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RESUMO

O carcinoma epidermdide de cabeca e pescoco (CECP) apresenta alta taxa de
mortalidade e morbidade de individuos em todo o mundo. Apesar de diversos estudos
apresentarem possiveis biomarcadores (BM) para o CECP, ndo ha um BM especifico
estabelecido para esta doenca. O objetivo deste trabalho foi avaliar o papel do VEGF-
C, COX-2 e IL-17A como possiveis BM do CECP, uma vez que sua sobrexpressao
tem sido relacionada com o pior prognéstico da doenca. Foi realizado um estudo
clinico transversal aprovado pelo Comité de Etica CEP/UFES n° 99.242/2012. Dados
clinicos-patolégicos e amostras biolégicas de 124 pacientes com CECP e 29
individuos saudaveis foram coletados. A deteccéo da expressdo do mRNA de VEGF-C
e COX-2 foi realizada por ensaio de q°PCR em amostras de tumor e tecido normal. A
avaliacdo da expressdo proteica de VEGF-C e COX-2 foi realizada em soro de
pacientes com CECP e controles por western blotting. O nivel de IL-17A (pg/ml) foi
mensurado por citometria de fluxo. A analise estatistica dos dados mostrou aumento
da expressao relativa do mRNA de VEGF-C em tecido tumoral foi observada em
pacientes com metastase em linfonodos (p= 0,027), em relacdo ao grupo sem
envolvimento linfonodal (0,043) e as amostras de tecido normal (0,031); Alteracdo da
expressdo proteica de VEGF-C em soro de pacientes com CECP em estagio
avancado da doenca (Ill/IV) (p=0,01) foi observado em comparagcdo com grupo em
estadiamento inicial (I/ll) (p= 0,03) e controle (p= 0,003). COX-2 nao apresentou
diferenca significante em nenhum dos parametros e tipos de amostras bioldgicas
analisadas. O nivel de IL-17A mostrou-se elevado nas amostras de soro de pacientes
com CECP (p=0,04), no estadiamento incial da doenca (I/ll) (p= 0,03), em tabagistas
(p= 0,04) e nos individuos sem metastase em linfonodos regionais quando
comparados ao grupo controle (p= 0,04). VEGF-C e IL-17A se mostraram como
potenciais BM do CECP em amostras de soro, sendo uma forma menos invasiva e
mais viavel para avaliagdo do estado do paciente, enquanto que para COX-2 séo

necessarias novas abordagens para avaliar seu papel no CECP.

Palavras-chave: Carcinoma epiderméide de cabeca e pescoco; biomarcadores; VEGF-
C; COX-2; IL-17A.



ABSTRACT

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is one of the most frequent types
of cancers presenting a high mortality rate and morbidity rate for individuals worldwide.
Although several studies present possible biomarkers (BM) for HNSCC there is no
specific BM established for this disease. The objective of this work was to evaluate the
role of VEGF-C, COX-2 and IL-17A as possible BM of HNSCC, since their high
expression has been related to a worse prognosis of the disease. A cross-sectional
clinical study, approved by the CEP/UFES Ethics Committee n°99.242/2012, was
performed. Biological samples and clinical-pathological data from 124 patients with
HNSCC and 29 healthy individuals were collected. The detection of VEGF-C mRNA
and COX-2 expression was performed by qPCR trials on tumor tissues and normal
tissue samples. The evaluation of VEGFC and COX2 protein expression was
performed with serum from both HNSCC patients and a control group by Western
blotting. The level of IL-17A (pg/ml) was measured by flow cytometry. Increased
relative expression of VEGF-C mRNA in tumor tissue was observed in patients with
lymph node metastasis (p=0,027) compared to without lymph node metastasis
(p=0,043) and normal tissue samples (p=0,031);Variation of VEGF-C expression in
serum of patients in advanced stages of the disease (lll/IV) was observed (p=0,01) in
comparison with patients in initial stages (I/ll) (p = 0,03) and also the control group
(p=0,003). COX-2 did not present a significant difference in any of the parameters of
the biological samples analyzed. The level of IL-17A was higher in the serum samples
from patients in the initial stages of HNSCC (I/1l) (p=0,03), in smokers with the disease
(p=0,04) and in those without regional lymph node metastases(p=0,04) when
compared to the control group. VEGF-C and IL-17A were shown to be potential
biomarker of HNSCC in serum samples, being a less invasive and more feasible way
to evaluate the patient's condition, whereas for COX-2 new approaches are necessary

to evaluate its role in HNSCC.

Keywords: Head and Neck Squamous Cell Carcinoma; Biomarkers; VEGF-C; COX-2;
IL-17A.
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1 INTRODUCAO

1.1 Contextualizacdo do Cancer de Cabeca e Pescoco

O cancer é considerado atualmente o maior problema de saude publica mundial
(SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2015). Nas ultimas décadas a populacdo apresentou
uma mudancga significativa em seus habitos de vida com o aumento da ingestao de
bebidas alcodlicas, drogas e a exposicdo a substancias xenobibticas, o que
contribuiu para o aumento da incidéncia desta doenca (WEIDERPASS, 2010). De
acordo com a estimativa do INCA (2016), espera-se para o biénio 2016/2017 a

ocorréncia de 600 mil novos casos de cancer somente no Brasil.

O cancer de cabeca e pescoco (CCP) corresponde a um conjunto heterogéneo de
neoplasias que acometem a regido da cabeca e pescoc¢o e estd entre os canceres
mais frequentes no mundo (PAI; WESTRA, 2009). Os sitios anatbmicos que estédo
incluidos nesse grupo de neoplasias constituem a cavidade oral; faringe; orofaringe;
cavidade nasal e seios paranasais; laringe; e glandulas (COLOMBO, 2009). O
principal tipo histolégico do CCP é o carcinoma epiderméide de cabeca e pescoco
(CECP), com origem no epitélio de revestimento, correspondendo a cerca de 90%

dos casos da doenca (LIU et al., 2017).

Apesar dos avancos recentes na terapéutica contra o cancer, a mortalidade
relacionada ao CCP permanece elevada (SVIDER et al., 2017). Para 2012 foram
estimados 700 mil novos casos de CCP no mundo com uma taxa de mortalidade de
375 mil pessoas pela doenca. Até 2030 € previsto um aumento de 34% da doenca
com expectativa de mais de 1 milhdo de novos casos e quase 600 mil Obitos
(FERLAY et al., 2014). Além disso, a maioria dos pacientes recebe diagndstico em
estagio tardio da doenca e os tratamentos atualmente empregados no tratamento do
CCP, cirurgia, quimioterapia e radioterapia, estdo associados a morbidez dos
pacientes como a dificuldade em comer, engolir e falar, diminuindo portanto a

qualidade e expectativa de vida dos mesmos (SCHMIDT et al., 2016).
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O tipo de terapia a ser empregada depende de parametros clinicos e
histopatologicos do paciente (GALBIATTI et al., 2013). O estadiamento clinico do
tumor € um aspecto relevante para a decisdo do tratamento a ser utilizado. O
sistema de estadiamento TNM tem sido adotado para classificacdo dos tumores
primérios e é baseado no tamanho do tumor (T), na presenca de metastase em
linfonodos (N) e de metéastase a distancia (M), sendo classificado de | a IV de acordo
com o estagio de desenvolvimento da doenca (COLOMBO, 2009). A metastases em
linfonodos regionais é o principal fator considerado na tomada de decisdo da terapia
do doente e no prognostico do CECP, sendo o principal fator independente
associado ao prognésitco do paciente com CECP (KISHIMOTO et al., 2003).

Em pacientes que se encontram em estagio inicial do CECP (estadiamento | e Il), o
principal tratamento empregado é o uso individual de radioterapia ou cirurgia. Em
estadiamentos mais avancados (lll e IV), o tratamento combinado é recomendado, o
que pode levar a cirurgia com posterior radioterapia, radioterapia e quimioterapia, ou
as trés modalidades associadas (SCHMIDT et al., 2016). Contudo, tumores com
mesmo estadiamento clinico podem ter evolucdo e crescimento diferentes,
demostrando a relevancia da andlise de fatores que complementem as informacdes
para se estabelecer o prognéstico da doenca e dirijam o paciente para um
tratamento mais adequado (THOMAS; NADIMINTI; REGALADO, 2005).
Compreender a importancia da heterogeneidade desses tumores, pode permitir a
adaptacdo do tratamento usual e o refinamento de protocolos de tratamento

melhorando o progndstico do paciente (SCHMIDT et al., 2016).

1.2 Fatores de Risco

A exposicao crbnica a carcinégenos como o0 tabaco, alcool, virus oncogénicos e
inflamacé@o podem lesar genes e grandes por¢cdes do material genético. O acumulo
destas alteragbes pode levar ao desenvolvimento de lesGes pré-malignas e a um

subsequente carcinoma invasivo (CHOI; MYERS, 2008).
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Os principais fatores de risco associados ao desenvolvimento do CCP sao o
tabagismo, etilismo e a infec¢do por Papilomavirus Humano (HPV) (LIU et al., 2017).
No Brasil, o CCP apresenta uma ocorréncia maior entre a quinta e a sétima décadas
de vida (INCA, 2016). Contudo, a frequéncia da doenca tem aumentado em
individuos mais jovens em decorréncia do maior consumo de drogas e a elevagéo
da incidéncia de HPV (ALVARENGA et al., 2008).

E bem estabelecido que o tabagismo é um fator de risco dominante para o
desenvolvimento do CECP (PAI; WESTRA, 2009). A carcinogénese originada pelo
tabaco € dose dependente, ou seja, o risco de desenvolver a doenca é relacionado
com a intensidade e duracdo do habito de fumar. O cigarro contém nitrosaminas e
hidrocarbonetos policiclicos carcinogénicos genotéxicos que podem aumentar o
risco de doenca por levar a alteracdes do perfil molecular dos individuos e causar
mutacdes (GALBIATTI et al., 2013). Além disso, a nicotina, um composto psicoativo
que causa a dependéncia ao cigarro, tem sido relacionada com a protecdo de
células tumorais contra apoptose, a promoc¢do da angiogénese tumoral, a
proliferacéo celular in vitro de linhagens tumorais e com uma maior agressividade do
fendtipo tumoral (ZHANG et al., 2007).

O tabagismo associado ao etilismo aumenta em 30 vezes o0 risco de
desenvolvimento de CECP (INCA, 2014). Assim como o tabaco, a relacdo entre o
consumo de alcool é dose dependente, ou seja, quanto maior o consumo de alcool,
maior o risco de desenvolver CECP (HASHIBE et al., 2007). Este papel sinérgico
entre estes fatores de risco se da pelo fato de o alcool atuar como solvente, levando
a exposicao da mucosa a agentes carcinogénicos e aumentando a sua absorcao.
Ademais, o metabolismo do etanol leva a geracdo de aceltadeido. Este metabdlito
gera radicais livres que prejudicam a homeostase anti-oxidante levando a lesbes
teciduais (GUO; JUN, 2010), e é um potente carcindégeno, uma vez que pode levar a
formacdo de adutos de DNA, que interferem na sintese e reparo desse acido

nucléico levando ao acumulo de mutacdes (GALBIATTI et al., 2013).

A susceptibilidade e predisposi¢cdo genética influenciam no desenvolvimento do
CCP, o que pode estar particularmente relacionado a incidéncia da enfermidade em
individuos que ndo estdo expostos a fatores de risco, destacando a relevancia do

estudo de bases genéticas e moleculares associadas ao CECP (COLOMBO, 2009).
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1.3 Biomarcadores

Define-se como biomarcadores (BM) “alteragdes celulares, bioquimicas ou
moleculares que sdo mensuraveis em meios bioldgicos tais como tecidos, células ou
fluidos” (HULKA BS, GRIFFITH JD, WILCOSKY TC, 1991). De acordo com Naylor
(2003) amplia-se este termo para uma caracteristica que pode ser mensurada e
avaliada como indicador de um processo biolégico normal, processo patogénico ou

uma resposta farmacolégica a uma intervencéo terapéutica.

O uso de BM pode oferecer fatores de prognéstico mais rapidos, especificos e
precisos, 0 que leva a novas estratégias terapéuticas e auxilio promissor na
deteccdo do cancer em estadios iniciais, contribuindo para uma maior sobrevida e

tratamentos com menor morbidade dos pacientes (BELBIN et al., 2005).

A viabilidade de um BM se deve se sua expressao esclarece a gravidade ou a
presenca de uma doenca, de modo que seja significativamente maior ou menor na
presenca da enfermidade do que em um estado normal. Do ponto de vista das
aplicacoes clinicas, € necessario que a quantidade de BM associados a uma doenca
seja 0 menor possivel. Outra caracteristica importante € que os BM precisam ser
altamente especificos para cada tipo de enfermidade (LIU, 2014).

Os BM (por exemplo, genes, RNAs, proteinas e metabolitos) sdo adotados nas
praticas clinicas devido a simplicidade com que sdo mensurados, e deste modo
permitindo avaliar um processo patogénico ou condi¢cdo do doente de forma menos
invasiva (LIU, 2014). Alguns BM ja estdo bem estabelecidos e s&o utilizados de
forma rotineira na pratica clinica, como por exemplo o antigeno prostatico especifico
(PSA) para se avaliar inflamacdo e o cancer da préstata (HEIDENREICH et al.,
2011) e as mutacdes do gene BRCA para detectar o risco de desenvolvimento do
cancer de mama (WARNER et al., 2011).

No CECP o uso de um BM especifico ainda néo foi estabelecido apesar de diversos
estudos apontarem possiveis BM que possam ser utilizados como preditores de
prognostico e para diagnostico precoce da doenca. Com isso, a avaliacdo destes

possiveis BM se faz necessaria, evidenciando a relevancia do estabelecimento de
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parametros que levem a uma melhor expectativa sobre a morbidade e mortalidade

associada a doenca.

1.3.1 VEGF-C

Os fatores de crescimento endotelial vascular (VEGFs) pertencem a familia de genes
do fator de crescimento derivado de plaquetas, e desempenam papel central na
regulacdo da angiogénese, vasculogénese e a linfagiogénese. Cinco membros da
familia dos VEGFs sao codificados pelo genoma de mamiferos, o VEGF-A (também
referido com VEGF), fator de crescimento placentario (PIGF), VEGF-B, VEGF-C e
VEGF-D (URBAN et al., 2012).

A familia dos VEGFs estimula respostas celulares pela ligacdo a receptores tirosina
quinase na superficie celular levando a fosforilacdo de proteinas e a transducéo de
sinais que podem promover alteracées na expressao génica (THOMAS; NADIMINTI;
REGALADO, 2005). Os receptores dos VEGFs (VEGFRs) sdo o VEGFR-1, 2 e 3. Os
VEGFRs séo codificados por trés genes conservados desde anfibios até mamiferos
(URBAN et al.,, 2012). O VEGF-A se liga ao VEGFR-1 e ao VEGFR-2, sendo o
VEGFR-2 o principal responséavel por sua atividade. O VEGF-C também se liga ao
VEGFR-2 mediando processos angiogénicos, no entanto possui menor afinidade por
este receptor. O VEGFR-3 medeia as principais respostas associadas ao VEFG-C e
VEGF-D ligadas a linfagiogéonese. O PIGF atua mediante ligagdo aos receptores
VEGFR-1 e 2 durante o desenvolvimento da placenta (STUTTFELD; BALLMER-
HOFER, 2009).

O VEGF-C é uma proteina dimérica secretada, codificada por um gene homdénimo
localizado no cromossomo 4g34. Para desempenhar sua atividade biolégica, esta
proteina passa por processos de maturacao proteolitica apos sua traducdo. A forma
inativa do VEGF-C possui 3 dominios, o dominio de homologia, dominio N-terminal e
dominio C-terminal. A primeira clivagem do VEGF-C ocorre logo apds sua secrecéo

por meio de enzimas convertases, resultando em uma forma intermediaria, o pro-
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VEGF-C, consistindo de duas cadeias polipeptidicas, que apesar de ser inativa, pode
se ligar ao VEGFR-3. Uma segunda clivagem ocorre do pro-VEGF-C entre o dominio
n-terminal e o dominio de homologia por metaloproteinases ou plasmina, o que leva

entdo a forma ativa desta proteina (JOUKQV et al., 1997).

A afinidade do VEGF-C pelos receptores VEGFR-2 e 3 aumenta com a maturacao
desta proteina, e somente a forma totalmente processada do VEGF-C possui
afinidade pelo receptor VEGFR-2. Com a ligacdo do VEGF-C, ambos receptores
tornam-se rapidamente fosforilados, induzindo vias de sinalizacdo celular
(OLOFSSON et al.,, 1999). Como mencionado, o VEGF-C possui papel na
angiogénese e linfagiogése. Esta proteina também atua no crescimento e
proliferacdo do endotélio celular e na permeabilidade de vasos sanguineos. A
sinalizacdo do VEGF-C através do VEGFR-3 ¢é indispensavel para o
desenvolvimento de vasos linfaticos, enquanto quando associado ao VEGFR-2 atua
na angiogénese (LEPPANEN et al., 2010).

Angiogénese e linfangiogénese, o crescimento de novos sanguineos e vasos
linfaticos a partir de vasos pré-existentes, respectivamente, sdo importantes eventos
biol6gicos durante o desenvolvimento embriondrio, crescimento, cicatrizacdo de
feridas e na patogénese de varias doencas (LEPPANEN et al., 2010). As bases
moleculares da angiogénese tem sido extensivamente estudadas, uma vez que é
crucial ndo somente em vias fisiolégicas, mas também est4 envolvida em processos
patolégicos, como o cancer (URBAN et al.,, 2012). Em diversas neoplasias a
angiogénese € crucial para o crescimento de um tumor primario e para o
desenvolvimento de metastases a distancia. Entre os fatores que causam a

angiogénese do tumor, os VEGFs sao os principais candidatos (KYZAS et al., 2005).

Os vasos linfaticos consistem de uma via de condutores endoteliais de fluidos de
tecidos periféricos para a circulacdo sanguinea. O excesso de fluidos extravasados
da circulacdo sanguinea € drenado pelos vasos linfaticos e retorna para o sangue.
Além de fluidos e solutos, os vasos linfaticos também transportam células, em
condicdes fisioldgicas as células imunes, e em situacdes patoldgicas levam agentes
infecciosos e células cancerigenas para tecidos linfoides (ALITALO; DETMAR,
2012).
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Na fase embrionéria a linfagiogénese é fundamental para a migracdo e germinacao
iniciais das células endoteliais, sendo o VEGF-C o principal responsavel por esse
processo (KARKKAINEN et al., 2004). No entanto, a sobrexpressao dessa proteina
tem sido relacionada com metastases linfonodais, aumento da densidade linfatica e
sobrevida reduzida em diversos canceres (KYZAS; STEFANOU; AGNANTIS, 2005;
THOMAS; NADIMINTI; REGALADO, 2005).

A linfagiogénese associada ao tumor facilita que as células cancerigenas migrem do
sitio primario da neoplasia para outros tecidos e 6rgdos através de um linfonodo
sentinela, que é o primeiro linfonodo a receber a drenagem linfatica proveniente do
tumor, iniciando o processo metastatico da doenca (figura 1) (JUNIOR; ANTONIO;
NETO, 2000).

Propagacdo sistémica
Linfonodo distal

Linfonodo sentinela

Figura 1. Caminho das células tumorais metastaticas no sistema linfatico. As células metastaticas
tumorais entram no fluido drenado dos vasos linfaticos e sdo passivamente drenadas para o
linfonodo sentinela de onde pode ocorrer disseminagéo adicional para os linfonodos distais, para a
circulacdo sanguinea e érgaos distantes. Fonte: Alitalo & Detmar (2012).

A ativacdo do receptor VEGFR-3 pelo acoplamento de VEGF-C nas células

endoteliais linfaticas pode facilitar a metastase aumentando a formacédo de vasos
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linfaticos em torno dos tumores, desempenhando um papel crucial na proliferacéo,
sobrevida, e resisténcia de células tumorais. Além disso, a ativacdo do VEGF-C /
VEGFR-3 aumenta a mobilidade das células cancerigenas e a sua capacidade de

invadir outros sitios, promovendo a metastase (SU et al., 2007).

De acordo com Gout & Hout (2008), € possivel que exista uma relagdo entre células
tumorais e células endoteliais linfaticas para induzir a linfangiogénese e a formacao
de metastases linfonodais. Um mecanismo proposto é que o VEGF-C quando
acoplado ao seu receptor VEGFR-3 ativa células endoteliais linfaticas através de
fatores mitogénicos, fazendo com que estas células secretem fatores quiomiotéticos.
Os fatores quimiotéticos por sua vez irdo atrair as células cancerigenas, que
possuem receptores dessas quimicionas, permitindo sua adesdo e invasao através
dos vasos linfaticos, dando origem ao processo metastatico (figura 2)
(KARKKAINEN; MAKINEN; ALITALO, 2002).
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Figura 2. Invasao de células tumorais através de vasos linfaticos induzido por VEGF-C. Fonte: Gout
& Hout (2008).

Em um modelo de céncer de pele em camundongos transgénicos que
sobrexpressavam VEGF-C, foi observado por Hirakawa et al., (2007) que esta

proteina induzia a linfagiogénese em linfonodos sentinela na presenca de células
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tumorais, e que os animais com metastases nesses linfonodos tinham uma maior
propensdo a desenvolverem metdstases em outros 6rgaos, indicando a importancia
da formacdo de novas vias linfaticas pelo VEGF-C na promocao propagacdo do

caner.

Um estudo de metandlise mostrou que a sobrexpressao de VEGF-C em céancer de
mama é um fator de progndstico para a taxa de sobrevida livre de doenca e
sobrevida global dos pacientes e um potente alvo para otimizar o tratamento
(ZHANG et al., 2016).

No cancer de ovario, o aumento da expressao de VEGF-C tem sido associado com o
aumento da invasdo do espaco linfatico por células tumorais da densidade linfatica,
com o surgimento de metastases linfonodais e com o pior prognostico dos pacientes
(HISAMATSU et al.,, 2015). Neste mesmo artigo, foi mostrado em modelo de
camundongos com céancer de ovario que a atenuacdo de expressdo de VEGF-C

inibe significativamente a linfagiogénese e diminui a metéstase linfonodal.

Em pacientes em estadiamento inicial do cancer de esb6fago, a expressao
aumentada de VEGF-C tem se mostrado com um fator preditivo para metastase
linfonodal e com o pior prognostico da doenca. Relacionando a expressdo de VEGF-
C a taxa de sobrevida dos pacientes, foi observado que aqueles pacientes com
maior expressdo da proteina viveram menos que 0s pacientes com baixa expressao
de VEGF-C. Além disso, a presenca de metastase linfonodal também mostrou estar
relacionada a sobrexpressao de VEGF-C (TANAKA et al., 2010).

Nas neoplasias de cabeca e pescoco, o nivel de VEGF-C em estagio inicial da
doenca tem se mostrado como fator preditivo independente para metastase em
linfonodos cervicais (THOMAS; NADIMINTI; REGALADO, 2005). No CECP, lesbes
metastaticas no sistema linfatico e a presenca de metastase em orgaos distantes séo
os grandes preditores da sobrevida especifica livre de doenca no momento do
diagnéstico (BENKE et al., 2010).

Kishimoto et al., (2003) observaram que a expressado de VEGF-C em biopsias de
pacientes com carcinoma oral de células escamosas é maior no estagios iniciais da
doenca (I/Il) e é fortemente correlacionada com a metastase em linfonodos regionais,

e que é a porcentagem da expressdo desta proteina € presente em quase 90% dos
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individuos que apresentam envolvimento linfonodal , indicando que o VEGF-C é um
potente preditor da metastase em linfonodos podendo ser utilizado para direcionar o

tratamento do doente.

O aumento de VEGF-C em pacientes com CECP foi correlacionado por Kyzas et al.,
(2005) com a sobrexpressdao de COX-2. Apds andlise de blocos de tumor por
imunohistoquimica, foi observado que a sobrexpressdo de ambas proteinas era
significativamente superior naqueles pacientes com metastases em linfonodos, e a
associacdo era ainda maior quando a sobrexpressdo de COX-2 e VEGF-C era
concomitante. Além disso, observou-se neste estudo que os niveis elevados de

VEGF-C foi correlacionado com o aumento da mortalidade dos pacientes.

Em modelos de cultivo celular de CECP, a expressdo de VEGF-C influenciou
diretamente na mobilidade e crescimento das células tumorais. A destruicdo mediada
da expressdo de VEGF-C em células que expressam niveis elevados quimiocinas,
resultou numa diminuicdo da proliferagcdo desse cultivo. Inversamente, a expressao
aumentada de VEGF-C em células com baixos niveis enddégenos de quimiocinas
aumentou o crescimento celular, e a supressdo de VEGF-C levou a inibicdo da
migracdo dessas células. Além disso, 0 crescimento tumoral in vivo foi
marcadamente reduzido quando a expressdao de VEGF-C foi blogueada. A
determinacdo da expressao de VEGF-C em linhas de células de CECP mostrou
sobrexpressdo universal em comparacdo com células normais. Estes dados
reforcam o importante papel desta proteina na progressao e metastase do CECP
(BENKE et al., 2010).

Em relacdo aos fatores externos que influenciam na expressdo de VEGF-C, ha
poucos trabalhos abordando o assunto. A nicotina, composto presente no cigarro,
parece estar relacionada ao aumento da expressdo de VEGF-C em linhagens de
células de céncer cervical e carcinoma celular urotelial. Em um estudo publicado por
Lane et al.,, (2005), a exposicdo de nicotina nestes cultivos celulares aumentou
significativamente os niveis de VEGF-C. Além disso, em outro estudo foi mostrado
gue em fumantes polimorfismos do VEGF-C levam a um pior prognostico de
pacientes com carcinoma celular urotelial em relacdo a ndo fumantes (TUNG et al.,
2014).
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No entanto, ndo foram encontrados trabalhos associando o VEGF-C ao tabagismo
ou a outros fatores externos relacionados ao CECP como o alcoolismo, evidenciando
a necessidade de avaliar os parametros que podem influenciar na expressao dessa
proteina, bem como seu papel na progressao e metastase tumoral e no prognostico

desta doenca.

1.3.2 COX-2

Nos mamiferos sdo encontradas duas isoenzimas cicloxigenase (COX), a
cicloxigenase 1 (COX-1) e a cicloxigenase 2 (COX-2), sendo o tipo de estimulo
recebido pela célula o principal determinante da acdo de uma dessas enzimas
(figura 3) (GREENHOUGH et al., 2009).

Estimulos fisiolégicos e/ou patolégicos as células levam a clivagem do acido
aracddnico presente na membrana extracelular fosfolipidica pela acdo de
fosfolipases (MATSUOKA; NARUMIYA, 2007). O acido aracdbnico liberado é
convertido pela acdo de enzimas do reticulo endoplamastico liso em
prostaglandinas, iniciando a formacgéo de prostaglandina H, o precursor imediato de
outras prostaglandinas e tromboxanos. As reacdes que levam a formacgédo de
prostaglandina H, se d& pela introducdo de um oxigénio no acido aracdénico e uma
posterior peroxidacdo, ambos processos sao catalisados pela enzima bifuncional
COX, também denominada prostaglandina Hx-sintase (NELSON; COX, 2014).
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Figura 3. Acdo da COX-1 e COX-2 frente a estimulos recebidos pelas células. O tipo de estimulo
recebido ir4 determinar a acdo de cada uma dessas enzimas e o tipo de resposta mediada no
organismo. Disponivel em: www.medscape.com, acesso em 25/09/2016.

A COX-1 é constitutivamente expressa na grande maioria dos tecidos e 6rgaos,
levando a formacao de prostaglandinas com func¢des fisioldgicas, como a protecao
da mucosa intestinal, controle do fluxo sanguineo renal e homeostase
(GREENHOUGH et al., 2009). Ja a COX-2 catalisa a converséo do acido aracdonico
em prostaglandinas inflamatérias, que sdo mediadores chave da inflamacéo.
Algumas dessas prostaglandinas (PG), como a prostaglandinda E2, PGF,,, € 15d-
PGJ2, tém sido associadas com a carcinogénese (KUNDU; SURH, 2008).

A COX-2 €& um produto génico de resposta rapida e imediata, em geral ausente na
maioria das células e tecidos, mas com expressao altamente induzida por estimulos,
conduzindo a producdo de prostaglandinas em processos patofisioldgicos, como a
formacdo de edema, dor, febre e tumorigénese (FRACON et al., 2008; YU et al.,
2008; ZHANG et al., 2003). A expressdo de COX-2 pode ser induzida por citocinas,
hormoénios, espécies reativas de oxigénio, agentes mutagénicos como o benzopireno
e carcindégenos do tabaco, agentes mitogénicos e fatores de crescimento (LIN et al.,
2002).

Os anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINES) sdo o alvo terapéutico para inibir a
acdo da COX-2, no entanto, podem provocar efeitos adversos no organismo uma
vez que também inibem a COX-1 (KIRKBY et al., 2014). Na década de 90 com o
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conhecimento da estrutura dessas enzimas, foram desenvolvidos AINEs mais
especificos para a COX-2, a fim de minimizar os efeitos colaterais causados pelo
bloqueio da COX-1 (NELSON; COX, 2014). Apesar da maior especificidade destes
farmacos, seu uso tem sido associado ao aumento do risco de ataque cardiaco e
acidente vascular cerebral. O mecanismo pelo qual estes problemas ocorrem ainda
ndo estao esclarecidos, mas algumas hipoteses sugerem que a inibicdo de COX-2
altera a producao de prostaciclina, um horménio vasodilatador, além de alterar a
producdo de tromboxanos gerados pela COX-1, envolvidos na agregacao
plaquetaria (KIRKBY et al., 2014).

O aumento da expressdo de COX-2 é considerado um ponto em comum entre a
inflamacédo e o cancer. O aumento desta enzima contribui para a carcinogénese por
catalisar a sintese de mutagenos, diminuir o indice de apoptose, estimular a
inflamacéo, a imunossupressao e a angiogénese do tumor, além de aumentar o
potencial de invasdo e metastase das células tumorais. Além disso, as
prostaglandinas inflamatorias produzidas pela COX-2 ajudam a manter o estado de
inflamacédo persistente nas lesées malignas e pré-malignas (figura 4) (KUNDU;

SURH, 2008).
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Figura 4. Papel da COX-2 e prostaglandinas na inflamac&o induzida na carcinogénese e os principais
tipos respostas gerados. Fonte: KUNDU; SURH(2008).
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A sobrexpressdo de COX-2 esta relacionada a metastase de tumores malignos,
levando a diminuicdo da ades&o celular causada por alteracdes dos fatores de
adesdo de superficie celular e matriz extracelular, além de promover a

neovascularizacao dos tumores (KIM et al., 2009).

No carcinoma epiderméide de esbfago, a expressdo de COX-2 no estagio inicial da
doenca esté envolvida na displasia, no carcinoma in situ e na invasividade do tumor,
e tem uma maior expressao nas células cancerigenas quando comparadas a células
epiteliais saudaveis (ZHI et al., 2006). Em modelo animal, a supressao da expressao
de COX-2 por intervecao farmacolégica no carcinoma epidermdide de eséfago
resulta na diminuicdo da producdo de prostaglandina E2 e reduz a tumorigénese

nesses animais (ZHl et al., 2006).

Em pacientes com cancer de colon, a expressdo de COX-2 é um fator independente
de prognéstico da doenca. De acordo com Ogino et al., (2008) pacientes com
tumores positivos para COX-2 tiverem uma tendéncia a irem 6bito ocasionado pela
doenca e uma sobrevida global reduzida em relacdo a pacientes que nao

expressaram a proteina.

A expressao de COX-2 tem sido observada durante o desenvolvimento do cancer de
mama e € intensificada com o estagio de deteccdo, progressdo e metastase da
doenca. Caracteristicas essenciais da carcinogéneas mamaria (mutagénese,
mitogénese, angiogénese, apoptose reduzida, metastase e imunossupressao) estao
ligadas a biossintese de prostaglandina-E2 induzida pela COX-2. Além disso,
agentes que inibem a COX-2 reduzem o risco de cancer da mama em mulheres sem
a doenca e reduzem o risco de recorréncia e a mortalidade em mulheres que tem
diagnéstico confirmado (HARRIS, 2014).

Diversos trabalhos tém demonstrado que a COX-2 é superexpressa no CECP e
relacionado com o pior progndéstico da doenca. A expressao citoplasmatica de COX-
2 tem sido observada em 70-88% das amostras de CECP, usando a técnica de
imunohistoquimica a partir de amostras teciduais (GALLO et al., 2002) e em 87%
das amostras de espécimes realizando qPCR (PENG et al., 2002). Além disso, estes
estudos mostraram que a expressdo de COX-2 é significativamente maior em

amostras de pacientes com metastase em linfonodos cervicais e em tumores com
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estadiamento avancgado.

Gallo et al., (2002) relataram que a superexpressdao da COX-2 em CECP estava
relacionada a tumores mais agressivos e em estagio avancado. Complementando
esses resultados, os autores mostraram por analise de sobrevivéncia que pacientes
com baixo percentual de células tumorais positivas para COX-2 apresentaram

melhor progndstico do que 0os com superexpressdo da mesma.

A quimiorradioterapia € uma das modalidades de tratamento mais empregadas no
CCP, no entanto, Mohammad et al., (2011) sugeriram que pacientes com carcinoma
epiderméide oral com sobrexpressdo de COX-2 eram mais resistentes a esta terapia
em comparagdo aos pacientes que apresentavam baixa expressdo da enzima.
Ademais, a sobrexpressao de COX-2 nestes pacientes estava associada a tumores

de maior tamanho e metastase de linfonodos cervicais.

Salimi et al., (2012) documentaram que a exposi¢ao in vitro a nicotina resulta no
aumento da expressdo de COX-2, bem como um aumento significativo nos niveis de
VEGF em comparacdo com um grupo de controle. Os resultados sugerem que a
estimulacdo da COX-2 e de expressdo de VEGF pode contribuir como fatores

importantes na agao tumorigénica da nicotina na progresséo do CECP.

Deste modo, compreender o papel que a COX-2 exerce no CECP é de suma
importancia, uma vez que pode permitir elucidar a forma com que esta doenca
progride, e ser um indicador de progndstico e um potente alvo de tratamento da

doenca.

1.3.3IL-17A

A familia de citocinas pro-inflamtorias da interleucina-17 (IL-17) € uma subclasse de
citocinas recentemente descrita (AGGARWAL; GURNEY, 2002). A descoberta dos
membros da familia da IL-17 e seus correspondentes receptores, levou a novas
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percepc¢des sobre a imunidade em processos infecciosos e autoimunidade (ONISHI;
GAFFEN, 2010).

Seis membros da familia da IL-17 foram descritos até o momento, (IL-17A, IL-17B,
IL-17C, IL-17D, IL-17E ou IL-25, e a IL-17F) e cinco receptores receptores (IL-17RA,
IL-17RB / IL-25R, IL-17RC, IL-17RD / SEF e IL-17RE), que atuam por meio quinases
levando ao desencadeamento de vias de sinalizagéo celular e transcricdo de genes
(GAFFEN, 2009). A interacao dos receptores de IL-17 com a respectiva citocina esta
apresentado na figura 5, e como pode ser observado, o receptor da IL-17D
permanece desconhecido, bem como o ligante do receptor IL-17RD (GAFFEN,
2009).

IL-17A—~
IL-I7F  IL-T7A JL-T7F IL-I7E IL-17B IL-17C IL-T7D

@O®@ O a "

: goé% 8% % 8) 8X8>

CBAD IL-T7RC IL-T7R8 IL-T7R8 IL-T7RE

IL-T7RA IL-T7RA Unknown IL-I7RD
receptor

Figura 5. Receptores da familia de citocinas IL-17 e sua interacdo com 0s respectivos receptores.
Fonte: Gaffen,(2009).

A producédo de IL-17 era inicialmente atrelada somente as células T, no entanto,
atualmente sabe-se que estas citocinas pode ser originadas por uma variedade de
células inatas incluindo macrofagos, células dendriticas, células natural killers e por
tecido linfoides (ONISHI; GAFFEN, 2010). Uma maior compreensédo desse fator
ocorreu com a identificacdo em 2005 de um novo tipo de tipo de célula T auxiliar, a
célula T auxiliar 17 (Th17), mudando o paradigma de diferenciagdo das células T
auxiliares em células Thl e Th2 (HARRINGTON et al., 2005).

E bem estabelecido que a IL-12 induz células Thl e IL-4 induz células Th2. Porém,

foi apenas recentemente demonstrado que as células Thl7 diferenciam-se por
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exposicdo acombinagdes de IL-1, IL-6 e fator de crescimento de transformacao-8
(HARRINGTON et al., 2005). A interleucina-23, € necessaria para estabilizacdo e
proliferacéo de células Th17(STOCKINGER; VELDHOEN, 2007).

As células Thl7 séo proé-inflamatérias e tem funcdo importante na imunidade da
mucosa e has doencas e auto-imunes, como a esclerose mdultipla, doencas
inflamatorias do intestino e psoriase humana (KESSELRING et al., 2010). A funcéo
das células Th1l7 na imunidade adaptativa € bem estabelecida, uma vez que exerce
papel fundamental na resposta contra microrganismos extracelulares (fungos e
bactérias) através do recrutamento de neutrdéfilos, que fagocitam e destroem estes
microrganismos. (YE; LIVERGOOD; PENG, 2013). A IL-17A é a citocina de
assinatura das células Th17 (ONISHI; GAFFEN, 2010).

Dos membros da familia da IL-17, a IL-17A é a que tem sido mais estudada (KOLLS;
LINDEN, 2004). Apesar de ser a principal citocina associada a célula Th17, existem
subpopulacdes de células T capazes de produzir IL-17A. A secrecédo de IL-17A por
essas células conduz a inducdo de quimiocinas, citocinas pro-inflamatérias,
prostaglandina-E2, metaloproteinases da matriz e peptideos antimicrobianos em
células do tecido circundante, levando a inflamacéo e o recrutamento de neutréfilos
e macréfagos na imunidade inata (KESSELRING et al., 2010).

Tanto a IL-17A quanto a IL-17F sdo responsaveis pelo recrutamento, ativacdo e
migracdo de neutréfilos. A IL-17A também regula a formacdo de centros
germinativos e a producdo de autoanticorpos caracteristicos nas doencas
autoimunes como artrite reumatoide, lUpus sistémico eritematoso e psoriase
(ONISHI; GAFFEN, 2010).

A IL-17A tem sido relacionada a diversos tipos de canceres (YOUNG, 2016). No
entanto, o papel da IL-17A no cancer é controverso, uma vez que tanto efeitos pré e
anti-tumorais tem sido associados a esta citocina (figura 6) (WEI et al., 2016). A
presenca de IL-17A esta relacionada a resisténcia do tumor a tratamentos de
inibicdo de VEGF, o que dificulta o tratamento de alguns tipos de cancer (CHUNG et
al., 2013). Em modelo animal, a inducéo de IL-17A levou tanto a progressao tumoral
pelo aumento da angiogénese, quanto a supressao tumoral através do recrutamento

de células imunes (GU et al., 2011).
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Figura 6. Viséo geral da atividade pré e anti-tumorigénica da IL-17A. Fonte: Young (2016).

No carcinoma hepatocelular, a IL-17A parece potencializar a metastase das células
tumorais e levar ao crescimento tumoral. O tratamento com IL-17A in vitro
demonstra efeito direto no crescimento de células tumorais e aumenta a secrecéo de
fatores promotores de invasao celular. In vivo a IL-17A leva ao crescimento do
tumor, neoangiogénese e recrutamento de neutréfilos para o ambiente tumoral. A
analise de blocos de tumor de pacientes com carcinoma hepatocelular, mostrou que
a expressdo de IL-17A é associada com a ativacdo de fatores de transcricéo,

infiltracdo de neutréfilos e aumento de vascularizacao do tumor (GU et al., 2011).

No entanto, a elevada expressao de IL-17A esta associada a uma maior progressao
de sobrevida livre doenca em pacientes com cancer de ovario em estagio avangado.
Em estudo publicado por Lan et al., (2013) foi observado que a expressao de IL-17A
em tumores de ovario avancados era maior que em células de ovario saudavel. Os
dados encontrados pelos autores sugeriram que a maior expressdo de IL-17A
estava associada com a menor diferenciagcdo do tumor e foi um fator positivo

independente para a melhor progresséo de sobrevida livre de doenga dos pacientes.

No CECP o papel da IL-17A é controverso e pouco se sabe sobre sua funcdo nessa
doenca. O papel controverso da IL-17A no microambiente tumoral também se faz
presente em pacientes com carcinoma de células escamosas de cavidade oral.

Segundo Li et al., (2011) a IL-17A pode estar envolvida na progressao do
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crescimento tumoral e no desenvolvimento de metastases, enquanto Gaur et al.,
(2012) encontrou alta frequéncia de IL-17A em pacientes com estégio inicial da

doenca e sem envolvimento de linfonodos.

Em uma abordagem recente, Wei et al., (2016) encontram que niveis de IL-17A em
soro e em amostras de tumor foram significativamente aumentados em pacientes cm
carcinoma epidermdide de lingua, e estava positivamente correlacionado com a
metastase tumoral. Os pesquisadores ainda observaram que o nivel de IL-17A

estava relacionado com a migracao e invasao das células tumorais.

Deste modo, faz-se necessario compreender qual o papel da Il-17A na
carcinogénese do CECP e avaliar se esta citocina € um potencial BM alvo de

diagnéstico, prognadstico e tratamento da doenca.

Mediante o papel do VEGF-C, COX-2 e Il-17A no desenvolvimento do cancer,
propbe-se este estudo para elucidar o comportamento biol6gico do CECP e as vias
pelas quais estes BM atuam nesta doenca, bem como estabelecer quais fatores

influenciam neste processo.
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo geral

Analisar a expressdo de VEGF-C e COX-2 e os niveis de IL-17A e seu papel como

biomarcadores no Carcinoma Epidermoide de Cabeca e Pescoco.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a expressao génica de VEGF-C e COX-2 em tecido tumoral e normal;

e Avaliar a expresséo proteica de VEGF-C e COX-2 em soro de pacientes com
CECP e controles;

¢ Quantificar os niveis de IL-17A em soro de pacientes com CECP e controles;
e Avaliar o papel da IL-17A no CECP;

e Relacionar as analises dos biomarcadores aos dados clinico-patolégicos dos
pacientes: sexo, estadiamento, metastase em linfonodos regionais,

tabagismo e etilismo;

e Avaliar se VEGF-C, COX-2 e IL-17A sao potenciais biomarcadores do
CECP.
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3 METODOLOGIA

3.1 Aprovacao pelo comité de ética e perfil clinico-epidemioldgico

Foi realizado um estudo clinico transversal nos pacientes com cancer de cabeca e
pescoco atendidos no ambulatorio do Hospital Santa Rita de Cassia — AFECC e
Hospital Universitario Cassiano Antdénio Moraes - HUCAM sob aprovacao do Comité
de Etica em Pesquisa CIAS n° 318/2011 (Anexo 1) e o consentimento informado
obtido de acordo com o Conselho Nacional de Saude n°196, de 10 de outubro de
1996.

3.1.1Perfil clinico-epidemioldgico

Foram incluidos neste estudo individuos com diagnéstico confirmado de CECP de
ambos 0s géneros, grupos étnicos ou faixa etaria, sem antecedentes de CECP,
antes de iniciarem o tratamento antineoplasico. Informa¢cdes como habito de fumar e

beber, idade e sexo foram coletados pela aplicacdo de questionario.

O grupo controle deste estudo foram individuos saudaveis (sem diagnéstico de
CECP ou outro cancer) recrutados no ambulatorio de cabeca e pescoc¢o do Hospital
Santa Rita de Céassia — AFECC de ambos os géneros, grupos étnicos, faixa etaria

sendo pareados por idade e sexo aos pacientes com cancer.

As amostras de tecido normal e tumor utilizadas séo provenientes do procedimento
cirargico de resseccdo do tumor de pacientes com CECP. As amostras de tecido
normal sdo de pacientes de ambos os sexos, ndo tabagistas, nao etilistas e sem

envolvimento linfonodal.
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Todos os patrticipantes incluidos neste estudo assinaram termo de consentimento

livre e esclarecido de participacdo da pesquisa.

3.1.20btencédo de amostras bioldgicas

As amostras de tumor para este estudo foram obtidas de pacientes com CECP
submetidos a cirurgia no Hospital Santa Rita de Céassia - AFECC e Hospital
Universitario Cassiano Antdnio Moraes- HUCAM. Apés a excisdo, os tecidos foram
imediatamente imersos em soluc¢des de Invitrogen™ RNAlater™ (Carlsbad, Califérnia,
EUA) e armazenados a 4 ° C durante 24 horas e em seguida a temperatura de -80 °

C até utilizacéo, segundo protocolo descrito.

As amostras de sangue foram coletadas no momento da inclusdo do paciente no
estudo. O sangue foi processado separando-se plasma, soro, sangue total,
hemacias, plaquetas e leucdcitos, e posteriormente acondicionas por 24 horas a 4 °

C e em seguida a -80 ° C até o momento das analises.

3.2 Analise da expresséo génica por gPCR

Foi verificada a expressdo do mRNA de COX-2 e VEGF-C em tecido normal e

tumoral através de gPCR conforme descrito abaixo.
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3.2.1 Extracao de RNA total

Os tecidos foram homogeneizados e 0 RNA total extraido utilizando TRI Reagent
RNA Isolation Reagent (Sigma-aldrich, St. Louis, MO, USA). Os tecidos foram
solubilizados em trizol (1mL/100mg de tecido) com o uso de um homogeneizador
elétrico por 30 segundos e o homogenato centrifugado a 12.000 xg por 15 minutos a
4°C. Foi adicionado cloroférmio (200uL/100mg tecido) ao sobrenadante, misturado
por inversdo por 15 segundos e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos. A
mistura foi entdo centrifugada a 12.000xg por 20 minutos a 4°C. A fase aquosa foi
recuperada e a esta adicionada isopropanol (500uL/100mg tecido) para a
precipitacdo do RNA. Foi feita a centrifugacdo a 12.000xg por 15 minutos e o
precipitado lavado com etanol 75% (1mL/100mg tecido) e centrifugado a 7500xg por
5 minutos. O RNA foi ressuspendido em 40 pyL de agua deionizada, previamente
tratada com dietilpirocarbonato (DEPC).

A concentracdo e a qualidade do RNA extraido foram verificadas utilizando o
equipamento NanoDrop™ (ThermoScientific, Wilmington, USA). Amostras com uma
concentracdo de RNA total maior que 200 ng/pl e uma razdo de absorbancia

260/280 nm maior que 1,8 foram consideradas adequadas para uso.

3.2.2 Desenho de primers

Os primers utilizados foram desenhados com a ferramenta online Primer-BLAST
(NCBI) e adquiridos da Invitrogen (Carlsbad, Califérnia, EUA) (tabela 1).
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Tabela 1- Sequéncia de primers forward e reverse de VEGF-C, COX-2 e B-Actina.

Gene Forward Reverse

VEGF-C 5-GCCCCAAACCAGTAACAATC-3' 5-TCTTGTTCGCTGCCTGAC-3’
COX-2 5-GTTCCACCCGCAGTACAGAA-3  5-AGGGCTTCAGCATAAAGCGT-3’

B-Actina 5-AGTTCACAATGTGGCCGAGG-3° 5-AGTGGGGTGGCTTTTAGGATG-3’

3.2.3 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com o kit iScript cDNA Synthesis Kit (Biorad, CA,
USA) usando o equipamento CFX96 Real Time PCR (Biorad, CA, USA) do

Laborat6ério Multiusuario de Analises Biomoleculares CCS/UFES.

Foi utilizado uma concentracdo de 2000 ng/ul de RNA total, com volume final
dependente da amostra. As condigbes da reacdo foram as seguintes: 25°C por 5
min., 42°C por 30min. e 85°C por 5 min, de acordo com o especificado pelo
fabricante.

3.2.4 PCR quantitativo em tempo real

As amostras de cDNA obtidas foram submetidas a reacdo em cadeia da polimerase
guantitativo em tempo real (QPCR) utilizando o equipamento CFX96 Real Time PCR
(Biorad, CA, USA) e o kit iQ SYBR Green Supermix (Biorad, CA, USA), no
Laboratério Multiusuario da Universidade Federal do Espirito Santo. Em suma, as
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reacoes foram preparadas em um volume total de 10uL contendo 5 pL de SYBR
Green Supermix 2x, 3,5 pL de &gua purificada, 0,5uL de cada iniciador a 10uM e 0,5
puL de cDNA. Foram realizados 45 ciclos ap0s a desnaturacdo inicial (95°C, 2
minutos) de acordo com os seguintes parametros: 95°C (desnaturacao) por 15s;

60°C (anelamento) por 30s e 72°C (amplificagéo) por 30s.

Para garantir a qualidade da reacdo, as amostras foram preparadas em triplicata, e
para cada experimento foi incluido uma reacdo sem molde como controle negativo.
Aléem disso, a auséncia de contaminantes de DNA foi avaliada utilizando-se
amostras RT-negativas e pela andlise da curva de “melting” dos produtos
amplificados, que foi feita resfriando-se as amostras a 60°C e, em seguida,
aumentando a temperatura para 95°C a 0,1°C/s. A especificidade das reacbes de
PCR foi confirmada pela verificacdo dos da curva de melting. A quantificacao relativa
da expresséo génica foi analisada pelo método de AACt com o gene normalizador §3-
actina. Para cada amostra, o valor do ACt foi obtido subtraindo o valor de Ct 3-actina
pelo valor do Ct de VEGF-C ou COX-2. A analise dos resultados foi realizada com o
uso do software Bio-Rad CFX Manager (Biorad, CA, USA).

3.3Western Blotting

Foram determinados os niveis das proteinas VEGF-C e COX-2 em soro pelo método

de Western Blotting utilizando anticorpos especificos.

3.3.1 Quantificacdo das proteinas

A guantificacdo das proteinas presentes em soro foi determinada utilizando-se o
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método de Bradford em placas de ELISA de 96 pocos, com uma leitura em
espectrofotometro a 560nm, sem diluicAo das amostras. Primeiramente fez-se uma
curva padrdo de BSA (albumina sérica bovina) partindo de uma concentracao
conhecida (1mg/mL), pipetada em diferentes volumes de agua miliQ (pontos de 1 a
5) a fim de obter diferentes concentracdes para obter a curva. Foram utilizados 2, 4,
8, 16, 32 e 40 pyL de BSA, completando sempre com agua miliQ até um volume de
40 pl, gerando concentragdes de 5, 10, 20, 40, 80 e 100%. Para o branco néao é
usado BSA e para as amostras foi usado um volume fixo de 2 pl de soro. As

dosagens foram realizadas em triplicata.

Finalmente, todas as solugdes foram incubadas com solucdo de Bradford e a
absorbancia foi medida a 560nm no eitor de placas ELISA, ELx800 Absorbance
Reader (Winooski, Vermont, EUA).

3.3.2 Limpeza da albumina das amostras de soro

Foi desenvolvida uma metodologia nova e econ6mica para a remog¢ado do excesso
de albumina das amostras de soro que foram utlizadas neste estudo. Esta
metodologia foi baseada na modificagdo do trabalho de Liu et al., (2014) e n&o sera
descrita nesta dissertacdo, uma vez que se encontra sob processo de

patenteamento.

3.3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE)

Com as proteinas totais de Soro foi feita uma eletroforese de proteinas em gel de
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poliacrilamida em condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGE).
Os reagentes utilizados para a preparagdo dos géis foram:

e Agua MiliQ

e Bis/Acrilamida: 30%

e TEMED: 100%

e Persulfato de amonio (APS): 10% em agua MiliQ.

e Tampao de separacéo: Tris 1,5M — SDS (0,1%) pH 8,6

e Tampéo de empilhamento: Tris 0,5M — SDS (0,1%) pH 6,8

Os géis foram feitos no sistema de montagem Tetra Mini Protean-célula (Biorad, CA,
USA) com 0,75mm de espessura. A porcentagem de bis/acrilamida no gel de

separacao foi de 12,5% e no gel de empilhamento foi 4%.

Foi agregada a agua destilada, o buffer correspondente e a solucdo bis/acrilamida,
em seguida, o TEMED junto com o APS. A mistura foi agitada rapidamente e
colocada entre o espaco das duas vidracas. Para a polimerizacao foi colocado uma
aliquota de etanol para prevenir a deformacdo do gel de separacdo. Apds 30
minutos, o etanol foi removido e o gel de empilhamento foi adicionado, colocando o

pente plastico para formar 0s pocos.

ApOs a polimerazagéo do gel, os vidros foram encaixados no suporte para cuba de
eletroforese, que foi completada com o tampéo de Corrida (Tris Base 25mM, Glicina

192mM, SDS 0,1%, agua), e posteriormente o pente foi removido.

As amostras correspondentes foram preparadas segundo o volume calculado para
25ug de proteinas em soro, com um volume de agua miliQ até 14 yL e com 7L de
Tampao de Laemmli (2x: Tris 0,5M, SDS 0,1% pH 6,8 / SDS 10% / Glicerol / DTT /
Azul de Bromofenol) e finalmente colocadas no aparelho de aquecimento a 95°C
entre 5 e 10 minutos. Logo apos, foram carregados 0s po¢os com todo o conteudo

das amostras, com um poc¢o preenchido com o marcador de peso molecular.

A eletroforese foi realizada com voltagem constante de 100V até que a frente da
eletroforese penetrasse totalmente no gel inferior e em seguida a 150V até o fim da

eletroforese a 4 °C.
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3.3.4 Transferéncia de proteinas para a membrana

Uma vez completada a eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF), Biorad (Biorad, CA, USA). Desta
forma, as proteinas foram imobilizadas para a reacdo com os anticorpos. Antes
disso, foi feita a ativacdo das membranas utilizando metanol durante 5 minutos,
seguido do uso do tampédo de transferéncia a 4 graus por 10 minutos na mesa
agitadora. A transferéncia das proteinas do gel para a membrana foi realizada pela

eletrotransferéncia molhada a 60V.

3.3.5 Imunoblotting

A membrana foi cortada de acordo com o trecho de interesse baseado no peso
molecular do padrdo, permitindo incubar cada segmento da membrana com o
anticorpo primario de interesse e impedindo assim reconhecimentos inespecificos.

Os reagentes utilizados neste ensaio foram:

e Tampao de lavagem TBS (1X): NaCl 20mM, Tris 150mM, pH 7,4.
e Tampéo de lavagem TBS-T (1X): NaCl 100mM, Tris Base 10mM, Tween 20
0,1% pH 7,4.

e Solucéo de Bloqueio: TBS-T, e 5% de leite em p6 desnatado (Molico)

Os anticorpos primarios utilizados foram:

a) Anti-VEFG-C, Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, EUA);
b) Anti-COX2, Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, EUA);
c) Anti-transferrina, Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, EUA).

Apés a transferéncia, foram bloqueadas as membranas com solucdo de bloqueio. A
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solugcdo foi colocada cobrindo a membrana e mantida em agitagdo suave a
temperatura ambiente durante 2:30 horas. Em seguida, a solu¢gdo de bloqueio foi
removida com seis lavagens com TBS-T durante 5 minutos cada. Depois de remover
as membranas do tampao de lavagem, estas foram incubadas com a solucdo do
anticorpo primério, durante 4 horas em temperatura ambiente. O anticorpo anti-
transferrina foi utilizado como controle enddégeno de expressdo proteica. A
concentracdo dos anticorpos primarios foi de 1:500 para anti-COX-2, 1:3000 para
anti-VEGF-C e 1:500 anti-transferrina, diluidos em solucéo de BSA 5% e TBS-T.

Terminada a incubac&o, o anticorpo primario foi recuperado e armazenado a -8 °C.
As membranas foram lavadas 6 vezes com TBS-T durante 5 minutos a temperatura
ambiente. O tampdao de lavagem foi removido e a solucdo de anticorpo secundario
anti-rabbit e anti-mouse, de acordo com o anticorpo primario utilizado, foi adicionada
em diluicbes de 1:10000 em TBS-T e leite 5%. A incubacao foi feita com agitacao
suave a temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente, o anticorpo
secundario foi removido e 6 lavagens com TBS-T +5 minutos cada foram realizadas,

e 3 lavados com TBS 10 minutos cada.

3.3.6 Revelado e andlise das membranas

As membranas foram incubadas com solucéo de revelado BCIP/NBT Kkit, Invitrogen
(Carlsbad, Califérnia, EUA), até o surgimento das bandas, em uma margem de
tempo de 10 a 30 minutos. Posteriormente, as membranas foram analisadas através
no aparelho ChemiDoc™ XRS+ System (Biorad, CA, USA) e as bandas das
proteinas quantificadas pelo software Image Lab 5.21 (Biorad, CA, USA).
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3.4Citometria de Fluxo

A IL-17A foi dosada em soro (pg/ml) no citometro de fluxo FACSAria™, BD (Franklin
Lakes, Nova Jersey, EUA) com uso do kit Cytometric Bead Array (CBA) Human
Th1/Th2/Thl7, BD (Franklin Lakes, Nova Jersey, EUA), de acordo com as
especificacoes do fabricante.

3.5Andlise Estatistica

Para identificar diferencas estatisticas entre dois grupos foram realizadas analises
através do Teste t de Student ndo-pareado, para mais variaveis foi feita a analise de
variancia (ANOVA) de uma via com poés-teste de Tukey. Valores outliers foram
excluidos das andlises. Todos os resultados foram expressos como média + desvio

padréo (SD). O valor de p < 0,05 foi considerado significativo para todas as analises.

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando os programas Statistic

Package for Social Sciences (SPSS) versao 20.0 e GraphPad Prism 5.

Todos os resultados estao expressos como média + desvio padréo (SD).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo 124 pacientes com CECP e 29 controles atenderam aos critérios
previamente estabelecidos de inclusdo. A idade média dos pacientes analisados foi
de 59,6 anos (x10,7), o género predominante foi o masculino (79%), a maioria dos
pacientes eram tabagistas (54,8%) e ndo consumiam bebidas alcodlicas (58,9%).
Com relacdo aos aspectos clinicos analisados, o sitio anatébmico primario acometido
prevalentemente foi a cavidade oral (78,2%), a maior parte dos pacientes se
encontrava em estadio avancado da doenca (55,7%) e ndo apresentava metastase
em linfonodos regionais (66,1%). Para o grupo controle observou-se uma idade

média 57,7 (x4,02) com prevaléncia de homens (82,76%).

As principais caracteristicas da populacado analisada como histéria do uso do tabaco
e consumo do alcool, bem como aspectos clinicos estao apresentados na tabela 2.



45

Tabela 2- Caracteristicas clinicas da populacéo analisada.

Variaveis Pacientes N=124 (%) Controles N=29 (%)
Idade (Média +SD) 59,6 (+10,7) 57,7 (x4,02)
Género
Masculino 98 (79,0) 24 (82,8)
Feminino 26 (21,0) 5(17,2)
Tabagista
Sim 68 (54,8) -
Nao 56 (45,2) -
Etilista
Sim 51 (41,1) -
Nao 73 (58,9) -
Sitio anatémico
Cavidade oral 97 (78,2) -
Orofaringe 27 (21,8) -
Linfonodos regionais (N)
NO 82 (66,1) -
N+ 42 (33,9) -
Estadiamento
I/ 55 (44,3) -
v 69 (55,7) -

Legenda: NO= sem metastase em linfonodos regionais
N+= com metastase em linfonodos regionais
I/ll= estadiamento inicial
II/IV= estadiamento avancado

A predominancia de individuos do sexo masculino com CECP neste estudo
corrobora com dados encontrados na literatura e pode estar relacionada a maior
exposicao dos homens aos principais fatores de risco associados a doenga, como o
tabaco e acool (COLOMBO, 2009; HASHIBE et al., 2007; INCA, 2016).

A idade média dos pacientes deste estudo também tem sido relatada em outros
trabalhos, além da prevaléncia de fumantes, a cavidade oral como sitio anatémico
primério mais acometido e o estadiamento avancado da doenca, uma vez que a
maioria dos pacientes com CECP recebe o diagnéstico ja em estagio tardio deste
cancer (ALVES et al., 2012; COLOMBO, 2009; INCA, 2016).

O desenvolvimento do CECP €& um processo complexo que envolve a exposicao a

fatores ambientais como o tabagismo, etilismo, poluicdo e infeccéo viral, que podem
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levar ao acumulo de variacdes genéticas e mutagbes (CHOI; MYERS, 2008).
Entretanto, somente uma pequena fragdo de fumantes e/ou etilistas desenvolvem o
CECP, bem como apenas uma parcela dos individuos expostos ao HPV véo ter a
doenca, sugerindo que o surgimento deste cancer também pode ser influenciado
pela predisposicdo genética do paciente e por alteragdes molaculares (LIU et al.,
2017).

4.1Expressao relativa do mRNA de VEGF-C e COX-2 em tecido tumoral e

tecido normal de pacientes com CECP

Das amostras de tecido utilizadas para o estudo, 19 apresentaram gquantidade e
integridade suficiente de RNA total para proceder com a sintese de cDNA e reacao
de gPCR para VEGF-C e COX-2. As amostras foram divididas de acordo com o
estadiamento clinico dos pacientes (inicial= I/Il e avancado= IIl/IV) e em grupo
controle, que corresponde a amostras de tecido normal. O ensaio de gPCR foi
realizado em 12 amostras de tecido tumoral e em 5 de tecido normal para VEGF-C,
e em 11 amostras de tumor e 4 de tecido normal para COX-2. A expressao relativa
do mRNA de VEGF-C e COX-2 foi relacionada ao estadiamento, sexo, metastase

em linfonodos regionais, e ao habito de fumar e beber dos pacientes (tabelas 3 e 4).

A expressédo de VEGF-C e COX-2 nos tecidos tumorais e normais &€ mostrada na
figura 7. A expresséao relativa do mRNA destes genes nao apresentou diferenca
significante quando comparados as amostras de tecido normal versus amostras de
tumor, além de ndo haver alteracdo quando analisado as amostras de tumor
subdividas de acordo com o estadiamento clinico (I/ll e 11I/IV) em relagéo ao tecido
normal, apesar de em ambos 0s casos ser observado uma tendéncia ao aumento da
expressdo desses genes em tecido tumoral em relacdo ao normal. Estes dados
podem estar relacionados ao pequeno numero amostral em que foi possivel se
realizar as analises, sendo necessarios novos testes com grupos maiores de
amostras para se verificar com maior precisdo a expressao génica de VEGF-C e
COX-2.
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Figura 7. Avaliacdo da expresséo relativa do mRNA de VEGF-C e COX-2 por gPCR com gene
normalizador B-actina pelo método AACt. Analises realizadas em tecido normal e tumoral de
individuos com CECP agrupados em estadiamento inicial (/1) e estadiamento avangado da doenca
(lNv). A) Expresséo relativa mRNA VEGF-C entre tecido normal (n=5) e amostras de tumor (n=12).
B) Expresséo relativa do mRNA de VEGF-C em tecido normal (n=5) e em tecido tumoral I/l (n=6);
I/IV (n=6). C) Expresséo relativa mRNA de COX-2 entre amostras de tecido normal (n=4) e amostras
de tumor (n=11). D) Analise da expressao relativa do mRNA de COX-2 em tecido normal (n=4); grupo
/Il (n=5); /IV (n=6). ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey e teste T de Student para
comparacao entre 0s grupos. Valores expressos em média + SD.
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Tanaka e colaboradores, (2010) observaram que a expressdo do mRNA de VEGF-C
em tecido tumoral foi maior do que em tecido ndo canceroso em pacientes com
cancer de esodfago, além de ser elevada em pacientes com estagio avancado da
doenca em relacdo ao grupo em estagio inicial, o que nao foi encontrado nas

analises realizadas neste estudo.

Embora os resultados ndo tenham mostrado diferenca da expressao de mRNA de
COX-2 entre os tecidos tumoral e normal, Moazeni-Roodi et al., (2016) mostraram
gue o nivel da expressdo do mRNA de COX-2 em tecidos tumorais era superior a de
fragmentos de tecido normal em pacientes com carcinoma oral de células
escamosas, além de ser significativamente maior nas amostras provenientes de
pacientes em estagio avancado da doenca (lll/IV) em relacdo ao estadiamento
inicial. Resultados semelhantes foram encontrados por Lee et al., (2015) também em

carcinoma oral de células escamosas.

Apesar destes estudos terem mostrado diferencas da expressdo do mRNA de
VEGF-C e COX-2, os resultados encontrados no presente estudo ndo permitem
afirmar que had uma expressdo aumentada do mRNA de VEGF-C e COX-2 nos
tecidos tumorais em relacao ao tecido normal e nem que o estadiamento avancado

do tumor eleva a expresséo destes genes.

Com relacdo aos demais dados clinicos associados a expresséo relativa média do
MRNA de VEGF-C, observou-se que houve um aumento significante em amostras
de tecido tumoral de pacientes com metastase em linfonodos regionais (N+) (p=
0,027) (tabela 4), tanto quando comparadas as amostras de tumor de individuos
sem o envolvimento de linfonodos regionais (p= 0,043), quanto as amostras de
tecido normal (0,031) (figura 8). Estes dados evidenciam o papel do VEGF-C no

envolvimento linfonodal, e, por conseguinte, no desenvolvimento do CECP.
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Figura 8. Expressao relativa do mRNA de VEGF-C em amostras de tecido normal (controle n=5) e
amostras de tumor de pacientes sem envolvimento linfonodal (NO, n=9) e com linfonodos regionais
(N+, n=3). ANOVA de uma via com pos-teste de Tukey. Valores expressos em média + SD.

No carcinoma epiderméide de lingua a expresséao de VEGF-C se mostrou como fator
de prognéstico para mestastase linfonodal no estagio inicial da doenca, de acordo
com Matsui et al., (2015). Foi observado neste estudo que pacientes com
metastases em linfonodos apresentavam maior expressdo de VEGF-C do que
aqueles pacientes sem envolvimento linfonodal. Além disso, a expressao de VEGF-C
mostrou-se como fator progndéstico sobre as taxas de sobrevida especifica e
sobrevida livre de doenca, com pior pronostico relacionado ao aumento de sua
expressao (MATSUI et al., 2015).

Resultados similiares foram encontrados por Shintani et al.,, (2004) onde a
comparacao entre de tecido tumoral de pacientes com e sem metastase em
linfonodos mostrou que o nivel de mMRNA de VEGF-C tende a ser maior nas
amostras de tecido tumoral em que ha envolvimento linfonodal no carcinoma oral de

células escamosas.

No carcinoma epidermdide de esbfago, a presenca de metastases em linfonodos e o
aumento da densidade linfonodal também mostrou-se relacionado ao aumento da

expressdo de mRNA do VEGF-C, além de outros membros da familia do VEGF, e da
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elevacdo da expressdo desta proteina quando realizadas analises de
imunohistoquimica (INOUE et al., 2008).

O crescimento de novos vasos linfaticos, linfagiogénese, € ausente em individuos
adultos, mas pode ser induzido por processos patologicos como a inflamacéo,
cicatrizacé@o de feridas e cancer (ALITALO; DETMAR, 2012). O VEGF-C é conhecido
por ser uma molécula critica para a metastase em linfonodos pela indugcdo da
linfagiogénese pela ativacdo do receptor VEGFR-3 (YU et al., 2014), sendo um
preditor da metastase em linfonodos regionais em varios tipos de canceres, inclusive
no CECP (KISHIMOTO et al., 2003).

A metéstase em linfonodos € o primeiro sinal da progressao do tumor na maioria das
malignidades epiteliais. As células malignas se disseminam pelos vasos linfaticos e
podem produzir metastases locorregionais pela proliferacdo in situ dentro do vaso
(ALITALO; DETMAR, 2012). Nos tumores malignos de cavidade oral, a metastase
em linfonodos regionais € um importante fator para o tipo de terapia a ser
considerada e o progndstico do paciente (KISHIMOTO et al., 2003). Ademais,
linfagiogénese intratumoral é um importante fator de prognéstico independente no

carcinoma epidermoide de eséfago (INOUE et al., 2008).

No entanto, devido ao numero reduzido de amostras de tumor de pacientes que
apresentavam metastase em linfonodos em que foi possivel avaliar a expressao
relativa do mRNA de VEGF-C neste estudo, € necessario que sejam realizadas mais
andlises para se estabelecer a relacdo da expressdo deste gene com a metastase

de linfonodos regionais de pacientes com CECP e com a progresséo da doenca.

Os demais dados clinicos-patologicos dos pacientes avaliados neste estudo nao
demonstraram influenciar na expressao relativa do mRNA VEGF-C, uma vez que

nenhuma diferenca estatistica significante foi observada (tabela 3).

A expressao relativa do mRNA de COX-2 ndo apresentou diferenca significante em

relacdo a nenhum dos dados clinicos-patoldgicos analisados (tabela 4).



51

Tabela 3- Avaliacéo da expresséo relativa do mRNA de VEGF-C em relagao aos dados clinicos-
patolégicos dos pacientes em tecido tumoral e normal.

_ VEGF-C
= 0,
Caracteristicas Amostras n=17 (%) Média +SD p
Género
Masculino 10 (83,3) 238,0 + 60,12 0,192%
Feminino 2 (16,7) 42,82 + 9,44
Tabagista
Sim 6 (50) 189,9 + 79,13 0516
N&o 6 (50) 221,1 +£81,30 '
Tecido normal 5 (100) 100,0 £ 44,72
Etilista
Sim 8 (66,7) 251,6 +£108,6 0434
N&o 4 (33,3) 182,4 + 64,73 '
Tecido normal 5 (100) 100,0 + 44,72
Linfonodos Regionais
NO 9 (75) 141,1 + 41,70 0.027*
N+ 3 (25) 398,8 £ 138,0 '
Tecido normal 5 (100) 100,0 + 44,72
Estadiamento
I/l 6 (50) 149,5 £+ 52.93
v 6 (50) 12,71+ 1,713 0,458
Tecido normal 5 (100) 100,0 £44.72

ANOVA de uma via com poés-teste de Tukey. *Teste T de Student para comparar médias
entre grupos. Valor de p<0,05 foi considerado significativo.
Legenda: NO= sem metastase em linfonodos regionais

N+= com metastase em linfonodos regionais

N&o foi encontrado dados que evidenciassem a relagédo da expressédo do mRNA de
VEGF-C com o historico do paciente com CECP, como género, o habito de fumar e
beber, destacando-se a necessidade de realizar estudos que identifiquem os fatores

que influenciam as alterac6es moleculares no individuo com CECP.

Ademais, aspectos moleculares como a presenca de polimorfismos de VEGF-C
devem ser levados em conta em proximos estudos, uma vez que polimorfismos de
um unico nucleotideo tem sido associados a maior susceptibilidade de desenvolver
carcinoma oral de células escamosas e carcinoma urotelial celular, estando atrelado

ainda ao maior risco de individuos que fazem uso de tabaco e &lcool (CHIEN et al.,
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2013; TUNG et al., 2014).

Os resultados das analises mostram que ndo héa diferenca significativa entre a
expressdo do mRNA de COX-2 quando comparado aos dados clinico-patolégicos,
conforme tabela 5. Estudos relacionados a expressdo do mRNA de COX-2, como
Moazeni-Roodi et al.,(2016), também nao encontraram diferenca significativa do
MRNA de COX-2 em tecidos tumorais em relagcdo ao sexo do paciente. No entanto,
0S autores encontraram que a expressdo de COX-2 é elevada em pacientes
tabagistas, 0 que pode estar relacionado as mudancas do epitélio durante a
progressédo do cancer devido ao habito de fumar.

Tabela 4- Avaliacdo da expresséo relativa do mMRNA de COX-2 em relacéo aos dados clinicos-
patolégicos dos pacientes em tecido tumoral e normal.

o COX-2
= 0,
Caracteristicas Amostras n= 15 (%) Média +SD p
Género
Masculino 8 (72,7) 140,7 + 4,01 0,512%
Feminino 3(27,3) 91,7 £ 44,40
Tabagista
Sim 6 (54,5) 123,7 + 52,52 0.877
N&o 5 (45,5) 131,6 + 34,50 '
Tecido normal 4 (100) 100,0 + 4,12
Etilista
Sim 3(27,3) 130,7 £ 90,10 0883
Nao 8 (72,7) 126,1 + 32,17 '
Tecido normal 4 (100) 100,0 £ 4,12
Linfonodos Regionais
NO 8 (72,7) 108,0 + 29,95 0463
N+ 3(27,3) 178,9 + 87,10 '
Tecido normal 4 (100) 100,0 + 4,12
Estadiamento
/1l 5 (45,5) 138,9 + 42,42 0826
v 6 (54,5) 117,7 + 48,13 '
Tecido normal 4 (100) 100,0 £ 4,12

ANOVA de uma via com poés-teste de Tukey. *Teste T de Student para comparar médias
entre grupos. Valor de p<0,05 foi considerado significativo.
Legenda: NO= sem metastase em linfonodos regionais

N+= com metastase em linfonodos regionais

A enzima COX ¢é limitante na conversao do acido araquidénico em prostaglandinas,
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das quais duas isoformas foram descritas, COX-1 e COX-2. Como mencionado
anteriormente, a COX-1 é constitutivamente expressa em varios tecidos e gera as
prostaglandinas necessarias para a funcéo fisiolégica normal. Embora a COX-2 nao
possa normalmente ser detectada, estimulos pro-inflamatérios ou mitogénicos
causam sua rapida inducdo. A COX-2 esté envolvida no processo de carcinogénese
através de uma gama de mecanismos diferentes, incluindo angiogénese,
proliferacdo celular e prevencdo da apoptose. A expressdo elevada de COX-2 foi
observada em varias malignidades humanas, incluindo carcinomas do célon, mama,

gastrico, brénquico, esofégico e prostatico, e no CCP (LEE; KANG; KIM, 2015).

A sobrexpressdo de COX-2 tem sido encontrada em diversos tipos de canceres,
incluindo o CECP. Particularmente, um aumento do nivel de expressdo de COX-2
tem sido identificado no carcinoma oral de células escamosas. Em tumores de
individuos que apresentam metastase em linfonodos a expressdo de COX-2 é
elevada, além de estar relacionada a displasia e proliferacdo das células tumorais
(LEE; KANG; KIM, 2015).

Como a COX-2 é inibida por anti-inflamatorios, pode ser que os pacientes incluidos
neste estudo no momento da coleta das amostras estivessem fazendo uso deste
tipo de medicacdo, o que pode ter influenciado nos resultados aqui apresentados.
Deste modo, € necessario que mais estudos sejam realizados levando em conta
este tipo de abordagem, permitindo assim elucidar o papel desta enzima no CECP e
os fatores intrinsecos e extrinsecos que interferem em sua expressao. Os AINEs
tém sido amplamente utilizados no tratamento de doencas inflamatérias agudas e
cronicas, que desempenham os seus efeitos terapéuticos através da inibicdo da
COX-2 para prevenir a producdo de prostaglandinas pro-inflamatérias (LEE et al.,
2011). Além disso o0 numero de amostras deve ser aumentado para que se possa

avaliar de fato se ha um aumento de COX-2 nos pacientes com CECP.
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4.2 Andlise da expressdo proteica de VEGF-C e COX-2 em soro de
pacientes com CECP e controles

O ensaio de Western Blotting foi realizado em 40 amostras de soro de pacientes
com CECP agrupadas de acordo com o estadiamento da doenca (I/ll e 1I/IV) e 11
amostras de controle para VEGF-C e COX-2.

Dos dados clinicos-patolégicos relacionados a expressao de VEGF-C, observou-se
gue a expressdo meédia desta proteina foi estatisticamente maior no grupo II/IV
(0,01) quando comparado ao grupo /Il (p= 0,003) e controle (p= 0,03) (figura 9),
mostrando que o VEGF-C pode estar relacionado com o pior desfecho da doenca e

evidenciando seu papel como BM do CECP.

Género, Tabagismo, etilismo e metastase em linfonodos regionais ndo mostraram
influéncia no nivel desta proteina nas analises realizadas (tabela 5), destacando-se
mais uma vez a relevancia de buscar quais fatores influenciam na expressao desta
proteina para estabelecer a via pela qual atua na carcinogénese, especialmente do
CECP.

A auséncia de relacdo entre a expressdo proteica sérica de VEGF-C e o
envolvimento de linfonodos foi observada em pacientes com cancer de mama, o que
pode estar relacionada com a heterogeneidade da doenca, e desta forma
influenciando no processo linfagiogénico, dificultando o estabelecimento da via pela

qual esta proteina atua na doenca (PEREZ et al., 2015).

Em carcinoma de nasofaringe o nivel de VEGF-C em soro de pacientes com CECP
€ elevado em relacdo a individuos saudaveis, e estad relacionado com o
estadiamento avancado deste cancer, mostrando a relevancia desta proteina como
BM de prognostico da doenca e indicativo de metastase das células tumorais (LI,
2015).

No carcinoma de eso6fago, o nivel sérico de VEGF-C antes do inicio do tratamento
contra a enfermidade € maior em pacientes acometidos pela doenga em estagios
avancados do que aqueles pacientes que se encontram no inicio da doenca, além

de ser elevado em relacdo ao grupo controle. Os niveis elevados de VEGF-C ainda
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tém sido relacionados a metastase em linfonodos, ao tamanho do tumor, metastases
distantes e com a menor sobrevida do doente, mostrando-se com um potente
indicador de prognostico da doenca (KOZLOWSKI et al., 2010).

Kishimoto et al., (2003) ao estudarem a expressdo de VEGF-C em biopsias de
pacientes com carcinoma epidermdide de cavidade oral através do uso de
imunohistoquimica observaram que o0 nivel desta proteina era superior em
individuos em estagio inicial da doenca (I/1l) em relacdo aos individuos em estagio
avancado (lll/IV). Os autores observaram uma relacdo no aumento dessa proteina
quando os individuos apresentavam metéstases em linfonodos, o que pode estar
relacionado aos diferentes tipos de tecido e técnicas utilizadas neste estudo. Apesar
disso, destaca-se mais uma vez a importancia do uso do soro para avaliacdo de BM,
ja que através deste material biolégico pode-se avaliar a condicdo do doente de
forma menos invasiva podendo direciona-lo a tratamentos mais especificos

diminuindo os indices de morbidade.

A expressdo aumentada de VEGF-C tem sido associada com sobrevida global
reduzida em pacientes com CECP em estagio avancado, levantando a possibilidade
de que a avaliacdo de VEGF-C pode ajudar a identificar pacientes com risco elevado
de metéstase, podendo dirigi-los para tratamentos mais apropriados (TANIGAKI et
al., 2004).

Em linhagem celular de CECP, a sobrexpressdo de VEGF-C promove aumento do
crescimento e mobilidade de células tumorais quando comparadas a células
knockdown para o gene VEGF-C, evidenciando a importancia desta proteina na
carcinogénese e no processo metastatico (BENKE et al., 2010).

Para COX-2, no entanto, n&o foi notada diferenca significativa na sua expressao em
nenhum dos grupos analisados (figura 9), nem em relacdo aos dados clinicos dos

pacientes (tabela 6).

A expressao de COX-2 é uma resposta imediata indutivel apds estimulacdo pelo
soro, promotores de tumores, mitdgenos, endotoxinas, citocinas e hormonios. A
inducdo de COX-2 e seu envolvimento com o cancer pode ocorrer através de varios
mecanismos, tais como interacdes com o0s genes, fatores de crescimento,

inflamacéo e angiogénese. O habito de fumar é um fator de risco bem conhecido



56

para os CCP. Substancias presentes no cigarro podem estimular a transcricdo da
COX-2, que por sua vez amplifica o efeito de carcindégenos relacionados ao tabaco
no inicio do tumor (DANNENBERG et al., 2001).

Bayazit e colaboradores (2004) em estudo da expressao de COX-2 em carcinoma
de laringe de células escamosas ndo encontraram relacdo entre a presenca de
COX-2 com a localizagcdo do tumor primério, o estadiamento TNM do paciente,

sobrevida e metastase a distancia da doenca.

De forma contraria , um estudo publicado por Byatnal et al., (2015) mostrou por
imunohistoquimica que a sobrexpressao de COX-2 em tecido esté significativamente
associada com o envolvimento linfondodal, recorréncia local do tumor e sobrevida
reduzida de pacientes com CECP, mostrando que a expressao de COX-2 representa
um BM importante de progndstico que pode ser usado para identificar pacientes de

alto risco e estimar a sobrevida do paciente.

Ainda em contrapartida com os resultados aqui observados, Zhi e colaboradores
(2006) observaram que a COX-2 desempenha papel crucial no cancer de eséfago,
estando seu aumento relacionado ao aumento da displasia, invasividade e

progressao do tumoral.

Levando-se em conta os resultados previamente apresentados neste estudo sobre a
expressao relativa de mRNA de COX-2, supde-se que esta enzima ndo seja um BM
efetivo para avaliagdo dos pacientes com CECP incluidos neste estudo. Além disso,
como a avaliacdo proteica de COX-2 foi realizada em soro, é possivel que o tipo de
amostra interfira em sua deteccgdo, sendo necessario mais estudos analisando por
diferentes técnicas e tipos de material biologico o perfil desta enzima no CECP. E
preciso ainda que sejam incluidos mais parametros que possam estar influenciando
na expressao desta proteina, como por exemplo o uso de medicagdo anti-

inflamatoria pelos pacientes.

Como as proteinas s&do as principais efetoras dos processos biologicos no
organismo, e como a analise da expressao génica, apesar de fornecer informacdes
relevantes, se torna limitada por diversos fatores, as analises em soro de VEGF-C e
COX-2 fornecem uma ferramenta valiosa para avaliacdo da doenca, uma vez que

nao exige que sejam realizados processos invasivos no paciente para retirada do
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Figura 9. Avaliagdo da expresséo proteica de VEGF-C (A) e COX-2 (B) em soro de individuos
saudaveis (n=10) e pacientes com CECP em estadiamento inicial (I/ll, n= 20) e estadiamento
avancado (III/IV, n=19). A proteina sérica transferrina foi utilizada como controle interno. Analises
estatisticas realizadas por ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey. Valores expressos em média
+ SD.
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Tabela 5- Expressao proteica de VEGF-C em soro em relagdo aos dados clinicos-patologicos dos
pacientes com CECP e controles.

o VEGF-C
= 0,
Caracteristicas Amostras n= 49 (%) Média +SD p
Género
Masculino 32 (82,0) 1,44 +£0,11 0,144%
Feminino 7 (18,0) 191+£0,43
Tabagista
Sim 23 (59,0) 1,70+ 0,16 0637
N&o 16 (41,0) 1,60 + 0,23 '
Controle 10 (100) 1,41 +0,16
Etilista
Sim 21 (54,0) 1,67 £0,19 0690
N&o 18 (46,0) 1,64 +£0,19 '
Controle 10 (100) 1,41+£0,16
Linfonodos Regionais
NO 27 (69,2) 1,57 +£0,17
N+ 12 (30,8) 1,84+0,21 0,405
Controle 10 (100) 1,41 +0,16
Estadiamento
1/ 20 (51,3) 1,27 +0,12 0.01*
1Y\, 19 (48,7) 2,03+0,21 ’
Controle 10 (100) 1,41 +0,16

ANOVA de uma via com poés-teste de Tukey. “Teste T de Student para comparar médias
entre grupos. Valor de *p<0,05 foi considerado significativo.
Legenda: NO= sem metastase em linfonodos regionais

N+= com metastase em linfonodos regionais
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Tabela 6- Expressao proteica de COX-2 em soro em relagdo aos dados clinicos-patoldgicos dos
pacientes com CECP e controles.

COX2

_ _ 0
Caracteristicas Amostras n= 49 (%) Média +SD p

Género

Masculino 33 (84,6) 1,31+0,10 0,580

Feminino 6 (15,4) 1,14 + 0,36

Tabagista

Sim 23 (59,0) 1,42 +0,12 0232

Nao 16 (41,0) 1,08 + 0,18 '

Controle 10 (100) 1,40+ 0,16

Etilista

Sim 18 (46,0) 1,23+0,14 0.856

N&o 21 (54,0) 1,27+ 0,16 '

Controle 10 (100) 1,40+ 0,16

Linfonodos Regionais

NO 27 (69,2) 1,23+0,12 0655

N+ 12 (30,8) 1,40+ 0,21 '

Controle 10 (100) 1,40+ 0,16

Estadiamento

I/l 20 (38,8) 1,40+ 0,14 0535

v 19 (40,8) 1,18 + 0,15 '

Controle 10 (100) 1,40+ 0,16

ANOVA de uma via com poés-teste de Tukey. “Teste T de Student para comparar médias
entre grupos. Valor de p<0,05 foi considerado significativo.
Legenda: NO= sem metastase em linfonodos regionais

N+= com metéastase em linfonodos regionais
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4.3 Avaliacdo do nivel de IL-17A em soro de pacientes com CECP e
controles

Como mencionado anteriormente, a IL-17A possui papel ambiguo em diversos
canceres e no CECP, exercendo tanto atividade pro-tumoral quanto antitumoral.
Deste modo, o nivel de IL-17A foi dosado em soro de pacientes com CECP e
individuos saudaveis por citometria de fluxo com intuito de avaliar seu papel neste

cancer e sua relevancia como BM do CECP.

