ISSN: 2525-5150 v.6, n.2 (2021)

UNIVERSIDADE

REVISTA CIENTIFICA DA UMC

EXPRESSAO DE PAR-1 EM LESOES ORAIS DE CARCINOMA DE
CELULAS ESCAMOSAS

Leticia Ferrari da Silva®, Monica Ghislaine Oliveira Alves?

1. Estudante - curso de Odontologia; e-mail: letsferrari.lfs@gmail.com;

2. Professora UMC; e-mail:mgoliveiraalves@gmail.com.

Area de conhecimento: Patologia Bucal.
Palavras-chave: Carcinoma de Células Escamosas. Tabagismo. Receptores Ativados por

Proteinase.

INTRODUCAO

O céancer bucal apresentou 300.000 novos casos (2,1% do total mundial dos casos de cancer)
e 145 000 mortes (1,8% do total mundial de 6bitos dos canceres analisados) em 2012. Deste
total, 77% das mortes se apresentaram em regiées menos desenvolvidas, e ha prevaléncia
de 2:1 dos homens em relagéo as mulheres (FERLAY et al., 2015). No Brasil, no ano de 2016,
foi estimado 11.400 novos casos de cancer da cavidade oral em homens e 4350 em mulheres.
A mortalidade em 2018 chegou a 4974 e para 2020, é previsto a incidéncia de 11.200 casos
do cancer de boca em homens no pais (INCA, 2020). No estudo do cancer, a observacao dos
marcadores moleculares mostra-se importantissimos em uma abordagem inicial, e no
prognostico do caso, dada a grande incidéncia da doenca e sua taxa de letalidade (CASTRO
et al., 2019; FERLAY et al., 2019). Entender a associa¢do causal entre doencas e genes tem
sido um importante objetivo da biologia. Nesse contexto, foi possivel descobrir que existem
genes mais significantes do que outros, devido sua acdo em processos bioldgicos essenciais,
além da maior ou menor expressdo em uma determinada doenca (KUMAR et al., 2017). Os
Receptores Ativados por Protease (PARs) sé@o receptores acoplados a proteina G, que
guando ativados pela clivagem proteolitica extracelular emitem um sinal transmembrana
através de seus ligantes. Sao conhecidos quatro tipos de PARs em mamiferos (PAR-1, PAR-
2, PAR-3 e PAR-4), e estes possuem importante papel nos processos de inflamacéo e
coagulacédo, sendo responsaveis pelas respostas de agregacao plaquetaria. Além da ativacéo
das plaquetas, os PARs séo as vias de ativagdo de outros componentes importantes no
contexto da inflamacg&o, como células endoteliais, musculo liso, neurdnios e outros tipos
celulares. Estes receptores fazem a ligacdo entre lesdes celulares e recrutamento de
plaquetas, leucécitos e apés a transudacao, as proteinas responsaveis pela busca de injarias
e infeccdo. Neste processo, atrombina é a principal protease responsavel, e esta, tem grande
preferéncia ao receptor PAR-1 (COUGHLIN, 2005). Os PARs estdo presentes em diversos
processos fisiologicos e patofisiolégicos (HEUBERGER e SCHUEPBACH, 2019) e estao
também relacionados com o processo de progressao tumoral, embora como ocorra este
processo nao estar totalmente elucidado. Estudos aprofundados a respeito desse receptor
possibilitaria o desenvolvimento de drogas que possam atuar nos PARs, impedindo
progressao e metastase de determinados tumores, visto que a literatura tem mostrado relagao


http://seer.umc.br/index.php/revistaumc/issue/view/20

ISSN: 2525-5150 v.6, n.2 (2021)

UMG

UNIVERSIDADE

REVISTA CIENTIFICA DA UMC

entre o processo de coagulacao e progressdo neoplasica (ARORA; RICKS; TREJO, 2007;
HEMPEL; SIERKO; WOJTUKIEWICZ, 2016).

OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi analisar a expressdo do gene PAR-1 em carcinoma de
células escamosas de pacientes tabagistas bem como comparar a expressao do mesmo em
mucosa com aspecto de normalidade de pacientes do grupo controle, observando se ha
associacao entre a expressao deste gene com o carcinoma de células escamosas intrabucal
e as caracteristicas clinicas do CCE oral.

METODOLOGIA

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia (ICT) da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), com
numero do parecer 1.033.312. Todos 0s pacientes assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) em duas vias. A amostra de interesse foi dividida em dois grupos,
descrito abaixo: O grupo CCE fumantes foi formado por 29 amostras de CCE orais oriundos
de pacientes tabagistas do Servico de Cirurgia de Cabeca e Pescoco do Hospital e
Maternidade Celso Pierro / PUCCAMP — Campinas, Hospital Municipal Mario Gatti, Campinas.
O grupo controle fumantes, foi formado por 15 amostras de bordas epiteliais de lesdes
benignas provenientes de bidpsias em pacientes tabagistas realizadas no ambulatério da
Disciplina de Propedéutica Estomatol6gica do Departamento de Biociéncias e Diagnostico
Bucal ICT-UNESP. Todos os pacientes foram submetidos a exame clinico extra e intrabucal.
As informacdes sobre o estagio da doenga, de acordo com o sistema TNM de classificacéo
de tumores malignos, foram coletadas do prontuario médico dos pacientes. Os casos de CCE
foram classificados histologicamente de acordo com a classificagcéo histopatolégica da OMS,
gue se baseia no grau de diferenciacdo celular (EL-NAGGAR et al., 2017).

Ambos os grupos eram equivalentes em idade, sexo e habito de fumar, sendo selecionados
pacientes maiores de 18 anos, que assinaram um Termo de Consentimento Livre e
esclarecido e ainda, respeitavam os critérios individuais de cada grupo, conforme apresentado
no item 3.2. Pacientes que ja foram submetidos a qualquer tipo de tratamento oncoldgico
cirurgico, radioterapico e/ou quimioterapico em qualquer 6rgdo ou sistema nao foram incluidos
na amostra. Casos de amostras degradadas ou insuficientes para analise génica ou casos
com prontuarios incompletos que prejudiqguem a correta identificacdo e interpretagdo dos
dados foram excluidos. Foram coletadas informacg@es a respeito da frequéncia e quantidade
consumida de cigarros, incluindo perguntas referentes ao consumo atual do cigarro, idade de
inicio, tipo, quantidade e tempo de uso, carga tabagic. Testes de Fagerstrom para
Dependéncia a Cigarros (TFDC) e de identificacdo de transtorno de uso de alcool (Alcohol
Use Disorder Identification Test - AUDIT) foram aplicados. As amostras foram processadas
seguindo orientacdes dos fabricantes, sendo inicialmente armazenadas em soluc&o Allprotect
tissue reagent (Qiagen, CA, USA) a -80°C, o RNA total foi extraido usando o método do Trizol
(Ambion, Inc., Carlsbad, CA, EUA). Um microlitro de RNA foi usado para medir a absorbancia
a 260 (A260) e 280 (A280) nm e a integridade foi verificada por eletroforese, executada em
gel de agarose 1% (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA. Apenas amostras com RNA integro foram
utilizadas. O RNA total extraido foi tratado com DNase | (Ambion Inc., Carlsbad, CA, EUA).
Apo6s o tratamento com DNase, o RNA foi transcrito em cDNA utilizando-se o Kit SuperScript®
[l First-Strand Synthesis SuperMix for gRT (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). O método RT-
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gPCR avaliou a quantidade do produto cDNA na fase exponencial da reacdo de amplificacao.
Para o sistema de deteccdao, foi utilizado o fluor6foro SYBR® Green (Kit Platinum® SYBR®
Green gPCR SuperMix-UDG. Invitrogen, Carlsbad, USA). Os dados foram analisados por
meio do software GraphPad Prism 5.3 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Os grupos
foram comparados pelo teste t-Student. As associacdes entre expressao génica e dados
clinicos foram exploradas usando o coeficiente de correlacdo de Spearman. Considerou-se o
p<0,05 indicativo de diferenga significativa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram estudados 23 pacientes do grupo CCE e 9 pacientes do grupo controle, sendo
excluidas amostras com qualidade ou quantidade insuficientes de RNA. O perfil clinico dos
pacientes de ambos 0s grupos pode ser observado na tabela 1. A lingua e assoalho de boca
foram os locais mais comumente afetados, respectivamente.

Tabela 1. Perfil clinico dos grupos estudados

Carcinoma de células
escamosas

Grupo controle

n=23 n=9
Média 57,26 54,56
Idade (anos) Intervalo 28-80 38-63
Desvio padrao 11,78 11,18
Masculino 19 7
Sexo -
Feminino 4 2
L Média 43,43 57,72
Carga tabagica X .
Desvio padrao 25,87 21,85
Grau de dependéncia de Média 5,06 5,20
nicotina de Fagerstrom Desvio padrio 1,82 1,48
uso de baixo risco 5 6
Risco para uso de alcool uso de risco 12 2
(AuDIT) uso nocivo 4 1
provavel dependencia 2 0
| 1 NA
. ] 6 NA
Estagio da doenga
1 4 NA
v 12 NA
Bem diferenciada 8 NA
e L Moderadamente diferenciada 9 NA
Gradagao histologica i i
Pobremente diferenciada 2 NA
Sem informagdo 4 NA

A expresséo do gene PAR-1 nos grupos estudados foi analisada por RT-gPCR. O gene foi
regulado positivamente, 0,49+ (fold increase) no grupo CCE, demonstrado na figura 1.
Diferenca significativa foi observada entre os grupos para o gene PAR-1 (p = 0,0439). Houve
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correlacdo entre a expressdo do gene e a idade, o risco para uso de alcool e o estagio da
doenca.

Figura 1. