimes quanto a gradacdo de malignidade, observando os
pardmetros estabelecidos por Bryne (1998) e somatéria dos escores estdo apresentados no
Anexo 3.

A correlacdo dos valores obtidos na gradacdo histopatoldgica de malignidade, de
acordo com a classificacdo de Bryne et al. (1998), relacionado a classifica¢do dos prognostico
e grau de diferenciagdo, observa-se a relagdo de quanto mais alto os escores estabelecidos
para a gradacdo histopatolégica, pior o prognostico da doenca, porém, ndo foi estabelecido
uma relagcdo quanto o prognastico e o grau de diferenciacao da lesao.

Houve relacdo entre os escores de malignidade e o grau de diferenciacédo, confirmando
0 comportamento bioldgico da lesdo, quando eles sdo moderados ou pouco diferenciados,
quando j& estdo perdendo a similaridade com os seus tecidos de origem, fazendo uma
transformacdo e proliferacdo difusa, tem um escore que varia de 9 a 16 no seu total,
traduzindo assim a um progndstico ruim da doenca; estabelecendo uma relacéo indireta.

A amostra estudada teve os escores altos quanto ao pleomorfismo celular, pelo nimero
de células maduras e alto padréo de invasdo caminhando para difuso, que remete a ideia de
carcinomas epidermoides com detec¢do tardia, pelo moderado infiltrado, de evolugéo
adiantada pela pouca ceratinizacdo, onde os queratindcitos ja ndo cumprem a sua funcéo que é
produzir ceratina (Tabela 1).Confirmando os critérios do grau de diferenciacdo como
moderado em uma frequéncia relativa de 20 individuos (62%) da amostra, com progndstico
moderado (Tabela 2).



Quadro 5 - Apresentacdo dos valores obtidos pela gradacdo histopatoldgica de
malignidade, de acordo com a classificacdo de Bryne et al. (1998), classificacéo
quanto ao progndstico e grau de diferenciagéo.

CASO SOMATORIA PROGNOSTICO GRAU de DIFERENCIACAO
DOS ESCORES

1 14 Mau Moderada/ diferenciado
2 11 Moderado Moderada/ diferenciado
3 10 Bom Moderada/ diferenciado
4 10 Bom Bem diferenciado
5 14 Mau Moderada/ diferenciado
6 6 Bom Bem diferenciado
7 12 Moderado Moderada/ diferenciado
8 9 Moderado Moderada/ diferenciado
9 10 Moderado Moderada/ diferenciado
10 11 Moderado Moderada/diferenciado
11 11 Moderado Moderada/ diferenciado
12 8 Bom Moderada/ diferenciado
13 14 Mau Moderada/ diferenciado
14 12 Moderado Moderada/ diferenciado
15 11 Moderado Pouco diferenciado
16 11 Moderado Moderada/ diferenciado
17 10 Moderado Pouco diferenciado
18 11 Moderado Pouco diferenciado
19 8 Bom Moderada/ diferenciado
20 9 Moderado Pouco diferenciado
21 10 Moderado Pouco diferenciado
22 8 Bom Moderada/ diferenciado
23 11 Moderado Moderada/ diferenciado
24 11 Moderado Moderada/ diferenciado
25 11 Moderado Pouco diferenciado
26 9 Moderado Bem diferenciado
27 9 Moderado Pouco diferenciado
28 10 Moderado Moderada/ diferenciado
29 9 Moderado Moderada/ diferenciado
30 6 Bom Moderada/ diferenciado
31 8 Bom Bem diferenciado
32 9 Moderado Pouco diferenciado
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Tabela 1 - Gradacdo de malignidade de carcinomas epidermoides de boca diagnosticados
em pacientes atendidos na Faculdade de Odontologia da UFMS, no periodo de 2004 a
2013. Campo Grande (MS). (n=32)

Escores 1 2 3 4
Critérios
Ceratinizacéo 2 5 16 9
Pleomorfismo
celular 5 8 14 5
Padréo de
invasao 2 14 14 2
Infiltrado 9 17 6 0

*Conforme critérios de Bryne et al., 1998 — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

A andlise de gradacdo de malignidade resulta, para cada caso (n=32), o total de
escores, entre 4 e 16, o que permite a classificacdo individual. Para a populagdo estudada, a
média de escores foi 10,09 £1,96 (média + desvio padrdo).

Tabela 2: Frequéncias dos graus de diferenciacdo e prognosticos de carcinomas
epidermoides de boca diagnosticados em pacientes atendidos na Faculdade de
Odontologia da UFMS, no periodo de 2004 a 2013. Campo Grande (MS). (n=32)

Critérios Frequéncia Relativa (absoluta)

Grau de diferenciacao

Bem diferenciado 12,5% (4)
Moderado/diferenciado 62,5% (20)
Pouco diferenciado 25,0% (8)

Prognostico

Bom 25,0% (8)
Moderado 65,6% (21)
Mau 9,4% (3)

*Conforme critérios de Bryne et al., 1998 — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
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Tabela 3 - Distribuicdo dos pacientes de acordo com o local da lesdo e as varidveis idades,
género, enfartamento ganglionar, tabagismo, etilismo e uso de protese.

Local da lesdo

Variavel Mucosa

Gengiva Labio Lingua jugal Palato Assoalho
Idade (anos) (p=0,191)*

45,00+0,00 61,00+16,23 51,29+7,07 65,67+18,56 51,67+10,79 65,50+14,39
Género (p=0,651)**
Feminino 0,0% (0)  11,1% (1)  42,4% (4) 22,2% (2)  11,1% (1) 11,1% (1)
Masculino 4,3% (1)  26,1%(6)  48,5%(10) 4,3% (1) 8,7% (2) 13,0% (3)
Enfartamento ganglionar (p=0,332)**
Sim 0,0% (0) 8,3% (1) 41,7% (5)  16,7% (2) 8,3% (1) 25,0% (3)
NZo 50% (1)  30,0% (6)  45,0% (9) 5,0% (1) 10,0% (2)  5,0% (1)
Tabagismo (p=0,095)**
Sim 0,0% (0) 13,0% (3)  43,5%(10) 13,0% (3) 13,0% (3) 17,4% (4)
Nao 11,1% (1) 44,4% (4)  44,4% (4) 0,0% (0) 0,0% (0) 0,0% (0)
Etilismo (p=0,864)**
Sim 53% (1)  158% (3)  47,49%(9) 105% (2) 105% (2)  10,5% (2)
Néo 0,0% (0) 30,8% (4) 38,5% (5) 7,7% (1) 7,7% (1) 15,4% (2)
Uso de prétese (p=0,206)**
Sim 0,0% (0)  14,3% (1) 28,6% (2) 286% (2)  0,0% (0) 28,6% (2)
Nao 40% (1)  24,0% (6)  48,09(1) 4,0% (1) 12,0% (3)  8,0% (2)

Os dados estdo apresentados em médiatdesvio padrdo da média ou frequéncia relativa (absoluta). * Valor de p
no teste de Kruskal-Wallis. ** Valor de p no teste do qui-quadrado.

A distribuicdo dos pacientes de acordo com o local da lesdo e as variaveis idades,

género, enfartamento ganglionar, tabagismo, etilismo e uso de protese esta apresentada na
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Tabela 3. N&o houve associagdo significativa entre o local da leséo e as varidveis avaliadas
neste estudo (teste do qui-quadrado, valor de p variando entre 0,095 e 0,864).

Foi observada uma tendéncia para o género masculino, tabagistas e etilistas, e a lingua
como o sitio de incidéncia a ser observado como atesta a literatura, porém o uso de prétese

apresenta uma correlacdo negativa nos resultados da amostra (Tabela 3).

Tabela 4 - Resultados referentes a marcacdo nas células neoplasicas centrais e do front de
invasdo, para as metaloproteinases MMP-2 e MMP-9, de acordo com o género, faixa etaria,
uso ou néo de tabaco e alcool.

» Metaloproteinase
Variavel Valor de p*
MMP-2 MMP-9

Género
Feminino 3(2-4) 3(3-4) 0,875
Masculino 4(2-4) 4(2-4) 0,500
Valor de p** 0,240 0,128
Faixa etaria (anos)
Até 50 4(2-4) 4(2-4) 1,000
Mais de 50 4(2-4) 4(2-4) 0,375
Valor de p** 0,708 0,365
Tabagismo
Sim 4(2-4) 4(2-4) 0,250
N4o 4(3-4) 4 (3-4) 0,577
Valor de p** 0,625 0,454
Etilismo
Sim 4(2-4) 4(2-4) 0,500
Né&o 4(2-4) 4(2-4) 0,875
Valor de p** 0,788 0,493

Os dados estao apresentados em mediana (minimo-maximo). *Valor de p no teste de Wilcoxon; ** Valor de p no
teste de Mann-Whitney.

N&o houve correlagdo entre a marcacdo das metaloproteinases nos ndcleos e nos
citoplasmas e o escore de malignidade de um mesmo espécime, associadas a género, idade,

tabagismo, etilismo.
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5.2 Resultados da Imunoistoquimica

Os resultados referentes @ marcacdo imunoistoquimica nas células neoplésicas centrais
e do front de invasdo, para as metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 estdo apresentados na
Tabela 5.

A expressdo nos ndcleos, tanto das células neoplésicas centrais como no front de
invasdo, marcados pelas MMPs-9 foi significativamente maior do que a MMP-2 nos mesmos
locais (teste de Wilcoxon, p<0,001). A marcacdo das MMPs-2 ndo foi expressiva no nucleo
nem no citoplasma de células neoplésicas centrais e no front invasivo.

No citoplasma, ndo houve diferenca entre MMP-2 e MMP-9, tanto em células
neoplésicas centrais como no front de invasdo em relagdo a expressdo de marcacgdo (teste de
Wilcoxon, células neoplésicas, p=0,388; front, p=0,064). Porém, houve marcacdo entre 0s
citoplasmas das células neoplasicas centrais e as células do front invasivo para as MMP-9
(p=0,003) (Tabela 5).

Nos escores totais, a soma dos escores dos ndcleos para MMP-2, ndo houve marcacéo,
para a MMP-9 houve significancia para a soma dos escores totais dos nucleos e citoplasma
(células neoplasicas, p<0,001; front, p=0,007) (Tabela 5).

