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RESUMO

O céncer de cabega e pesco¢o é um dos dez tipos mais comuns de cancer em
todo o mundo, com varia¢bes epidemioldgicas entre diferentes regides geograficas,
caracterizando-se por mau prognéstico e baixa taxa de sobrevivéncia. O Carcinoma
epidermoide oral (CEOQ) representa a entidade clinica mais comum responsavel por mais
de 90% de todas as malignidades orais e caracteriza-se como uma neoplasia agressiva
proveniente do tecido epitelial de revestimento, o qual apresenta-se em maior nimero
em pacientes do género masculino apos a quinta década de vida, e sua causa esta
relacionada a fatores extrinsecos, a exemplo dos agentes carcinogénicos como o tabaco,
alcool e a exposicdo ao papilomavirus humano e, em menor frequéncia, a mé
higienizacdo da cavidade oral. Dentre os sitios anatdmicos acometidos, 0s mais
incidentes e que também apresentam um pior indice quanto ao prognostico, séo a borda
lateral posterior da lingua e soalho bucal. O gene TWIST1 vem sendo relacionado a
diversos tipos de carcinomas, inclusive o epidermoide oral e sua superexpressao esta
ligada aos processos de transicdo epitelial-mesenquimal, invasividade e metastase. O
objetivo deste trabalho foi analisar a expressdo do gene TWIST1 em espécimes de CEO
de pacientes usuarios do Sistema Unico de Salde do Estado do Par4, identificar se ha
relacdo entre o estadiamento dos tumores e a alteracdo da expresséo neste gene, assim
como, correlacionar os resultados encontrados nestas analises e avaliar a existéncia de
associacdo dos mesmos, com as demais caracteristicas clinico-patologicas dos tumores
estudados. A expressdo de gene TWIST1 foi avaliada em triplicata pela técnica g-PCR e
pelo teste estatistico Bioestat® versio 5.3. Os resultados encontrados foram
significativos e demonstraram a expressdo do gene TWIST1 vinte e cinco vezes maior
em pacientes portadores de CEO quando comparado aos pacientes sadios. Ndo foi
encontrada significancia estatistica entre a superexpressdo do gene TWIST1 e os dados
clinico-patoldgicos dos pacientes. Na correlacdo dos aspectos clinico-patolégicos entre
si, houve significancia entre o desenvolvimento de metéstase linfonodal e o etilismo,
mostrando um risco nove vezes maior ao paciente etilista. Também foi observada uma
tendéncia estatistica para o fato de que o etilismo proporciona maior risco de invasao do
tecido conjuntivo ou lamina propria e o tabagismo proporciona maior risco ao

desenvolvimento de metastase linfonodal.

Palavras-Chave: Carcinoma epidermoide oral, TWIST1, TEM.
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INTRODUCAO

1.1 CARCINOMA EPIDERMOIDE ORAL

1.1.1 Consideracdes Gerais

O céncer é uma condicdo patoldgica, em que ocorre divisdo e proliferacdo
celular descontroladas que levam ao acumulo de populagdes celulares anormais,
interferindo na condicdo fisioldgica do organismo. Na maioria dos tecidos, essas
populacdes anormais de células formam massas solidas chamadas tumores (LOPEZ-
LAZARO, 2016).

O termo tumor benigno, é comumente usado para aqueles tumores em que as
células sdao bem semelhantes as que o originaram e ndo possuem a capacidade de migrar
para estes sitios e provocar metastases. Ja 0s tumores malignos, sdo agressivos e se
infiltram em outros tecidos caracterizando o processo de metastase (LOPEZ-LAZARO,
2016).

O Carcinoma epidermoide oral (CEO) também denominado como carcinoma
de células escamosas, carcinoma escamocelular ou carcinoma espinocelular representa a
entidade clinica mais comum responsavel por mais de 90% de todas as malignidades
orais e caracteriza-se como uma neoplasia agressiva proveniente do tecido epitelial de
revestimento (AZAD et al., 2016; MORAL e PARAMIO, 2008).

Histologicamente, as células neoplésicas exibem perda de isomorfismo
celular com relacdo nucleo/citoplasma alterada, apresentam ndcleos pleomdrficos,
nucléolos evidentes e cromatina dispersa. Algumas ilhas epiteliais neoplasicas exibem no
centro metaplasia escamosa levando a formacéo de pérolas corneas (AZAD et al., 2016;
NEVILLE et al., 2009; MORAL e PARAMIO, 2008; OGBUREKE et al., 2007).

O CEO apresenta-se em maior nimero em pacientes do género masculino
apos a quinta década de vida, porém o seu aparecimento vem sendo frequente em
pacientes mais jovens devido ao uso abusivo de agentes carcinogénicos, a exemplo do

tabaco, alcool, exposicdo ao papilomavirus humano (HPV) e, em menor frequéncia, ma
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higienizacdo da cavidade oral (FRARE et al., 2016; RIVERA E VENEGAS, 2014; HO et
al., 2007; MORENO-LOPEZ et al., 2000;).

Em seus estagios iniciais, esta neoplasia pode apresentar-se assintomatica na
maioria dos casos, 0s quais sdo precedidos por lesdes pré-malignas clinicamente obvias,
como a eritroplasia e leucoplasia com ulceracbes persistentes ou margens exofiticas
elevadas (MAIA et al., 2016; MARKOPOULOQS, 2012).

Dentre os sitios anatdmicos acometidos, os mais incidentes e que também
apresentam um pior indice quanto ao progndstico, sao a borda lateral posterior da lingua e
soalho bucal devido a exposi¢cdo prolongada a agentes carcinogénicos como o tabaco e
seus derivados, bem como o etanol presentes na saliva e a deficiente protecdo de ceratina
destes sitios anatdmicos, que favorecem a penetragdo dos carcindgenos para os tecidos
mais profundos (AKRAM et al., 2013; MARKOPOULOS, 2012; BRENER et al., 2007;
GARZINO-DEMO et al., 2006; BARNES et al., 2005).

A maioria dos casos de CEO séo diagnosticados em fase tardia, nos estadios
Il ou IV, 0 que diminui acentuadamente as chances de sobrevivéncia e leva a uma
deterioracdo significativa na qualidade de vida do paciente. Ainda, na década passada,
sua incidéncia aumentou em 50%, consequentemente, muitos dos pacientes afetados
morrem em decorréncia da rapida disseminacdo local ou regional da doencga.
(KRISHNAN et al., 2016; HILLY et al., 2016; RIVERA E VENEGAS, 2014; WANG et
al., 2013).

Nos ultimos anos, pode-se observar uma mudanca no sitio primario
acometido, com um aumento constante do carcinoma de células escamosas orofaringeas.
Esta alteragéo foi observada em paralelo a uma diminuicéo do tabagismo e a identificacéo
da exposicdo ao HPV, principalmente os subtipos 16 e 18 que sdo de alto risco
oncogénico, atuando como fator de risco para o desenvolvimento de CEO (MARUR et
al., 2016; GILLISON et al., 2012).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hilly%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27602107
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23601241
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1.2 EPIDEMIOLOGIA DO CEO

O céncer de cabeca e pescoco é um dos dez tipos mais comuns de cancer em
todo o mundo, com variagdes epidemioldgicas entre diferentes regides geogréficas,
caracterizando-se por mau prognostico e baixa taxa de sobrevivéncia. Dentre estes, 0
carcinoma epidermoide é o subtipo mais frequente e apresenta um alto potencial para
progressao local, metéstase nodal bem como metéstases distantes tardias (AZAD et al.,
2016; KAWAHARA et al., 2016).

As estimativas mundiais apontam este tipo de cancer com maior incidéncia
em regides desenvolvidas, porém as taxas de mortalidade encontram-se mais elevadas em
paises subdesenvolvidos. Também € observado que a incidéncia de CEO no género
masculino € cerca de trés vezes maior que no género feminino (SASAHIRA et al., 2016;
KUMAR et al., 2016; KAWAHARA et al., 2016; CONWAY; PETTICREW,
MARLBOROUGH, 2008).

No sudeste Asiatico é a principal causa de morte por cancer devido ao habito
frequente do tabagismo e mastigacdo de tabaco e derivados, como castanha de betel,
caracteristicos da regifo. Na india é classificado como a terceira malignidade mais
comum, que corresponde mais de 30% de todos os canceres relatados no pais
(SASAHIRA et al., 2016; AZAD et al., 2016).

No Brasil, as estimativas de CEO para o biénio 2016-2017, sdo de 15.490
novos casos, sendo 11.140 homens e 4.350 mulheres. A Gltima estimativa mundial para o
namero de mortes por cancer de boca foi realizada em 2013, e os dados apontaram 5.401
casos, sendo 4.223 homens e 1.178 mulheres (INCA, 2016; AZAD et al., 2016).

Apesar dos avangos na prevencdo do cancer oral e nos tratamentos
multimodais, a taxa de sobrevivéncia de cinco anos € inferior a 50% e o prognostico dos
casos avancados ndo mudou consideravelmente nos ultimos 20 anos. O diagnostico
precoce favorece ndo apenas o prognéstico do paciente como também reduz a morbidade
e a necessidade de tratamentos mais agressivos (KAWAHARA et al., 2016; SASAHIRA
etal., 2016).
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1.3 FATORES ETIOLOGICOS

1.3.1 Tabagismo

A relagdo entre 0 consumo excessivo de tabaco e o risco de desenvolver
cancer é bem estabelecido. Em humanos, por exemplo, o tabaco é o principal fator
desencadeador de cancer de pulmao e desenvolvimento de adenomas e adenocarcinomas
em todas as espécies de canceres epiteliais testados. Independente da rota de
administracdo, o tabaco aumenta em seis vezes o risco de desenvolver cancer oral se
comparado a individuos ndo fumantes (KUMAR et al., 2016; AZAD et al., 2016;
HECHT et al., 2015).

Os agentes carcinogénicos presentes no tabaco e apontados como 0s maiores
agressores sdo: 0 benzopireno e as nitrosaminas especificas do tabaco. A nicotina,
componente importante do tabaco, ndo € um carcindégeno por si s6, mas por conter as
nitrosaminas especificas do tabaco (TSNASs) tem sido implicada na progressdo do cancer
e metastase (WYSS et al., 2016; YALCIN e DE LA MONTE, 2016; GUNDUZ et al.,
2016).

As TSNAs sdo formadas pelas nitrosaminas alcaloides, presentes somente na
planta de tabaco, apontadas como fortes carcindgenos, considerados do tipo 1 pela
Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC), por apresentarem substancias
quimicas com atividade carcinogénica comprovada em humanos. Neste grupo, sdo
incluidas a N-nitrosonornicotina (NNN) e a cetona de nitrosamina derivada de nicotina
(NNK) (figura 1) (WYSS et al., 2016; YALCIN e DE LA MONTE, 2016; GUNDUZ et
al., 2016; BRELAND et al., 2003).

NNN e NNK, juntas ao benzopireno, sdo altamente cancerigenas e seus
metabolitos, ao se ligarem ao DNA, resultam na formacdo de adutos (formas de DNA
resultantes da exposicdo a agentes cancerigenos de compostos estruturais diversos que se
ligam covalentemente a molécula), implicados na malignidade celular e injdria tecidual,
causando criticas mutacdes e alteracdo na replicacdo da molécula (HECHT et al., 2015;
XUE; YANG; SENG, 2014).
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O alcatrdo, outro componente encontrado no tabaco, é formado por varias
substancias cancerigenas e genotoxicas, que causa a morte e provoca danos funcionais
das células epiteliais respiratorias ciliadas, por prejudicar a capacidade dessas células em
capturar as particulas toxicas, facilitando, desta forma, a entrada dos agentes a nivel
celular, desencadeando mutacdes e levando a formacdo do tumor (BRELAND;
ACOSTA,; EISSENBERG, 2003; YALCIN e DE LA MONTE, 2016; WYSS et al., 2016)

CIGARRO
NNE Ny
N
CARCINOGENICOS
rd
FUMO Bzp NCT

FIGURA 1: Mecanismo de promogdo cancerigena, a partir da formacao de adutos de DNA, atraves das
nitrosaminas especlficas do tabaco (TSNAS) presentes na planta de tabaco, em suas duas formas, o fumo e
0 cigarro. BZP: benzopireno; NCT: nicotina NNK: cetona nicotina-derivada da nitrosaminas; NNN: N-

nitrosonornicotina. (Fonte: Adaptado de HECHT et al., 2015)

1.3.2 Etilismo

No mundo todo, a ingestdo de &lcool de forma abusiva tem sido um problema
de salde cada vez mais grave devido a carcinogenicidade do acetaldeido, primeiro e
principal metabdlito presente no etanol. Os maiores fatores de risco para cancer oral no
mundo ocidental € o uso combinado de tabaco e alcool que, embora atuem como fatores
de risco independentes, sua acédo parece ser combinada (WYSS et al., 2016; AZAD et al.,
2016; MARKOPOULOQS, 2012).

Estudos epidemioldgicos demonstram que o cancer oral é seis vezes mais
propenso e representa um risco quinze vezes maior de se desenvolver em etilistas ativos
(MARKOPOULOS, 2012). O consumo de bebidas alcodlicas é classificado como um
carcinégeno humano tipo 1 e causalmente relacionado com um aumento do risco de

cancer do trato gastrintestinal superior (ERIKSSON, 2015).
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O etilismo tem sido associado a uma série de canceres em diferentes 6rgaos,
como a cavidade oral, faringe, laringe, esofago, estdbmago, célon, reto, figado, pancreas,
pulmdo, mama, rim, bexiga, prdstata, endométrio, ovarios, testiculos e cérebro (PENG;
CHEN; HUO, 2016). No entanto, ocorre em maior frequéncia em regides com oxidacéo
alcoolica endogena, como o figado e pancreas, e com colonizagdo microbiana, como o
trato gastrointestinal superior (ERIKSSON, 2015).

O acetaldeido a partir da oxidacdo da enzima &lcool-desidrogenase (ADH) e
catalisacdo da aldeido-desidrogenase (ALDH), é altamente mutagénico e caracterizado
como 0 mais importante mecanismo desencadeador de cancer, devido a sua capacidade
de formar adutos de DNA exociclicos (FIGURA 2). A diversidade de mecanismos
carcinogénicos pode refletir a ampla interagcdo entre etanol e cofatores do ambiente
interno e externo (PENG; CHEN; HUO, 2016).

O acetaldeido € um composto citotoxico, genotoxico, mutagénico e
clastogénico, mesmo em baixas concentragdes (abaixo de 1 mM), podendo promover o
desenvolvimento do cancer por meio de multiplos mecanismos, incluindo a interferéncia
na replicacdo e inducdo de danos, e a hipometilagdo do DNA, que altera a expressdo de

oncogenes e genes de supressdo tumoral (ERIKSSON, 2015).

Na saliva humana normal ndo contém niveis mensuraveis de acetaldeido.
Contudo, suas concentracBes mutagénicas sdo encontradas na saliva durante e apds a
ingestdo de alcool e do fumo. O tabagismo crénico tem mostrado modificar a microbiota
oral para produzir mais acetaldeido a partir do etanol, tanto in vitro como in vivo
(MARTTILA et al., 2013).

A ma higiene oral, dentre outros fatores, podem provocar o aumento da
producdo in vitro de acetaldeido na saliva. A microbiota do trato gastrointestinal e da
cavidade oral produzem acetaldeido principalmente pela oxida¢do do etanol. Alguns
microorganismos, incluindo Candida spp., mostraram-se capazes de produzir niveis
significativos de acetaldeido. A candidiase oral cronica tem sido associada ao carcinoma
oral (ALNUAIMI et al., 2015; MARTTILA et al., 2013).
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Os fumantes tém duas vezes mais acetaldeido na saliva do que os néo-
fumantes se consumirem a mesma quantidade de &lcool. A fumaga de cigarro tem
grandes quantidades de acetaldeido que se dissolve na saliva durante o fumo, e este, pode
aumentar a capacidade de leveduras e bactérias orais em produzir mais acetaldeido a
partir do etanol. Ademais, 0s mecanismos carcinogénicos associados ao alcool e
tabagismo podem diferir, mas interagem para aumentar o risco (CAO e GIOVANNUCCI,
2016).

[ ETANOL ]

ADH1A
- _ CYP2E1 =i ROS
ADH1B ADH i =
ADH1C l
[ACETALDEiDO ] -
ALDH2 -— ALDH 5 M;CTIZC;iIg;A

[ ACETATO ]

FIGURA 2: Metabolismo do etanol e seu papel na carcinogénese. O etanol é metabolizado em
acetaldeido por alcool desidrogenase (ADH) e as principais subunidades sdo as codificadas pelos genes
ADHI1A, ADH1B e ADHI1C. As enzimas do citocromo, em especial as codificadas pelo gene P450 2E1
(CYP2EL), também induzem a oxidacdo do acetaldeido, produzindo as espécies reativas de oxigénio
(ROS), o que propicia a formagdo de adutos mutagénicos de DNA. O acetaldeido é ainda oxidado a
acetato, ndo toxico, por acetaldeido desidrogenase (ALDH), sendo primariamente catalisado com a
aldeido desidrogenase codificada pelo gene ALDH2. A formacdo de acetaldeido, a partir do etanol
presente na cavidade oral, pode ser aumentada pelos agentes da microbiota, devido a ma higienizacdo da
cavidade oral e também pelas substancias presentes no tabaco. (fonte: adaptado de SEITZ & STICKEL,
2007).
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1.3.3 HPV

As infeccOes virais tém sido fortemente implicadas na inducdo da
transformacdo maligna por interferéncia na fisiologia do ciclo celular de epitélios
escamosos, incluindo o oral. Os virus prototipicos implicados no desenvolvimento do
cancer oral sdo os virus do herpes humano, principalmente o virus Epstein-Barr (EBV), o
Papilomavirus Humano (HPV) e o virus Herpes simplex (KUMAR et al., 2016;
ECHARRI; LOPEZ-MARTIN; HITT, 2016; KRISHNA et al., 2015)

O EBV tem sido mais associado ao carcinoma de glandula salivar
frequentemente referida como lesdo linfoepitelial maligna. Um estudo observou que
alguns adenocarcinomas de glandulas salivares espontaneos em animais revelavam a
presenca dessas particulas virais, porém a relacdo causal do EBV com CEO ainda néo é
clara (KUMAR et al., 2016).

O HPV é um virus de DNA circular epitelial, ndo envelopado, de cadeia
dupla, que pertence a familia Papovaviridae. Os papéis da infeccdo pelo HPV na génese
do cancer de cabeca e pescoco (CCP) tém atraido muita atencdo. A maioria dos casos de
CCP HPV positivos originam-se da regido orofaringea, pois acredita-se que seja bastante
vulneravel a lesdo epitelial pela auséncia da camada de queratina protetora (KUMAR et
al., 2016; ECHARRI; LOPEZ-MARTIN; HITT, 2016; MARKOPOULOS, 2012).

Certos tipos de HPV, denominados tipos de “alto risco", estdo associados
com lesdes pré-malignas orais. O HPV 16 é o tipo mais comum encontrado nos canceres
genitais, também € o mais comum nos canceres orais, 0 que indica claramente a possivel
fonte de infec¢do pelo HPV na cavidade oral (KUMAR et al., 2016; KRISHNA et al.,
2015)

A infeccdo pelo HPV tem sido relacionada a carcinogénese, mais
precisamente suas proteinas oncogénicas E6 e E7, através de sua interacdo com 0s genes
TP53 e RB. E6 tem a capacidade de degradar a proteina supressora tumoral p53 (tumor
protein p53), a qual regula a passagem pelas fases G1/S e G2/M. A oncoproteina E7 liga-
se a proteina pRb (RB transcriptional corepressor 1), ativando fatores de transcri¢do que
induzem a transcricdo de genes, 0s quais promovem a progressdo do ciclo celular,
atuando nas fases G1 e S (KUMAR et al., 2016; KRISHNA et al., 2015)
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Desta forma, os genes E6 e E7 do virus HPV atuam no processo de inducgéo
da transformacdo celular e carcinogénese, sendo estes genes, considerados de maior
potencial de transformacdo do virus. Os estudos produzidos até entdo, ndo permitem
definir o papel do HPV na carcinogénese. A desregulacdo funcional destas moléculas
chaves oncosupressoras resulta numa proliferacdo celular descontrolada e no disturbio da
apoptose, levando ao cancer oral (KUMAR et al., 2016; KRISHNA et al., 2015).

1.4 CARCINOGENESE

O céancer é uma doenca genética proveniente de diversas mutacdes
acumulativas resultantes de alteracGes genéticas e epigéneticas provocadas por agentes
endogenos e exdgenos (HYNDMAN, 2016). Estas mutagOes estdo associadas ao
descontrole de programas essenciais como proliferacdo, morte e diferenciacdo celular. As
mutacdes podem ocorrer nos genes de reparo, genes supressores tumorais e proto-

oncogenes, levando ao desenvolvimento tumoral (LOPEZ-LAZARO, 2016).

Em condigdes fisioldgicas normais, as vias de transducéo de sinais controlam
a divisdo, a proliferacdo, a diferenciacdo, a senescéncia, adesdo e apoptose celular,
regulando a biologia oral dos ceratinocitos (KRISHNA et al., 2015). J& na carcinogénese,
ocorre um processo complexo em que varios eventos alteram quantitativamente a via
fisioldgica. (KRISHNA et al., 2015; JUREL et al., 2014).

Os danos genéticos e epigéneticos podem ativar mutacbes em proto-
oncogenes e genes supressores tumorais, com ganho e perda de funcdo. Respectivamente,
tais eventos levam a desregulacdo do ciclo celular a medida que o crescimento torna-se
autbnomo e mecanismos invasivos se desenvolvem (JUREL et al., 2014). As mutacdes
podem ocorrer nos fatores ou receptores de fator de crescimento, transdutores de sinal
intracelulares, nos inibidores da apoptose e reguladores do ciclo celular (HYNDMAN,
2016; JUREL et al., 2014; MARKOPOULOQOS, 2012).

Os oncogenes sdo 0s genes que sofrem mutacdes de ganho de fungdes sobre a
regulacdo proliferativa antes controlada (proto-oncogenes), cujos mecanismos de ativacao
incluem mutagOes pontuais e rearranjos de DNA que estéo provavelmente envolvidos na
iniciacdo e progressao da neoplasia oral. (HYNDMAN, 2016; JUREL et al., 2014).
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O campo de cancerizacdo € uma teoria da carcinogénese oral, a qual baseia-se
na formulacdo de que a uma exposi¢cdo do epitélio oral a fatores carcinogénicos, toda a
area estd em maior risco para o desenvolvimento de lesdes malignas pela acumulacéo de
alteracdes (RIVERA e VENEGAS, 2014; MARKOPOULOS, 2012; HOMSTRUP, 2009;
SLAUGHTER et al., 1953).

Segundo essa teoria, alteracbes moleculares iniciais em células de reserva
levariam a formacéo de um campo alterado, o qual apresenta clinicamente de aparéncia
normal e ndo é possivel de ser visualizado pelo profissional de satde. Logo em seguida,
este campo sofre expansdo e se estende sobre uma superficie maior da mucosa (RIVERA
e VENEGAS, 2014; MARKOPOULOS, 2012; HOMSTRUP, 2009; SLAUGHTER et al.,
1953).

Estima-se que para que haja transformacéo celular maligna em CEO, ocorra
cerca de seis mutacBes somaticas, combinada h& anos de exposi¢do aos carcindgenos
relacionados (Wright, 1998). A medida que a célula acumula estas alteracbes ou
mutacdes, torna-se funcionalmente independente do epitélio oral circundante constituido
por funcdes celulares normais e controlada, aumentando assim a capacidade de
proliferacdo (JUREL et al., 2014).

Alteragcbes moleculares adicionais levam ao aparecimento de uma lesé&o
precursora ou suscetivel a cancer. Novas alteracBes genéticas ou epigenéticas podem
levar a transformacdo maligna da lesdo precursora ou o aparecimento de nova lesdo
precursora proxima da lesdo transformada. Mesmo com a excisdo do carcinoma, a
mucosa de aparéncia clinica normal exibe alteracbes moleculares que podem leva-la a
formagé@o de novas lesbes precursoras ou carcinomas (RIVERA e VENEGAS, 2014;
MARKOPOULOS, 2012; HOMSTRUP, 2009; SLAUGHTER et al., 1953).

A medida que o tumor cresce e invade, tornando-se ainda mais agressivo,
ocorre a formacdo de novos vasos sanguineos, processo denominado neoangiogénese, 0
qual é essencial na formacdo de tumores provocando maior invasividade e metastases a
partir do local primario para tecidos adjacentes ou a distancia (JUREL et al., 2014;
MARKOPOULOQOS, 2012).

A via de sinalizacdo intracelular PI3BK/AKT/mTOR desempenha importantes

papeis nos diversos processos fisioldgicos normais, incluindo sobrevivéncia, migracao,
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proliferacdo, diferenciacdo celular, angiogénese, sintese de proteinas e metabolismo da
glicose, além de estar associada a uma série de processos 0Ncogénicos.
PISBK/AKT/mTOR é uma das vias de sinalizacdo mais frequentemente desreguladas no
cancer, incluindo os carcinomas de cabeca e pescoco (GARCIA-CARRACEDO et al.,
2016; SIMPSON; MELL; COHEN, 2015).

PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) € uma mediadora downstream dos
receptores da membrana celular tirosina quinases (RTKs) que sdo fosforilados apds a
ligagdo com o fator de crescimento. Em carcinoma de cabeca e pescogo, o heterodimero
de EGFR e PI3K apresenta-se superexpresso, ativando PI3K. A forma ativada de PI3K
fosforila o fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2), gerando fosfatidilinositol-trisfosfato
(PIP3), o qual inicia a ativagdo de AKT por sua translocacdo para a membrana
plasmatica, levando a uma alteracdo conformacional e sua fosforilagio (GARCIA-
CARRACEDO et al., 2016; SIMPSON, MELL e COHEN, 2015).

AKT, uma serina/treonina cinase, € um mediador central da via PI3K, e sua
ativacdo fosforila ainda mais proteinas multiplas que regulam numerosas respostas
celulares, incluindo apoptose, metabolismo, proliferacdo celular e crescimento celular. O
AKT ativado promove sintese protéica e proliferacdo celular por ativacdo do complexo
mTOR (Mechanistic Target Of Rapamycin), o qual fosforilado ativa cinases que alteram
a traducdo de RNA mensageiro e impulsiona o crescimento celular. O AKT ativado
também promove a degradacio da proteina supressora tumoral p53 (GARCIA-
CARRACEDO et al., 2016; SIMPSON; MELL; COHEN, 2015).

Alguns fatores transcricionais, ou proteinas que regulam a expressdo de
outros genes, também sdo alterados no cancer oral. A remodelacdo das expressdes
génicas € um importante desfecho na alteracdo das vias intracelulares. Acredita-se que 0s
fatores de transcricdo, como o EGFR e TWIST1 (Twist related protein 1), sejam
importantes promotores na proliferagdo celular e desenvolvimento do céancer oral
(JUREL et al., 2014).

Além da predisposicdo genética intensificar a progressdo tumoral, a
exposicdo crbnica a carcindgenos, como 0 benzopireno no tabaco podem modular a
expressdo TWIST1 e promover a migracao e invasao de células cancerigenas, danificando
o material genético (MARKOPQOULOS, 2012).
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1.4.1 Transicao Epitelial-Mesenquimal e Metéastase

A transicdo epitelial-mesenquimal (TEM) é um processo biologico que ocorre
no periodo embrionario pelo qual as células epiteliais perdem polaridade, adesdes célula-
célula (figura 3) e sofrem remodelacdo dramética do citoesqueleto que as permite
dissociar-se, como consequéncia de multiplas alteracbes bioquimicas e estruturais e
atingir o fenotipo de células mesenquimais (SMITH e BHOWMICK, 2016; KALLURI e
WEINBERG,2009).

Uma série de processos moleculares distintos é desencadeada para iniciar
uma TEM e permitir que ela progrida, estes incluem a ativagéo de fatores de transcricéo e
aumento significativo da producdo de componentes de membrana extracelular. O
processo de TEM confere a célula capacidade migratoria, invasividade e elevada
resisténcia a apoptose (SMITH e BHOWMICK, 2016; DIEPENBRUCK e
CHRISTOFORI, 2016; KALLURI e WEINBERG, 2009; ALBERTS et al., 2009).

A TEM ¢é acompanhada pela expressdao de novas proteinas de adesdo e
moléculas de sinalizacdo, que orientam a migracdo de células disjuntas para seu alvo
tecidual e pela expressdo de fatores de transcricdo, 0s quais controlam o destino das
células mesenquimais, expressao de proteinas de superficie celular especificas, producao
de enzimas de degradacdo da matriz extracelular e alteracbes na expressdo de
microRNAs especificos (DIEPENBRUCK e CHRISTOFORI, 2016; KALLURI e
WEINBERG, 2009).

Fenétipo Epitelial Fenétipo Intermediario Fenétipo Mesenquimal
Células em transicao

Células Epiteliais

Células Mesenquimais

Perda progressiva de marcadores
epiteliais e aquisigdo de marcadores
mesenquimais

FIGURA 3: Transicdo epitelial-mesenquimal: O programa de TEM envolve a transicdo funcional das
células epiteliais polarizadas em células mesenquimais com mobilidade e secretoras de componentes da
matriz extracelular. Fonte: Adaptado de Kalluri & Weinberg, 2009.
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Os exemplos mais bem estudados de TEM sdo aqueles que acompanham
eventos morfogénicos durante o desenvolvimento metazoario precoce, quando as células
do epitélio embrionério inicial sdo internalizadas para produzir tecido da mesoderme,
durante a gastrulacdo de Drosophila, onde a TEM foi observada pela primeira (MOLY et
al., 2016; KALLURI e WEINBERG, 2009; ZHENG et al., 2015).

A TEM ¢ encontrada em trés configuracdes bioldgicas distintas que
carregam diferentes consequéncias funcionais (Figura 4). A TEM tipo 1 esta associada a
implantacdo, formacdo de embrides e desenvolvimento de 6rgéos organizados para gerar
diversos tipos de células que compartilham fendtipos mesenguimais comuns (SMITH e
BHOWMICK, 2016; ZHENG et al., 2015; KALLURI e WEINBERG, 2009).

A TEM tipo 2 relaciona-se com a cicatrizacdo de feridas, regeneracdo de
tecidos e reparacdo gerada por fibroblastos e outras células relacionadas a este processo.
Ja a TEM tipo 3, ocorre em células neoplasicas que sofreram alteracdes genéticas e
epigéneticas, especificamente em genes que favorecem o crescimento clonal e o
desenvolvimento de tumores localizados (SMITH e BHOWMICK, 2016; ZHENG et al.,
2015; KALLURI e WEINBERG, 2009).

Estas alteracfes, afetam notavelmente oncogenes e genes supressores
tumorais e conspiram com o circuito fisioldgico regulador de TEM. Células de carcinoma
submetidas a TEM tipo 3 podem invadir e assim gerar a progressdo do cancer e
mestastases subsequentes (SMITH e BHOWMICK, 2016; ZHENG et al., 2015;
KALLURI e WEINBERG, 2009).

Alguns fatores de transcricdo como Twist, Snail e Slug foram observados
juntamente ao processo de TEM, e estes coordenam mudancas em larga escala na
expressdo de genes zig6ticos para induzir as mudancas na forma celular, adesdo e
polaridade necessaria para a internalizacdo do mesoderma e TEM (MOLY et al., 2016;
HEERBOTH et al., 2015; KALLURI e WEINBERG, 2009; ZHENG et al., 2015).
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FIGURA 4: Diferentes tipos de TEM. (A) A TEM tipo 1 estad associada a implantacdo e a gastrulagdo
embrionaria e da origem ao mesoderma e a endoderme e as células méveis da crista neural, culminando na
formacdo de tecido conjuntivo. (B) TEM tipo 2, contexto de inflamacéo e fibrose onde é expresso durante
longos periodos de tempo e pode eventualmente destruir um 6rgéo afetado se a inflamag&o primaria néo for
atenuada. (C) TEM de tipo 3, onde epitélios secundarios diversos podem se transformar em células
cancerigenas que posteriormente sofrem o processo de TEM, permitindo invasdo e metastase tecidual.
Fonte: Adaptado de Kalluri & Weinberg, 2009.

A proliferacdo excessiva de células epiteliais e a angiogénese sao indicacdes
da iniciacdo e do crescimento precoce dos canceres epiteliais primarios. A ativacdo de
TEM resulta na aquisi¢do de invasividade, inicialmente manifestada por invasdo atraves
da membrana basal, levando a disseminacdo metastatica, que também é facilitada pela
ruptura das juncdes aderentes intercelulares e adesdes célula-membrana extracelular
mediadas por integrinas (SMITH e BHOWMICK, 2016; KALLURI e WEINBERG,
2009).

Logo, a TEM vem sendo proposta como um mecanismo critico para a
aquisicdo de fendtipos malignos por células de cancer epitelial. A inducdo de uma TEM é
provavelmente um mecanismo central importante para a progressdo de carcinomas para
uma fase metastatica (SMITH e BHOWMICK, 2016; KALLURI e Weinberg, 2009).

A superfamilia de caderinas consiste em receptores transmembranares
homofilicos de célula-célula dependentes de calcio (Ca™?). A E-caderina é um marcador

critico de celulas epiteliais, como tal, o controle dindmico de sua expressdo e atividade
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desempenham papel fundamental no estabelecimento e na estabilidade de epitélios
durante o desenvolvimento (SEONG; YUAN; ARIKKATH, 2016).

E-caderina € tdo importante para a manutencéo da arquitetura do tecido adulto
quanto do tecido embrionério (SEONG; YUAN; ARIKKATH, 2016). Pode-se verificar
que a perda da funcéo da E-caderina esta generalizada em tumores epiteliais esporadicos
e que é proposto ser importante no desenvolvimento da maioria, sendo de todos o0s tipos
de tumores derivados do epitélio, devido ao blogueio dessa glicoproteina ser suficiente
para desencadear TEM em mamiferos (SEDGWICK e D’SOUZA-SCHOREY, 2016;
GUO et al., 2016).

Além disso, a perda da funcdo da E-caderina nos tumores resulta na rapida
progressdo de um adenoma benigno para um carcinoma invasivo metastatico. Tais
observacdes levaram a conclusdo que, a perda de E-caderina pode contribuir para a TEM
tanto pela perda da adeséo intercelular quanto pela alteracdo da sinalizacdo através da
ancoragem ou supressdo de proteinas citoplasmaticas associadas (SEDGWICK e
D’SOUZA-SCHOREY, 2016; GUO et al., 2016).

A B-catenina é um exemplo dessas proteinas citoplasmaticas (SEONG,;
YUAN; ARIKKATH, 2016). Logo, a perda da expressao de E-caderina em tumores esta
associada a um mau prognostico clinico em uma variedade de tumores de origem
epitelial. Uma variedade de estimulos desencadeia a TEM, no entanto, muitos destes
sinais parecem convergir para 0 mesmo ponto critico: a expressdo e/ou funcdo alterada
das caderinas (KONG et al., 2015; HUI et al., 2013)

Em contraste com a E-caderina, outras caderinas podem ser encontradas
associadas a TEM, como a N-caderina, proteina presente em fibroblastos, cuja expressao
¢ frequentemente regulada positvamente durante a TEM, conferindo as células um
aumento na motilidade, invasdo e progressdo tumoral. Devido a isso, o equilibrio entre a
expressdo de E-caderina e N-caderina é proposto como um dos fatores contributivos para
desencadear a TEM (KONG et al., 2015; HUI et al., 2013).

A manutencdo da S-catenina, proteina citoplasmatica de ancoramento que da
suporte ao citoesqueleto, € imprescindivel para a estabilidade funcional das caderinas e
sua ligacdo aos filamentos de actina (SEONG; YUAN; ARIKKATH, 2016). Dessa
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forma, a alteracdo do local de acéo de B-catenina, prejudica a integridade epitelial medida
pela E-caderina gerando sua perda de adesdo hemofilica e alteracdo da expressdo génica
(TANABE et al., 2016).

O acumulo de B-catenina no ndcleo, através de seu egresso do citoplasma
onde é o seu local de acdo, esta frequentemente associado a perda da expressdo da E-
caderina, correlaciona-se com a susceptibilidade ao processo de TEM e aquisicdo de um
fendtipo invasivo em processo patoldgico, como o cancer (WU et al., 2016; GUO et al.,
2016) (figura 5).

Notavelmente, as fungdes da [-catenina sdo desreguladas nos processos de
malignidades, consequentemente alterando negativamente as fungdes da E-caderina,
caracterizando a perda de adesdo célula-célula e também o aumento da transcricdo de
genes alvo na via de sinalizacdo do WNT, alguns dos quais sd@o oncogenes (WU et al.,
2016; GUO et al., 2016; KALLURI e WEINBERG, 2009).
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FIGURA 5: Regulacdo negativa de E-caderina pela B-catenina, desencadeando o processo de TEM, no qual
as células epiteliais sofrem modificacdo fenotipica profunda e se transformam em células mesenquimais,
adquirindo a capacidade de migracéo e invasao. (fonte: adaptado de WU et al., 2016).

A via de sinalizagio WNT desempenha um papel central na proliferacao

celular durante a embriogénese e em diversos processos patolégicos, como o cancer
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(SEDGWICK e D’SOUZA-SCHOREY, 2016; TANABE et al., 2016). As moléeculas de
sinalizacdo Wnt formam uma familia de glicoproteinas da membrana extracelular que

sinalizam com os receptores especificos (XU et al., 2016).

Os ligantes de Wnt ativam varias vias conhecidas, como a via candnica
Whnt/B-catenina, cuja desregulacdo da sinalizacdo esta envolvida em maultiplos tumores
regulando a iniciagdo, crescimento tumoral e a metastase. A maioria dos genes-alvo de
Wnt sdo transativados pela sua via de sinalizacdo e assim servem como efetores
(SEDGWICK e D’SOUZA-SCHOREY, 2016; TANABE et al., 2016).

Entre esses efetores estdo c-MYC, ZEB1 e TWISTL, fatores transcricionais
gue podem modular a transcri¢do de humerosos genes e transformar os sinais de WNT em
uma resposta de genoma completo (WU et al., 2016; GUO et al., 2016). Na regulacéo
negativa da ativacéo dos sinais de E-caderina e Wnt, tanto os niveis citoplasméaticos como
nucleares de B-catenina aumentam onde interagem com o crescimento celular e TEM
(TANABE et al., 2016) (figura 6).

O complexo E-caderina/B-catenina permite juncdes celulares estaveis. A B-
catenina, proteina-chave na sinalizacdo de WNT, separa-se do complexo de degradacéo,
acumula-se no citoplasma e transloca-se para o nicleo subsequentemente para
sensibilizar a via WNT durante a progressdao do (TANABE et al., 2016; SEDGWICK e
D’SOUZA-SCHOREY, 2016).
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FIGURA 6: mecanismos moleculares e vias de sinalizagdo envolvida durante o processo de iniciagdo de

TEM. (fonte: elaborada pelo autor)

Diversos estudos demonstram que outro fator preponderante a inducdo de
TEM, através de alteracdo na via WNT e proteinas E- caderina, N-caderina e f-catenina, é
0 gene TWIST1, que € encontrado silenciado na maioria dos tecidos adultos saudaveis,
porém hiperexpresso em diversos tipos de carcinomas, cooperando com motilidade
celular, invasividade e metéastase (REN et al., 2016; PALLIER et al., 2012).

1.4.2 O Gene TWIST1

O gene TWIST1 ou TWIST, foi identificado pela primeira vez em Drosophila,
como um dos genes zigdticos essenciais para a formacdo da mesoderme e também no
processo de diferenciacdo de diversos tipos de tecidos durante o desenvolvimento
embrionario inicial (CHEN e WU, 2015; ZHENG et al., 2015).



30

A origem do nome TWIST1 (ou “Torcdo” em portugués) foi baseado nas
observagdes feitas nos embrides de Drosophila que na auséncia do gene TWIST1 néo
passavam pelo processo de gastrulagdo normal, ndo produziam a formagéo da mesoderme
e morriam ao final da embriogénese (TSENG et al., 2015; QIN et al., 2012).
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FIGURA 7: Localizacéo do gene TWIST1 no cromossomo 7(p21. 2). Fonte: GeneCards, 2016.

O gene TWISTL esté localizado no brago curto do cromossomo 7 (7p21.2)
(figura 7) e codifica um fator de transcricdo hélice-alca-hélice basico (bHLH), que possui
similaridade com outro fator de transcricdo bHLH, o TWIST2 (DERMO1) (PIRINEN e
SOINI, 2013; WALLERAND et al., 2010).

A expressdo deste gene é fortemente encontrada em tecido embrionario,
principalmente o placentario, nas células trofoblasticas, por estar ligado ao processo de
transicdo epitelial-mesenquimal (PIRINEN e SOINI, 2013; WALLERAND et al., 2010).
A expressdo de TWISTL e encontrada durante os trés trimestres intrauterinos, esta ligado
ao controle de muitos 6rgdos e tecidos neste periodo e também em derivados do
mesoderma, tecidos conjuntivos em adultos, como os musculos lisos e estriados, células
do sangue e medula dssea, 6rgdos reprodutores e excretores (PIRINEN e SOINI, 2013;
WALLERAND et al., 2010).

Durante o periodo de inicio da gastrulacdo, os niveis de expressdo de TWIST1
sdo altamente elevados na camada mesodérmica dos embriGes e € quantitativamente
semelhante entre todas as células que participam da invaginacdo do sulco ventral
(PIRINEN e SOINI, 2013; WALLERAND et al., 2010).

Ademais, é responsavel pelo controle da expressdo de varias citocinas
inflamatdrias e também nos mecanismos da via de sinalizacdo hedgehog, que da as
células embrionérias informagdes para o embrido desenvolver-se de maneira correta
(PIRINEN e SOINI, 2013; WALLERAND et al., 2010).
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Em humanos, TWIST1 foi identificado pela primeira vez na sindrome
Saethre-Chotzen (SCS), que apresenta-se como autossOmica dominante, sendo
caracterizada por uma série de ma formacdes Gsseas do cranio e da face, as quais devem-
se ao fato do gene também estar relacionado a regulacdo de varios genes de auxilio na
formacéo Ossea, como os genes FGFR2 (fibroblast growth factor receptor 2) e RUNX2
(runt related transcription factor 2) (TAHIRI., et al 2015; BESSENYEI, et al., 2014;
BIALEK ; KERN; YANG, 2004 ).

O gene RUNX2 atua na diferenciacdo e manutencdo éssea e cartilaginosa,
possuindo um papel critico na regulacdo. Acredita-se que TWIST1 mantém as células
mesenquimais indiferenciadas através da regulacdo negativa de RUNX2, cuja expressao
para a diferenciacdo osteoblastica s6 ocorre apds uma diminuicdo da expressdo de
TWIST1 (TAHIRI et al., 2015; BESSENYEI et al., 2014; BIALEK; KERN; YANG,
2004).

Em estudos realizados em Drosophila, foi demonstrado que TWIST1 induz
diretamente a expressdo de FGFR (Fibroblast Grow Factor Receptor) e que a mutacao
deste gene, o FGFR, em humanos € transportada juntamente a mutacdo de TWIST1 em
casos da SCS (TAHIRI et al., 2015; BESSENYEI et al., 2014; CONNERNEY et al.,
2006).

TWIST1 e FGFR2 estdo relacionados ao processo de sinalizagcdo e
manutencdo nas células embrionarias, onde TWIST1 atua como regulador das vias FGF
(Fibroblast Grow Factor) no processo de embriogénese e FGFR2 desempenha
importante papel no desenvolvimento 6sseo, em especial durante o periodo embrionério
(TAHIRI et al., 2015; BESSENYEI et al., 2014; CONNERNEY et al., 2006).

A expressdo ectépica de TWISTL esta diretamente ligada ao processo de
progressdo da malignidade tumoral, TEM, invasdo e metastases, enquanto sua supressao
tem efeito oposto indicando funcdo altamente oncogénicas para este gene. TWIST1 tem
sido descrito estar expresso em varios tipos de canceres invasores, incluindo o cancer
oral, mama, pulmdo, bexiga e figado (XU et al., 2016; QIN et al., 2012).
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A superexpressdo de TWIST1 tem sido observada em tecidos tumorais de
CEO quando comparados a tecidos normais, indicando que TWIST1 pode ter uma relacéo
com a carcinogénese oral. Diferencas significativas na expressdo génica podem ser
observadas nos grupos com baixa diferenciacdo, estadio clinico avancado, presenca de

metastase linfonodal e recidiva local, respectivamente (ZHOU et al., 2015).

Estudos em carcinoma mamario metastatico tém mostrado que a expressao
ectopica de TWISTL1 resulta na perda de adesdo mediada por E-caderina, ativa marcadores
mesenquimais e induz a motilidade celular, sugerindo que TWIST1 promove TEM. Ja a
supressdo deste gene inibe a capacidade metastatica da glandula mamaria para o pulméo
(PALLIER et al., 2012)

Estudos em céancer de pulm@ mostram que o silenciamento de TWIST1
suprime a invasdo e metastase, acompanhando aumento da expressdo da E-caderina e
diminuicdo da expressdo da N-caderina e vimentina (WEI et al., 2016), sugerindo que
Twist funcione como uma oncoproteina, e sua expressdo aumentada esta positivamente

correlacionada a invasividade e mau progndstico clinico (HUI et al., 2013).

Analises na expressdao de RNA revelam alteracdo entre tecidos normais e
amostras de tumor avancado de CEO em diversos genes que alteram as interacfes
intercelulares e as vias de transducgéo de sinais envolvidos nos processos de motilidade e
invasdo, entre esses TWIST1, cuja expressdao foi fortemente correlacionada com a
supressdo da expressdo de  E-caderina, propiciando invasividade e diagnostico
desfavoravel em CEO (KONG et al., 2015; SILVA et al., 2014).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a expressdo do gene TWIST1 em espécimes de CEO provenientes de pacientes

usudrios do Sistema Unico de Sautde no Estado do Para.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Avaliar se ha alteracdo na expressdo de RNAm do gene TWIST1 em CEO;

« Identificar se ha relacdo entre o estadiamento dos tumores e a alteracdo da expressao
neste gene;

 Correlacionar a expressdo do gene TWIST1 com as demais caracteristicas clinico-

patoldgicas dos tumores estudados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Neste estudo foram avaliados um total de 48 pacientes, destes, 35 pacientes
confirmados com CEO pela patologia clinica bucal do Hospital Universitario Jodo de
Barros Barreto (HUJBB), através de analise imunohistoquimica, e 13 pacientes
voluntarios sadios também da patologia clinica bucal do HUJBB. Vale ressaltar que o
presente estudo foi aprovado pelo comité de ética e Pesquisa e possui fomento sob edital
n®011/2013 PPSUS — 2013/FAPESPA.

3.2 AMOSTRAS

Na correlacdo dos dados clinicos-patologicos pode-se observar que dos 35
casos registrados de pacientes portadores de CEO, 85,7% (30) corresponderam a
pacientes acima de 50 anos. Em relacdo a género, 51% (18) dos pacientes com CEO,
corresponde ao género masculino. A utilizacdo simulténea de alcool e tabaco foi o habito

mais frequente relatado em 90% (31) dos pacientes avaliados de ambos 0s géneros.

Com base na classificacdo TNM, o tamanho tumoral "T1 ou T2" apresentou-
se em 51,42% (menor agressividade) “T3 ou T4” (maior agressividade) (48,57%) e a
auséncia de metastase linfonodal regional "NO" (67,7%) foram mais frequentemente
relatados. A presenca de metéstases distantes ndo péde ser observada no momento do
diagndstico (tabela 1).
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- Frequéncia

Caracteristicas Absoluta  Percentual
. Masculino 18 51%
Geénero Feminino 17 49%
>50 30 86%
Idade <50 5 14%
o Lingua / Assoalho Bucal 13 37%
Localizagéo Outras Localizagdes 22 63%
T1-T2 18 51%
Tamanho T3-T4 17 49%
) . NO 24 68%
Metastase Linfonodal  oytros 11 3206
Metastase a Distancia Mx 0%
. Fumante 27 7%
Tabagismo N&o Fumante 6 17%
N Etilista 19 549%
Etilismo Néo Etilista 14 40%
Tabagismo e Etilismo 17 48%

TABELA 1: frequéncia absoluta e percentual dos dados clinico-patoldgicos dos 35 pacientes estudados.

3.3 PCR TEMPO REAL

O RNA total das amostras foi extraido utilizando o RNeasy mini Kit
(Qiagen®) seguindo as instrucdes do fabricante. A concentragdo e qualidade do RNA
foram determinadas através do SpectraMax® i3 Multi-Mode Detection Platform e géis de

agarose a 1%.

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando kit de conversédo
High-Capacity cDNA, de acordo com o protocolo do fabricante (Life technologies®). A
sonda alvo (TWIST) bem como controle enddgeno utilizados foram do sistema TagMan

(Thermo Fisher Scientific®).

Como controle enddgeno, foi selecionado um gene de expressdo basal
(GAPDH), sendo considerado ideal para estudos com amostras ou linhagens de CEO
(ZHENG et al 2015; YANG et al., 2010).

Todas as reacgdes g-PCR foram realizadas em triplicata para o gene alvo, bem
como para os controles endogenos. A quantificacdo relativa (RQ) da expresséo génica foi

calculada pelo método do Ct comparativo, na qual ACt representa a diferenca limiar no
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numero de ciclos entre o gene alvo e controle enddgeno, e AACt representa a diferenca

entre o grupo teste e o calibrador.
34 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos foram avaliados pelos testes de Mann-Whitney,
Shapiro-Wilk, Teste T e Qui-Quadrado e correlacionados com os dados clinicos-
patologicos dos carcinomas epidermoides bucais estudados, através dos programas
estatisticos Bioestat® versdo 5.3 (Ayres et al., 2011) e SPSS versdo 17.0 (SPSS, Chicago,

IL). E foram considerados estaticamente significativos os valores de p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos deste estudo foram conduzidos com a finalidade de verificar o
padrdo de expressdo do gene TWIST1 em espécimes de CEO e espécimes orais sadios a
fim de correlacionar a quantificacdo da expressdo com alguns dados clinicos, como
também correlacionar os dados clinicos entre si (género, idade, localizacdo anatémica,
tamanho do tumor, estadiamento, hébitos de tabagismo e etilismo) em 35 pacientes com
CEO.

A avaliacdo da distribuicdo dos pacientes sadios e portadores de CEO foi
analisada pelo teste estatistico de Shapiro-Wilk, onde foi percebido que os dados nao
estavam distribuidos num padrdo de normalidade, apos isso foi realizada a comparacao
entre os grupos pelo teste de Mann-Whitney, evidenciando o valor estatistico de
p<0,0001.

O presente estudo demonstrou diferencas significativas na expressdo de TWIST1
qguando comparada a tecidos orais sadios. Baseando-se na diferenca do threshold de
ciclagem médio (cT) entre os grupos, observamos que 0s tumores estavam com a
expressdao de TWISTL cerca de 25 vezes maior do que em tecidos sadios (figura 8)

(gréfico 1).
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FIGURA 8: Reacdo de g-PCR com o gene alvo TWIST1 e GAPDH em amostra de paciente portador de
CEO. (Fonte: elaborada pelo autor).
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GRAFICO 1: Relagdo da expressdo de TWIST1 em tecidos tumorais quando comparados a tecidos néo

tumorais sadios.

As vias exatas pelas quais TWIST1 regula o inicio e a progressdo do cancer
ainda sdo desconhecidas. O que ja esta bem elucidado é que o fator de transcricdo
TWIST1 é um importante regulador positivo que ativa TEM em células cancerigenas e
ativa diversos genes-alvo que promovem a desdiferenciacdo e mobilidade celular (Tanabe
et al., 2016). O gene TWIST1 esta superexpresso em varios tumores solidos de carater
epitelial, incluindo as formas agressivas e metastaticas (XU et al., 2016; QIN., et al .,
2012).

Kong et al. (2015) avaliaram a expressdo de TWIST1 e ZEB2, dois fatores
transcricionais do periodo embrionario, em CEO como um possiveis marcadores de
TEM. Notavelmente, a co-expressdo de TWIST1 e ZEB2, foi significativamente
prevalente em pacientes com sobrevida baixa, particularmente em doentes sem metastase

de nodulos linfaticos.

TWISTL1, através de sua expressdo aumentada, parece ainda regular

negativamente a expressdo de E-caderina paralelamente a uma expressédo positiva de N-
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caderina, prejudicando as juncgdes de ligacbes célula-célula, e interferindo na homeostase
epitelial (WEI et al., 2016). Corroborando com isso, um estudo produzido por Yang et al.
(2004) observaram uma correlacdo entre a perda da expressdo das proteinas E-caderina e
a superexpressdo de TWIST1. Em contrapartida, outros marcadores fibroblasticos que
estdo diretamente ligados ao processo de TEM, como a N-caderina, mostravam-se

positivamente induzidos.

WANG et al. (2013), investigando a expressdo de Twist e E-caderina em
tecidos de cancer de ovério e o processo de TEM na metéastase, observaram um aumento
abundante de Twist e uma diminuicdo da E-caderina em comparacdo com os tecidos
ovarianos normais. Quando o gene TWIST1 foi silenciado em linhagem celular de cancer
de ovério, a expressdao de E-caderina aumentou significativamente, sugerindo que a
expressdo de E-caderina € regulada negativamente pelo gene TWIST1 em cancer de

ovario, facilitando o processo de TEM.

HAO et al. (2012) observaram que o silenciamento de TWIST1 resultou num
aumento quintuplo no RNAmM de E-caderina e numa diminuicdo de aproximadamente
85% nos niveis de RNAmM de N-caderina. Em contraste, a superexpressdao de Twist
diminuiu dramaticamente a E-caderina e aumentou os niveis de N-caderina. Desta forma,
este grupo de pesquisadores sugeriu que a expressdo reduzida de E-caderina é um evento
chave nos canceres epiteliais e que Twist tem desempenhado um papel significativo na

regulacao dos perfis de expressdo transcricional de N- e E-caderina.

Estudos recentes como o de ZHENG et al. (2015) forneceram evidéncias in
vitro de que a sinaliza¢do de B-catenina € essencial para facilitar a invasdo de células de
CEO e sugeriram que TWIST1, através de sua expressdo alterada, regula a sinalizacdo de
[-catenina neste tipo tumoral, propondo que este eixo de sinalizacdo TWIST1/B-catenina

aumenta o potencial de invasividade celular, promovendo a progressdo tumoral.

FINLAY et al. (2015) observaram a superexpressao do gene TWIST1 em
cancer metastatico de mama. Seus experimentos demonstraram que o silenciamento de
TWIST1 provocou a diminuicdo da capacidade de migracdo e invasédo celular, sugerindo
que este gene é um potencial alvo terapéutico, clinicamente significativo para o

tratamento de tumores solidos metastaticos.
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Similarmente, ZHANG et al. (2015) avaliaram o papel do gene TWIST1 em
cancer gastrico e os resultados mostraram que a expressao deste gene conferia resisténcia
as células, além de promover um aumento da capacidade de proliferacdo e invaséo das

células.