Foram realizadas dosagens em amostras de soro de 95 pacientes com diagndstico
confirmado do CECP divididos em grupos de acordo com o estadiamento da doenca
(I/11 e 1I/1IV) e 20 controles. Os valores do nivel IL-17A foram obtidos em pg/ml. Os

resultados obtidos foram relacionados aos dados clinico-patoldgicos dos pacientes.

Foi observado que o nivel de IL-17A em pacientes com CECP ¢ significativamente
maior do que em individuos saudaveis (p=0,04), e esta elevado nos estadios iniciais
da doenca (I/11) (p=0,03). Estes dados sugerem que ha um aumento da inflamacéao
em pacientes com CECP, especialmente nos estagios iniciais da doenca, mostrando
gue esta citocina pode estar relacionada a progressdo deste cancer e que pode

ainda ser um util BM precoce para avaliacdo da condi¢do do paciente (figura 10).

Dados encontrados por Gaur et al., (2012) no CECP corroboram com estes
resultados, uma vez que o nivel elevado de 1l-17A foi observado nos estagios iniciais

da doenca em relagédo aos estadiamentos avangados e ao grupo controle estudados.

Em amostras de soro de pacientes com CECP Li e colaboradores (2011)
encontraram resultados semelhantes, onde o nivel de IL-17A mostrou-se
significativamente maior nos individuos com a doenca em relagdo ao grupo controle.
No entanto, quando comparados entre os diferentes grupos de estadiamento da
doenca, foi observado que pacientes em estagio avancado tinham nivel superior de
IL-17A em relacédo aqueles no inicio da doenca. Dados similares foram encontrados
por Li et al., (2016) em carcinoma de células escamosas de laringe, onde o nivel de
IL-17A foi maior em pacientes do que o0 grupo controle e com aumento da citocina

em pacientes com estadiamento avancado da doenca.
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Quando analisados os demais parametros clinicos relevados neste estudo, notou-se
um aumento significativo da média do nivel de IL-17A em pacientes com CECP que
eram tabagistas em relacdo aos individuos que ndo fumavam e ao grupo controle
(figura 10), evidenciando a promocéao da inflamag&o no organismo pelo tabaco. De
acordo com Yanbaeva et al., (2007) a fumaca do cigarro ativa e libera células
inflamatdrias na circulagcdo e aumenta a expressdo de mediadores inflamatérios
como proteinas de fase aguda, fibrinogénio e citocinas pro-inflamatorias, o que pode

explicar o aumento da IL-17A nos pacientes fumantes deste estudo.

Pesquisas tem demonstrado que a inflamacéo cronica é um dos fatores epigenéticos
gue mais contribuem para o surgimento e progressdo do tumor, como por exemplo
em individuos que apresentam hepatite cronica ou cirrose tém maior risco de
apresentar carcinoma hepatocelular e individuos com bronquite crénica possuem
mais chances de desenvolver cancer de pulmao. Por outro lado, uso crbnico de
AINES, inibidores da COX-2, reduz a formagao tumoral (BRADE; TANNOCK, 2006;
CHEN et al., 2007). A inflamacdo pode auxiliar no desenvolvimento das células
tumorais por promover regeneracédo tecidual continua, levando a uma maior chance
de ocorréncia de mutacdes, e proliferacdo dessas células mutadas. Além disso, uma
microrregido mutagénica pode ser formada através da producdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio pelas células imunes recrutadas. A resposta
inflamatoria ainda promove a angiogénese, sendo uma alteracdo fundamental para o
desenvolvimento tumoral (CHAMMAS, 2010).

Curiosamente observou-se ainda que em individuos que nao apresentavam
metastase em linfonodos regionais tiveram um indice superior de IL-17A em relacao
ao grupo controle, sendo que para aqueles que tinham envolvimento linfonodal ndo
se encontrou alteragdo significativa do valor médio desta citocina (figura 10). O
maior nivel de IL-17A em pacientes com CECP sem metastase em linfonodos
também foi encontrado por Gaur et al., (2012). Estes dados corroboram sobre a
ambiguidade da acdo da IL-17A no CECP, uma vez que a auséncia de metéstases
em linfonodos € considerado um fator de melhor progndstico do paciente,
demonstrado que mais estudos sdo necessarios para compreender de fato seu

papel na carcinogénse, especialmente neste cancer.

Diversos estudos tém se concentrado nas caracteristicas e func¢des da IL-17A em
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tumores solidos, mas a correlacdo entre o crescimento e progressao tumoral com
esta citocina ainda ndo esta completamente elucidada. Por um lado, a IL-17A parece
promover atividades anti-apoptéticas e anti-angiogénicas, enquanto por outro ponto
de vista esta citocina tem se mostrado relacionada ao aumento da geracdo de
linfécitos T citotdxicos. Entretanto, muitos estudos avaliando o valor progndstico da
IL-17A tem mostrado que esta citocina € benéfica para o crescimento tumoral.
Contudo, algumas excec¢des indicam que um alto nivel de IL-17A no tecido tumoral
ou no sangue periférico esta relacionado a sobrevida prolongada do paciente (CUI et
al., 2013; LAN et al., 2013; ZENG et al., 2015).

De acordo com Ye et al., (2013), a atividade pré-tumoral da IL-17A tem sido
observada tanto em modelos tumorais de animais quanto em canceres humanos. Os
mecanismos responsaveis envolvem principalmente a angiogénese e a inducao de
citocinas no microambiente tumoral, resultando no crescimento do tumor. Estudo
realizado por Numasaki et al.,(2003) com adenocarcinoma de célon em modelo
animal mostrou os efeitos pro-tumorais da IL-17A, onde esta citocina induzia fatores
angiogénicos (VEGF), prostaglandina E2, quimiocicinas derivadas de queratinécitos

e oxido nitrico a partir dos fibroblastos e das células do tumor.

Como a producao de IL-17A pelas células imunes é dependente de outras citocinas
inflamatérias, e como o préprio meio tumoral € rico em citocinas, pode ser que exista
interacOes entre destas moléculas no microambiente do tumoral. Com isso, outros
membros da familia da IL-17A e outras citocinas podem afetar sua significancia
funcional em diferentes tipos de canceres, indicando uma possivel explicacdo sobre
seu duplo papel na progressédo ou supressédo do tumor (MALEK-HOSSEINI et al.,
2015).

As demais analises relacionadas aos dados clinico-patolégicos dos pacientes séo
apresentadas na tabela 7 e ndo apresentaram influéncia significativa no nivel de IL-
17A.
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Figura 10. A) Nivel de IL-17A entre controles (n=20) e pacientes com CECP (n=95). B) Avalicdo de
IL-17A em soro de individuos saudaveis (n=20) e de pacientes com CECP em estagio inicial (I/11,
n=44) e avancado (Ill/IV, n=51). C) Analise do nivel de IL-17A entre grupo controle (n=20), ndo
tabagistas (n=41) e tabagistas (n=54). D) Nivel de IL-17A no grupo controle (n=20), pacientes sem
envolvimento linfonodal (NO, n=61) e pacientes com metastase em linfonodos regionais (N+, n=34).
ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey e teste T de Student para comparagao entre 0s grupos.

Valores expressos em média + SD.



64

Tabela 7- Avaliacédo do nivel de IL-17A em relacdo aos dados clinicos-patolégicos dos pacientes com
CECP e controles.

e IL-17A
= 0,
Caracteristicas Amostras n= 115 (%) Média +SD p
Género
Masculino 78 (82,1) 1911158+i95g05 0,123°
Feminino 17 (17,9) e
Tabagista
Sim 54 (56,8) 111,9+ 7,38 0100
Nao 41 (43,2) 103,2 + 6,70 '
Controle 20(100) 84,9 + 8,18
Etilista
Sim 41 (43,2) 107,3+ 7,51 0145
N&o 54 56,8) 108,9 + 6,95 '
Controle 20(100) 84,9+8,18
Linfonodos Regionais
NO 61 (64,2) 110,5 + 6,54 0121
N+ 34 (35,8) 104,0 + 8,07 '
Controle 20 (100) 84,9 + 8,18
Estadiamento
1/ 44 (46,3) 114,8 + 8,18 0.066
v 51 (53,7) 102,4 + 6,30 '
Controle 20 (100) 84,9+8,18

ANOVA de uma via com poés-teste de Tukey. “Teste T de Student para comparar médias
entre grupos. Valor de p<0,05 foi considerado significativo.
Legenda: NO= sem metastase em linfonodos regionais

N+= com metastase em linfonodos regionais
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5 CONCLUSOES

A expressao relativa do mRNA de VEGF-C em tecido tumoral de pacientes com
CECP que apresentam metastase em linfonodos regionais € elevado em relacao

aos pacientes que nao apresentam envolvimento linfonodal e tecido normal;

A expressdo proteica de VEGF-C é maior no soro de pacientes em estagio
avancado da doenca (l1l/1V) em relacéo aos individuos em estadiamento inicial (I/11)

e controles, 0 que pode estar relacionado ao pior desfecho dos mesmos;

COX-2 nao apresentou diferenca significante em nenhum dos parametros e tipos

de amostras biolégicas analisadas;

O nivel de IL-17A é maior nas amostras de soro de estagios iniciais do CECP (I/Il),
e nos pacientes doentes quando comparados ao grupo controle, sendo um possivel
BM de progndstico precoce para o0 paciente e que pode permitir direciona-los para

tratamentos mais apropriados;

O nivel de IL-17A foi estatisticamente superior em pacientes sem envolvimento

linfonodal (NO), evidenciando o papel ambiguo que esta citocina exerce no CECP;

Tabagismo mostrou-se relacionado ao aumento do nivel de IL-17A, destacadndo
seu papel como fator de risco independente do CECP e na promocdo da

inflamacéo;

A analise em soro de paciente com CECP dos BM mostrou-se uma ferramenta
valiosa que pode ser utilizada como uma alternativa de avaliacdo do estado do

doente de forma menos invasiva;

VEGF-C e IL-17A sao potenciais BM do CECP em soro, sendo uma alternativa
viavel e de menor invasibilidade para o diagnéstico e prognostico do paciente. Mais
estudos envolvendo andlises de sobrevida sdo requeridos para estabelecé-los
como BM de estratégias tanto de direcionamento do tipo de terapia a ser
empregada no doente como alvos terapéuticos. Para analise de COX-2 é
necessario sua avaliacdo por outros métodos e levar em conta novas abordagens,
como uso de anti-inflamatérios pelo paciente, para estabelecer seu papel como

potencial como BM do CECP.
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7 ANEXOS

7.1 ANEXO 1: Aprovacgdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Espirito Santo

Comité de Etica em Pesquisa - CIAS
CENTRO INTEGRADO DE ATENCAO A SAUDE
Unimed Vitéria

Vitoria, 27 de junho de 2011.
Projeto No: 318/2011
Parecer: 21/2011 [ inicial ] Conclusdo

Titulo: Estudo de Céncer de Cabega e Pescogo no Brasil

Instituigao: Hospital Santa Rita de Cassia
Pesquisador: José Roberto V de Podesta

Grupo e Area Tematica Especial: 1A

Prezado Pesquisador

Apbs o recebimento e apreciagdo do projeto e das respostas as pendéncias formuladas, seguem as
observagdes deste Comité:

1. Adequar os objetivos de acordo com hipéteses formuladas em linha com a justificativa do projeto.

Parecer do CEP: pendéncia atendida

2. Incluir, na metodologia os critérios de selegdo (incluséo e exclusao) amostral assim como caracteristicas
outras que sejam pertinentes. Explicitar, ainda na metodologia, o estudo piloto, e sua metodologia.
Parecer do CEP: Pendéncia atendida. O estudo piloto no foi contemplado na metodologia, mas € citado na

pagina 17.

3. Justificar auséncia do calculo amostral
Parecer do CEP: Pendéncia atendida. E citado na pagina 10 (metodologia) que a amostra sera de

conveniéncia.

4. Adequar o TCLE & CNS 347/05 de Janeiro 2005 e incluir campos para identificagédo de quem aplicou o
TCLE. E direito inalienavel do sujeito de pesquisa saber ou ndo querer saber sobre seus resultados de
exames realizados em sua propriedade biologica, tenha ou ndo aplicabilidade clinica. Pede-se, portanto, para
rever a informagao sobre o tema no TCLE.

Parecer do CEP: pendéncia atendida. TCLE devidamente adequado e, sobe nossa avaliagéo, dentro dos
critérios éticos e alinhados com a resolugao 196/1996 e suas complementares.
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