A marcacdo nos nucleos de todos os tipos de células ndo apresentou significancia,
porém, entre os citoplasmas de todos os tipos de células, registrou uma marcacdo para MMP-
9 com p=0,003 (Tabela 5).
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Tabela 5: Resultados referentes a marcacdo nas células neoplasicas centrais e do front de
invasdo, de acordo com a imunoistoquimica para as metaloproteinases MMP-2 e MMP-9.

Metaloproteinases

Tipo celular/local Valor de p
MMP-2 MMP-9
Células neoplasicas centrais
Ndcleo 2 (1-4) 4 (2-4) <0,001
Citoplasma 3 (1-4) 3 (1-4) 0,388
Total 3 (1-4) 4 (2-4) <0,001
Front de invaséo
Nucleo 2 (1-4) 3 (2-4) <0,001
Citoplasma 3 (1-4) 3 (2-4) 0,064
Total 3 (1-4) 35(2-4) 0,007
Valor de p
(entre totais)
Entre tipos de células — nucleo 0,826 0,499
Entre tipos de células — citoplasma 0,432 0,003
Entre total 0,432 1,000

Os dados estdo apresentados em mediana (minimo-maximo). Valor de p no teste de Wilcoxon
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Estes resultados estdo ilustrados na figura 2.

1 T
Células neoplasicas Front
Tipo celular

Figura 2 - Marcacéo total nas células neoplésicas centrais e do front de invaséo, de
acordo com a imunoistoquimica para as metaloproteinases MMP-2 e MMP-9.

A linha horizontal em negrito representa a mediana, a caixa representa o intervalo
interquartil e a barra a faixa de variacdo. * Diferenca significativa em relacdo a
metaloproteinase MMP-2 (teste de Wilcoxon, células neoplésicas: p<0,001; front: p=0,007).

Houve maior marcacdo de MMP-9 em lesGes classificadas como moderadamente
diferenciadas tanto nas células neoplasicas centrais como no front invasivo e no total (Tabela
6).

Nos blocos, as metaloproteinases expressas foram observadas ao microscépio de luz
com pigmentacgdo acastanhada em nucleos e citoplasmas, com variada intensidade (Figuras 5,
8, 14). A positividade da expressdo da marcagdo das MMP-2 e -9 foram observadas em dois

locais diferentes, em células neoplasicas centrais e células neoplasicas do front invasivo.
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O valor progndstico referente ao escore total de grau de diferenciacdo foi
considerado: Pouco Diferenciado para 18,8% (n=6) dos pacientes, Moderadamente
diferenciado para 62,5% (n=20) dos pacientes e Bem Diferenciado para 18,8% (n=6) dos
pacientes.

Os resultados dos escores de marcacdo nas células neoplésicas centrais e do front de
invasdo, de acordo com a imunoistoquimica para as metaloproteinases -2 e -9 e o0 grau de

diferenciacéo histopatoldgica estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Marcacdo nas células neoplasicas centrais e do front de invaséo, de acordo com
a imunoistoquimica para as metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 e o grau de
diferenciacédo histopatoldgica.

Grau de diferenciacao

Metaloproteinase Valor
Pouco Moderado Bem de p*

MMP-2

Células neoplésicas centrais 32-4) 2(1-4 3(1-4) 0,264

Front de invaséo 3(2-3) 3(@1-4 3(2-4) 0,948
Valor de p** 0,375 0,240 1,000

Total 4(3-4) 4(2-4) 4(2-4) 0,620
MMP-9

Células neoplésicas Centrais 43-4) 42-4 4(2-4) 0,631

Front de invaséo 3(3-4) 4(2-4) 3(2-4) 0,114
Valor de p** 0,750 0,375 1,000

Total 3(3-4) 4(2-4) 4(2-4) 0,053
Valor de p**

Entre MMPs — célula neoplasica 0,500 <0,001 0,750

Entre MMPs — front 0,500 0,011 1,000
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Entre MMPs — total 0,750 0,250 1,000

Os dados estdo apresentados em mediana (minimo-maximo). * Valor de p no teste de Kruskal-Wallis; **
Valor de p no teste de Wilcoxon.

N&o houve diferenca entre os graus de diferenciacdo em relacdo a marcacéo, tanto nas
células neoplésicas centrais como no front de invasdo e ambos (total), tanto para MMP-2
como para MMP-9 (teste de Kruskal-Wallis, valor de p variando entre 0,053 e 948). Também
ndo houve diferenca entre células neoplasicas centrais e front de invasdo, em relacdo a
marcacdo em nenhum dos diferentes graus de diferenciacéo, tanto para MMP-2, como para
MMP-9 (teste de Wilcoxon, valor de p variando entre 0,240 e 1,000).

Nos tecidos com grau de diferenciacdo histopatoldgico pouco diferenciado e bem
diferenciado, ndo houve diferenca entre as metaloproteinases MMP-2 e MMP-9, tanto nas
células neoplasicas centrais, como no front de invasdo e no total (teste de Wilcoxon, valor de
p variando entre 0,500 e 1,000), em relacdo ao escore de marcacdo. Por outro lado, nos
tecidos com grau de diferenciacao histopatol6gica moderado, o escore de marcagdo observado
pela MMP-9 foi significativamente maior do que aquele para a MMP-2, tanto em células
neoplasicas centrais (teste de Wilcoxon, p<0,001), como no front de invasdo (p=0,011),
porém, sem diferenca entre as metaloproteinases no escore total (p=0,250) (Tabela 7).

N&o houve correlagdo linear entre a marcacgdo das células neoplasicas centrais para a
metaloproteinase MMP-2 e o0 escore total de marcacdo (teste de correlacdo linear de
Spearman, p=0,438, r=-0,141), assim como para 0 escore de marcacdo no front de invasdo
para a MMP-2 e o escore total de marcacdo (p=0,954, r=-0,010). Também ndo houve
correlacdo linear entre o escore de marcacgdo das células neoplasicas para a MMP-9 e 0 escore
total de marcacdo (teste de correlagdo linear de Spearman, p=0,117, r=0,282), 0 mesmo
observado em relacdo ao o escore de marcacdo no front de invasdo e o escore total de
marcacdo (p=0,156, r=0,256).

N&o houve correlagéo linear entre o grau de diferenciacdo e a expressdo de marcacgéo
total para MMP-2 (teste de correlacéo linear de Spearman, p=0,823, r=0,041). O mesmo foi
observado entre o grau de diferenciagéo e a expressdo de marcacao total para MMP-9 (teste

de correlagéo linear de Spearman, p=0,953, r=-0,011).
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6 DISCUSSAO

O termo céancer € utilizado genericamente para representar mais de 100 doencas, que
tem crescimento desordenado e maligno, no qual as celulas invadem tecidos e 6rgdos e podem
se espalhar por todas as regides do corpo por metastases (INCA, 2012).

O carcinoma espinocelular é o cancer oral de maior incidéncia (NEVILLE et al.,
2009). A degradacdo da MB, migracdo das células, quebra das adesbes de celula-célula,
célula-estroma, € um complexo processo que potencializa as dispersfes das células mutadas
(BAKER et al., 2002; BETTENFORF et al., 2004; SCULLY, 2005; CAVALHEIRO, 2008;
ARAUJO et al., 2011).

Em concordancia com a literatura pesquisada, o carcinoma epidermoide de boca
ocorre predominantemente em pacientes do sexo masculino, em torno de 60 anos, que
apresentam o habito do tabagismo e alcool (DEDEVITIS et al., 2004; COLOMBO; RAHAL,
2009), corroborando com a amostra estudada. Pontua-se o0 aparecimento dos carcinomas
epidermoides em pacientes da terceira idade, mas a literatura apresenta uma diminuicdo média
da faixa etaria, em virtude ao aparecimento de virus oncogénicos como o HPV e o Epstein-
Barr (ANTUNES, AA; ANTUNES, AP, 2004; CARLI et al., 2009; COLOMBO; RAHAL,
2009).

O carcinoma de boca exibe uma variabilidade no seu desenvolvimento, mas a
literatura estabelece alguns parametros, como sendo a lingua o local de maior agressividade,
com maior dificuldade de tratamento, propensdo de metastizacdo em linfonodos cervicais
(CARPENA et al., 2008; NEVILLE et al., 2009) com altas taxas de recorréncia e producgéo de
metastases (DANTAS et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2006; ALVES et al., 2011).

Carvalho et al. (2001), Perussi et al. (2002), Oliveira et al. (2006) realizaram trabalhos
em Campina Grande (PB), S&o Paulo (SP) e Ribeirdo Preto (SP) respectivamenteconfirmam
que o sitio mais acometido pelo carcinoma de boca é a lingua, seguido de assoalho oral, com
pior progndstico e maior comprometimento linfonodal. Perussi et al. (2002) observaram ainda
o predominio da regido jugal em pacientes idosos e lesdes de lingua nos jovens. Antunes e
Antunes (2004), em Pernambuco, citaram labios e lingua como os sitios mais comuns, talvez

pela regido demografica que o estado ocupa.
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Nos 32 blocos reavaliados da amostra, com a realizacdo de novas leituras das laminas
em HE e novos cortes corados na técnica da imunoistoquimica, de carcinoma epidermdide de
boca, selecionados segundo parametros dos critérios de inclusdo, como: auséncia de
tratamentos de quimioterapias e radioterapias 0 que pode, pela terapéutica, alterar as células
neoplésicas centrais e as células do front de invasdo, quanto ao nimero, forma, agéo.

Nossos resultados demonstraram uma distribuigcdo dos pacientes, dos locais das lesdes
e variaveis clinicas como o género, idade, habitos, sendo que o carcinoma epidermoide de
lingua destacou-se para o género masculino (10 casos), com influéncias do tabagismo (10
casos) e do etilismo (9 casos) em uma tendéncia positiva, porém, para o uso de préteses totais
e parciais, apresentou uma correlacéo negativa (12 casos).

As neoplasias sdo constituidas de populacdo de células heterogéneas, onde as células
tumorais das areas centrais diferem substancialmente das células do front de invasdo (BRYNE
etal., 1992; KUROKAWA et al., 2005). O front invasivo parece apresentar uma caracteristica
mais agressiva, fornecendo assim caracteristicas de informagdes progndsticas associadas as
metaloproteinases em estudo. Por conseguinte, elegemos estas duas areas para serem
estudadas, associando as gelatinases-2 e -9 pelo volume de estudos ja apreciados.

Adotamos o sistema de gradacdo de Bryne (1998), com o estabelecimento da
somatdria dos escores de 1 a 4, para os parametros morfoldgicos da lesdo, para classifica-las
quanto ao grau de malignidade, de 4-8 (bom progndstico) baixo grau de malignidade, de 9-12
(Prognostico moderado) moderado grau de malignidade, de 13-16 (mau prognostico) alto grau
de malignidade.

Porém, por mais que se tente estabelecer escores matematicos para a gradacdo de
malignidade com um carater objetivo, 0s casos devem ser vistos individualmente, pois
apresentam um aspecto subjetivo muito forte nos achados, que podem muitas vezes, levar a
resultados conflitantes.

Ha correlacdo significativa entre a classificagdo TNM, a gradacdo histoldgica e os
prognosticos, auxiliando no direcionamento da terapéutica segundo a literatura (ABREU et
al., 2004). Ha correlacdo entre os escores histologicos de malignidade e o prognostico, pelo
comportamento biologico da lesdo (DANTAS et al., 2003), porém, ndo houve neste estudo,
correlagéo entre o prognostico dos casos e 0s graus de diferenciagéo.

Sistemas de gradacdo devem ser analisados como uma informacdo a mais no
tratamento, ndo pode ser visto como parametro Unico para o tratamento das lesdes, por mais

que eles apontem a agressividade delas.
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No entanto, neste presente trabalho, a gradacdo histomorfologica de malignidade foi
significante na classificagdo dos progndsticos obtidos.

A agressividade de uma neoplasia depende das acdes que estas conferem a habilidade
de modificar o ambiente celular, utilizando os eventos fisioldgicos para migrar através de
barreiras teciduais. Despertando assim, o interesse no estudo das metaloproteinases que sao
enzimas proteoliticas que mostram caracteristicas invasivas. Estas gelatinases acarretam a
degradacéo do colageno 1V podendo levar a dispersao celular, a vascularizacéo e a progressao
dos mais diversos tumores (VENTURI et al., 2004).

A proposicao deste estudo foi avaliar a marcagdo das MMP-2 e MMP-9 em duas areas
destas neoplasias, as células neoplasicas centrais, no intuito de associa-las ou ndo a progressao
tumoral e nas areas de front de invasdo, associando-as ou ndo a invasividade neoplésica.
Nestas areas eleitas ainda fez-se uma segunda analise: se estas gelatinases marcadas estavam
mais presentes nos nucleos para se avaliar as atividades nucleares ou se marcavam mais no
citoplasma, ja em fase de dispersdo destas proteinases.

Elegeu-se a imunoistoquimica, como método de investigacdo, pela facilidade da
utilizacdo dos tecidos emblocados em parafina, o que facilita a obtencdo da amostra.

Alguns estudos tém confirmado a relacdo das gelatinases com a agressividade das
lesbes de carcinoma epidermoide de boca (VICENTE et al., 2005) o que permitiria que as
metaloproteinases pudessem ser usadas como marcadores de prognosticos com fins
terapéuticos, porém, outros trabalhos nao confirmam estes resultados (FRANCHI et al., 2002;
ROBINSON et al., 2003). Pelos resultados de marcacdo com as metaloproteinases-9 junto ao
estudo realizado, confirma os estudos de Curran e Murray (2000) e Navarro et al. (2006),
reforcando a ideia de que a MMP-9 possa ser usada como fator de progndstico, tanto nas
células centrais do tumor, que esta diretamente relacionada a progressao da neoplasia, como
nas areas de evolucéo do front invasivo.

A amostra de 32 blocos foram marcados com um padrdo de coloragdo variado, que
se classificou em 4 escores para fins estatisticos sendo: 1- negativo, 2- fraco, 3- moderado, 4-
intenso. Este padrdo determinou um escore que foi tratado estatisticamente, relacionando ao
grau de malignidade histomorfopatoldgica das areas neoplasicas centrais e do front invasivo,
correlacionando-as aos dados clinicos da amostra, aos prognosticos e ao grau de
diferenciagéo.

As possiveis diferencas de resultados, em diferentes trabalhos podem se apresentar
pelas diferencas metodoldgicas, diferentes critérios de avaliagdo, processamentos teciduais e

manuseio dos anticorpos.



60

Polette et al. (2004) reforcaram a teoria do sinergismo entre as células tumorais e
estromais, na produgdo das MMPs- 2 e -9 e na aceleracdo da invasividade tumoral
(DECLERCK, 2000).

A coloracdo abundante para a MMP-9 reflete claramente a importancia desta enzima
para a invasdo do tecido adjacente do tumor pela destruicdo dos elementos da MEC,
especialmente o coldgeno IV (VENTURI et al.,, 2004). Demonstra a relacdo quanto a
invasividade por esta gelatinase e a agressividade dos tumores, a interacdo entre células do
estroma e as células neoplasicas que atuam em sinergia com as enzimas tumoral, no qual as
células neoplésicas induzem as células do estroma a produzir enzimas proteoliticas
(HENRIQUE et al., 2012) que facilitaria a dispersdo de células dos sitios primarios. A
invasividade aos tecidos e 6rgdos adjacentes e o desenvolvimento do tumor propriamente dito,
por neoangiogénese e neovascularizacdo, e as células do estroma estimulariam as células
tumorais a aumentarem sua atividade produtiva destas endopeptidases.

Neste trabalho a expressdo das MMP-9 foi significativamente maior que as MMPs-2,
que teve uma marcagao inexpressiva.

Vicent et al. (2005) detectaram associacao significante entre o grau histoldgico de
malignidade de carcinomas epidermoides de boca e a expressdo imunoistoquimica das MMP-
9 e a pouca expressao para a MMP-2, fato confirmado pelo nosso experimento. Ja Lin et al.,
em 2004, ndo encontraram relagdo significativa entre a imunomarcagéo para MMP-2 e MMP-
9 e o grau de diferenciacdo celular, sendo que neste estudo houve uma notéria marcacao para
carcinomas epidermoides classificados como moderadamente diferenciados. Para Abreu
(2004) e Neville et al. (2009), os tumores menos diferenciados recebem os nimeros mais altos
nas classificacdes de gradacdo histomorfopatologica de malignidade, indicando um pior
prognostico.

Os trabalhos de Bryne et al. (1989) detectaram correlacdo significativa com 0s
prognosticos e gradacao histolégica de malignidade. Estes dados ndo se confirmaram neste
estudo. As lesdes de alto grau de malignidade exibiram uma marcagdo intensa para as
metaloproteinases pesquisadas, com destaque para as MMP-9.

Utilizando o coeficiente de Sperman analisamos o escore total de malignidade e ao
contrario de Barros (2006), ndo tivemos relacdo direta de resultados da imunomarcacao para
MMP-9 e MMP-2, sendo que a correlacdo néo foi significativa neste experimento.

Acreditamos que os dados obtidos neste estudo possam contribuir para o
conhecimento sobre o carcinoma epidermoide de boca em relacdo direta as gelatinases MMP-

2 e -9. E importante que novos estudos, seguindo metodologia semelhante, sejam
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investigados, para a comparacdo de resultados, porque a ampliagdo do conhecimento quanto
ao mecanismo de progressao e desenvolvimento desta neoplasia, no que diz respeito a acéo
das metaloproteinases. O uso das MMPs como marcadores de prognosticos e 0 conhecimento
da conduta bioldgica das lesdes definirdo as diretrizes terapéuticas, com escolhas de
procedimentos mais adequados que possam inibir o desenvolvimento das lesdes e de suas
recorréncias.

Conhecer o comportamento biologico das lesbes é essencial para a adocdo das
medidas terapéuticas mais indicadas para cada caso, evitando terapias mais rigorosas que 0
quadro necessita escolhas de procedimentos inadequados que venham a trazer mais riscos de
lesBes recorrentes, aumentando a probabilidades de metastases.

Dessa forma o cuidado na busca de indicadores mais fidedignos para prognosticos,
gue junto com o estadiamento clinico do cancer, pelo sistema TNM, possa fornecer uma taxa
assertiva maior nas medidas terapéuticas (COSTA et al., 2002).

Os estudos das MMPs-2 e -9 tém influéncia direta no desenvolvimento e conduta do
cancer bucal, indicada pela intensidade do padréo de reatividade das MMPs, exibidos pelas
neoplasias. Estas endopeptidases sdo elementos-chave na degradacdo da MEC e apresentam
profundo envolvimento com a invasdo tumoral e metastases, funcionando como indicadores
de marcadores para pacientes portadores de carcinomas, principalmente os epidermoides.

Foi analisado o padrdo de expressdo das metaloproteinases em carcinomas
epidermoides de boca, considerando a gradacdo histoldgica de malignidade, estabelecida pelo
sistema proposto por Bryne (1998), que visou obter informacdes a respeito do potencial de
invasdo da neoplasia estudada, que possam contribuir para o melhor entendimento da sua
conduta bioldgica, o que podera vir a favorecer o entendimento e a eleicdo de medidas
terapéuticas mais eficazes no controle, na busca incessante da cura, de respostas imediatas
para esta enfermidade, que tem sido um problema para toda a classe cientifica e para toda a
sociedade.

As MMPs individuais mostraram-se altamente expressivas em muitos tipos de tumor.
InformacgBes precisas sobre estas proteinas podem levar ao desenvolvimento de farmacos
dirigidos, especificos a estas gelatinases. O controle das atividades das MMPs é um alvo
promissor para as terapias das doencas (MORGUNOVA, 1999), sendo que elas trabalham
como sinalizadores para as industrias farmacéuticas que buscam o desenvolvimento de
inibidores de MMPs sob vérios focos, como a angiogénense, barrando a proliferacdo, a
nutricdo dos tumores e proporcionar marcadores que possam fornecer informagdes quanto ao

desempenho bioldgico da lesdo, em doses biologicamente ativas, o que vai exigir metodos
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sensiveis, ndo toxicos e ndo invasivos para monitorar os efeitos destas proteases sintéticas em
atividade in vivo (DECLERCK et al., 2004). Informacdes precisas sobre quais e como as
MMPs atuam e em quais tumores influenciam, possibilitara o desenvolvimento de farmacos
especificos para estas MMPs, no combate ao cancer e suas metastases.

Diante da literatura, verificam-se as influéncias na MEC em varias funcGes celulares
durante a carcinogénese, estando diretamente relacionada ao desenvolvimento dos carcinomas
epidermoides e merecem uma atencdo especial desses estudos quanto aos seus aspectos
bioldgicos.

O conhecimento na identificacdo e quantificacdo da expressdo das metaloproteinases
permitira sua utilizagdo como marcador de prognostico com maior sensibilidade e
especificidades aumentando a precisdo e precocidade nos diagndsticos ou eventuais lesdes
pré-invasivas o que favorecera a eficiéncia do tratamento e o desenvolvimento de drogas
dirigidas para MMPs especificas ou componentes inibidores para estas enzimas.

Acreditamos que os dados obtidos nesta pesquisa possa contribuir com conhecimento
da relacdo dos carcinomas epidermoides de boca e as metaloproteinases, em especial as -2 e -
9, com ampliacdo do desenvolvimento de estratégias farmacoldgicas como inibidores e drogas

dirigidas mais eficientes com assertiva mais significante.



7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos por meio da técnica de imunoistoquimica para
verificar a expressdo das metaloproteinases-2 e-9 em carcinomas epidermoides de boca,
podemos concluir que:

- A imunomarcacdo da MMP-9 é mais significante que a MMP-2 em nucleos de
células neopléasicas centrais e nucleos do front invasivo de carcinoma epidermoide de boca.
H& uma marcacao expressiva no escore total de células neoplasicas centrais para a MMP-9,
indicando um envolvimento nuclear intenso e atividade significante desta metaloproteinase no
desenvolvimento destas células neoplésicas centrais.

- No front de invasdo a expressdo das MMP-9 nos nicleos, corrobora a déia de
participacdo fundamental desta gelatinase, no processo de degradacdo das barreiras fisicas,
invasividade e metastizacdo dos carcinomas epidermoides de boca. A marcacdo do citoplasma
foi mais significativa para as MMP-9 do que para as MMP-2.

- Ndo ha correlacdo entre as expressdes das MMP-2 e -9, com as caracteristicas
clinicas da amostra, quanto a idade, género, habitos (tabagismo, etilismo), uso de protese e
enfartamento ganglionar. Na amostra ndo h& correlagcdo entre o local da lesdo e as
caracteristicas clinicas da amostra, porém, confirma a literatura a tendéncia de carcinomas
epidermoides de boca, na lingua, para homens com mais de 60 anos, que apresentam o habito
do tabagismo, etilismo e uma tendéncia negativa para o0 uso de prétese.

- Neste estudo ndo ha correlacdo entre a imunomarcacdo das MMP-2 e -9 com 0s
escores de malignidade obtidos pela somatoria na classificacdo de Bryne, 1998. Quanto ao
grau de diferenciacdo e marcacdo das MMP-2 e 9, ha uma indicacdo significativa da marcacao
da MMP-9 em carcinomas epidermoides de boca classificados de moderadamente
diferenciados, expressdo estd associada ao curso evolutivo (alta atividade), de carater
agressivo desta leséo.

- Este experimento ndo apresenta correlacdo das expressoes destas gelatinase, MMP-2

e -9 com os progndsticos.
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ANEXO 1

Dados originais de variaveis clinicas (prontuarios) da Amostra/Lesdo de 32 blocos de
carcinomas epidermoide de boca. Lab. de Anatomopatologia, FAODO-UFMS.

Ne USO de ENFARTAMENTO
CASO | LOCAL* | GENERO IDADE TABAGISTA | ETILISTA | PROTESE GANGLIONAR
01 As M 58 Sim Néo Néo Sim
02 Li M 59 Sim Sim Néo Né&o
03 Li M 48 Sim Néo Néo Sim
04 MJ M 48 Sim Né&o Né&o Sim
05 La M 62 Sim Sim Né&o Né&o
06 Li F 58 Né&o Né&o Sim Né&o
07 Li M 50 Sim Né&o Néao N&o
08 La M 63 Néo Néo Néo Né&o
09 La F 68 Néo Néo Néo Né&o
10 Li F 50 Sim Né&o Sim Né&o
11 Li M 50 Sim Sim Néao Sim
12 P F 47 Sim Né&o Né&o N&o
13 As M 60 Sim Sim Sim Sim
14 Li M 50 Sim Sim Néao Né&o
15 Li M 60 Sim Sim Néao Né&o
16 G M 45 Sim Né&o Néao Né&o
17 Li M 58 Sim Sim Né&o Sim
18 La M 53 Sim Sim Né&o Sim
19 La M 91 Sim Sim Sim Né&o
20 Li M 41 Sim Sim Néao Né&o
21 MJ F 85 Sim Sim Sim N&o
22 As M 57 Sim Né&o Né&o Sim
23 MJ F 64 Sim Sim Sim Sim
24 Li M 50 Né&o Né&o Né&o Né&o
25 P M 44 Sim Sim Néao Sim
26 As F 87 Sim Sim Sim Né&o
27 La M 40 Né&o Né&o Né&o Né&o
28 La M 50 Né&o Né&o Né&o Né&o
29 Li M 62 Sim Sim Né&o Sim
30 P M 64 Sim Sim Né&o Sim
31 Li F 45 Né&o Sim Né&o N&o
32 Li F 47 Néo Néo N&o Sim

*As: Assoalho de boca; G: Gengiva; La: Labio; Li: Lingua; MJ: Mucosa Jugal; P: Palato; F: Feminino;
M: Masculino.Fonte: Laboratério de Anatomopatologia Bucal da Faodo/UFMS.



Numeracéo dos blocos utilizados no presente estudo.

ANEXO 2

N° Caso Prontuario - N° Caso Prontuario — Faodo/lUFMS
Faodo/UFMS
1 48/04 17 131/09
2 128/04 18 140/09
3 38/05 19 11/10
4 135/05 20 14/10
5 174/05 21 24/10
6 267/05 22 61/11
7 02/06 23 68/11
8 35/06 24 116/11
9 37/06 25 117/11
10 178/06 26 129/11
11 194/06 27 132/11
12 242/07 28 141/11
13 24/08 29 30/12
14 95/08 30 57/12
15 119/08 31 21/13
16 39/09 32 33/13
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ANEXO 3

Gradacéo de malignidade dos casos da amostra.
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ANEXO 4

Figura 3 - Placenta — Controle positivo - Expressdo imunoistoquimica
de MMP-2 em aumento de 100X.
Fonte propria: Lab. Anatomopatologia, FAODO-UFMS.

Figura 4 - Placenta - controle positivo para MMP-9. Expressao Imuno-
istoquimica em aumento de 100X. Notar reagdo positiva (cor marron)
principalmente nas membranas basais.

Fonte prépria: Lab. Anatomopatologia, FAODO-UFMS.
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Imunoistoquimica intensa (cor marrom) em nucleos e citoplasmas.
Aumento de 100X.
Fonte propria: Lab. Anatomopatologia, FAODO-UFMS.
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Figura 6 - Cancer de mama-controle positivo para MMP-9. Expresséo
imunoistoquimica intensa (cor marrom) para nucleos e citoplasmas.

Aumento de 400X.
Fonte propria: Lab. Anatomopatologia, FAODO-UFMS
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Figura 7- CAE corado em HE. Aumento de 400X. (48/04)
Fonte propria: Lab. Anatomopatologia, FAODO-UFMS.

Figura 8 - CAE. Expressdo imunoistoquimica de MMP-2 em aumento de
400X. Expresséo fraca. (48-4). Pigmentos marrons dispersos na MEC.
Fonte propria: Lab. Anatomopatologia, FAODO-UFMS.
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Figura 9 - CAE. Expressdo imunoistoquimica de MMP-9 em aumento
de 400X. Expresséo intensa. (48/04). Notar intensa pigmentacao celular
(ndcleos e citoplasmas) Células neoplasicas centrais

Fonte propria: Lab. Anatomopatologia, FAODO-UFMS.

Figura 10 - CAE. Expressdo imunoistoquimica de MMP-9 em aumento
de 400X. Expressao intensa. (48/04). Pigmentos marrom de nucleos e

citoplasmas (Campo2). Front de invaséo
Fonte propria: Lab. Anatomopatologia, FAODO-UFMS.
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Figura 11 - CAE corado em HE. Aumento de 400X. (35/6).
Fonte propria: Lab. Anatomopatologia, FAODO-UFMS.

Figura 12- CAE. Expressdo imunoistoquimica de MMP-2 em aumento
de 100X. Expresséo fraca. (35/6).
Fonte prépria: Lab. Anatomopatologia, FAODO-UFMS.
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Figura 13 - CAE. Expressdo imunoistoquimica de MMP-2 em aumento
de 400X. Expresséo fraca. (35/6)
Fonte propria: Lab. Anatomopatologia, FAODO-UFMS.

Figura 14 - CAE. Expressdo imunoistoquimica de MMP-9 em aumento
de 100X. Expressdo Moderada. (35/6)
Fonte propria: Lab. Anatomopatologia, FAODO-UFMS.
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Figura 15 - CAE. Expressao imunoistoquimica para MMP-9 em aumento
de 400X. Expressdo Moderada.
Fonte propria: Lab. Anatomopatologia, FAODO-UFMS.

Figura 16 - CAE. Expressdo imunoistoquimica de MMP-2 em aumento
de 100X. Expresséo fraca. (194/6).
Fonte propria: Lab. Anatomopatologia, FAODO-UFMS.
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Figura 17-CAE. Expressdo imunoistoquimica de MMP-2 em aumento
de 400X. Expressao fraca. (194/6). Notar a intensidade da marcagao
(coloracéo mais leve).

Fonte propria: Lab. Anatomopatologia, FAODO-UFMS.

Figura 18- CAE. Expressdo imunoistoquimica de MMP-9 em aumento
100X. Expressdo intensa. (194/6).
Fonte propria: Lab. Anatomopatologia, FAODO-UFMS.
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Figura 19 - CAE. Expressao imunoistoquimica de MMP-9 em aumento

de 400X. Expressdo intensa. (194/6). Notar o grau de coloracéo acastanhada
forte.

Fonte propria: Lab. Anatomopatologia, FAODO-UFMS.

Figura 20 - CAE corado na técnica de imunoistoquimica para
MMP-9 em aumento 100X. Expressdo moderada (242/7) (Campo 1).
Fonte propria: Lab. Anatomopatologia, FAODO-UFMS.



Figura 21 - CAE. Expressdo imunoistoquimica de MMP-9 em aumento
de 100X. Expressdo moderada. (242/7) (Campo 2).
Fonte propria: Lab. Anatomopatologia, FAODO-UFMS.
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