DAI et al. (2012) investigaram a superexpressao de TWIST1 e seu papel na
invasividade tumoral em linhagem celular de CEO e observaram que houve expressao de
uma fusdo proteica estavel de Myc/Twist na linhagem celular, localizada principalmente
no ndcleo. Também foi observado que TWIST1 inibiu significativamente a atividade do

promotor de E-caderina e aumentou a invasao celular.

Outro fator que também parece estar envolvido na expressao de TWIST1 é o
HIF-1a (Hypoxia-inducible factor 1-alpha), o qual em condicgdes estabilizadas de hipdxia
regula positivamente diversos genes que promovem a sobrevivéncia celular, a metastase e
a agressividade em condicOes de escassez de oxigénio. YANG et al. (2008) observaram
que HIF-1a promove TEM e fendtipos metastaticos em carcinoma de cabeca e pescoco,
através de regulacdo positiva da expressdo de TWIST1. A repressdo de TWISTL inverte o

processo de TEM e fendtipos metastaticos.

JOUPPILA-MATTO et al. (2011) observaram que em carcinoma de
orofaringe a expressdo TWIST1 e SNAIL em células estromais estd associada a
caracteristicas histopatoldgicas e clinicas que indicam doenca progressiva. Por outro lado,
a baixa expressdo desses fatores de transcricdo que promovem TEM prediz um melhor
prognostico. Além disso, eles constataram que 0s pacientes com expressdo de TWIST1

em células epiteliais apresentam um maior risco a desenvolver metéstases linfonodais.

Sendo assim, a massiva demonstracdo na literatura de que a superexpressao
do gene TWIST1 esté correlacionada com o desenvolvimento e a progressdo de diversos
tipos de céncer, sugere que a superexpressao deste gene observada nas amostras do
presente trabalho (100% dos tecidos tumorais em relacdo ao tecido normal) pode ter
exercido um papel importante no desenvolvimento do CEO nestes pacientes,

independente do estadiamento.

No presente estudo foi avaliada a correlacdo entre a expressdo do gene
TWIST1 e os dados clinico-patologicos (género, idade, tabagismo, etilismo, TNM,

estadiamento). No entanto, ndo foi observada correlagéo estatisticamente significativa
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destes com a expressdo aumentada do gene. Para este fim, foram utilizados os testes de
Qui-quadrado e exato de Fisher, através do programa estatistico Bioestat 5.3 e do
programa SPSS verséo 17.0.

No estudo de WUSHOU et al. (2012) propuseram em seu estudo que Twist
pode servir como um marcador molecular util para predizer risco de metastase linfonodal
e mau prognostico no CEO, pois a expressao de Twist foi positivamente associada com

metastase e nddulos linfaticos, assim como com a recorréncia do tumor.

ZHUO et al. (2014), em anélise da associacdo da expressdo de TWIST1 com
parametros clinico-patoldgicos de pacientes com carcinoma de nasofaringe, observaram
que ndo foram encontradas associagdes entre a superexpressao do gene com idade e
género, resultado coincidente com o presente estudo. Ademais, o estudo de ZHUO et al.
(2014) encontrou associacdo marcadamente superior entre a expressao de TWIST1 e
metastases linfonodais e distantes quando comparados a pacientes sem metastases,

confrontando com nossos achados.

No presente estudo, quando analisados os dados clinico-patoldgicos entre si,
foi observado gque o paciente etilista tem nove vezes mais risco de desenvolver metastase
linfonodal em relacdo ao ndo etilista; p= 0,02, OR= 9,1 (IC 95% 1,493-56,295). Foi
constatada uma tendéncia estatistica para o fato de que o paciente etilista tem cinco vezes
mais risco de invasdo do tecido conjuntivo ou lamina prépria (T3-T4) em relacdo ao nao
etilista; p= 0.061, OR=5,2 (IC 95% 1,068-25,309).

Foi observado por QILONG et al. (2016) uma reducdo significativa na
sobrevida de trés a cinco anos em etilistas com carcinoma de orofaringe sem metastase
linfonodal. Para os etilistas, as taxas de sobrevivéncia de trés a cinco anos foram de 43%
e 36%, respectivamente, enquanto para os nao etilistas os valores correspondentes foram
63% e 58%, respectivamente, demonstrando que o consumo de alcool foi um fator

independente para a sobrevida dos pacientes.

Em CEO, o consumo de alcool estd provavelmente relacionado ao efeito
citotoxico local nas células que revestem os tecidos epiteliais da cavidade oral, da faringe

e do esbfago que ficam expostos & agentes carcinogénicos (LOPEZ-LAZARO, 2016).

FORSYTH et al. (2010) comprovaram em seu trabalho a relacdo de

progressdo maligna e o alcool em linhagens celulares de adenocarcinoma de mama e de



42

colon retal, promovendo a progressdo de cancer e estimulando a TEM em celulas

cancerigenas.

Por fim, em nossos dados, foi observada uma tendéncia estatistica para o fato
de que o paciente tabagista apresenta maior risco de desenvolver metéstase linfonodal,

em relacdo paciente ndo tabagista (p=0,058).

Os achados de DANIEL et al. (1993) e DANIEL (1988) parecem estar de
acordo com o presente estudo, pois foi observado em amostras de cancer de mama que 0s
fumantes apresentavam maior frequéncia de metastases linfonodais em relagcdo aos nao-

fumantes.

SINGH et al. (2015) constataram que a maior incidéncia de CEO foi no grupo
com hébito de tabagismo e os sitios mais afetados foram a mucosa jugal, a lingua e o

sulco gengivo-jugal, devido a exposicdo direta ao tabaco e seus agentes cancerigenos.

MADANI et al. (2014) observaram em seu estudo com CEO que as taxas de
consumo de tabaco foram significativamente maiores em individuos com céancer oral em
relagdo ao grupo controle, concluindo que o cancer oral esta etiologicamente relacionado
ao habito de fumar.

JUNG et al. (2016) e SIFAKI-PISTOLLA et al. (2017) em suas pesquisas,
compararam o risco de desenvolver cancer de pulmao com o tabagismo, cujos resultados
demonstraram um risco significativamente maior de morte por cancer de pulmdo em

fumantes quando comparados aos nao fumantes e ex-fumantes.

Apesar de o tabaco ser um fator de risco mais forte do que o consumo de
alcool, o aumento de consumo deste Gltimo, aumenta o risco para o desenvolvimento do

cancer de cabeca e pescoco (ZHANG et al., 2015).

Tal informagdo foi confirmada por ZYGOGIANNI et al. (2011)
demonstraram que 0 uso concomitante de tabaco e &lcool contribui para uma maior

incidéncia de vérias neoplasias malignas, especialmente carcinoma de cabeca e pescoco.

Por outro lado, JERJES et al. (2012) observaram que a reducao nos habitos de
tabagismo e etilismo levou & uma reducdo significativa da mortalidade em trés anos,
mostrando que a pratica crénica de fumar e beber esta relacionada a um mau prognostico

em pacientes com cancer oral, levando a um aumento da mortalidade.
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Dessa forma, o tabaco, através de seus componentes carcinogénicos e
mutagénicos, parece interferir nas vias de sinalizagdes importantes para o CEO. O alcool
por sua vez, pode atuar como fator sinérgico favorecendo a penetracdo dos agentes

presentes no tabaco, através da agresséo ao epitélio oral.
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5. CONCLUSAO

O gene TWIST1 encontra-se superexpresso em CEO, embora ndo tenha sido
encontrada significancia estatistica entre a superexpressao e os dados clinico-patoldgicos
dos pacientes. No entanto, apesar da auséncia de correlagdo estatistica, estas
caracteristicas podem ter influenciado no inicio do processo neoplasico ou até mesmo

estar influenciando na progressao deste tipo tumoral.

Os pacientes etilistas apresentam uma chance nove vezes maior de
desenvolver metastase linfonodal e uma tendéncia estatistica a invasdo do tecido
conjuntivo. Ademais, em pacientes tabagistas observou-se maior chance de

desenvolvimento de metastase linfonodal.

Desta forma, o gene TWIST1 assim como fatores etioldgicos pesquisados

demonstraram ser relevantes ao processo de carcinogénese em CEO.
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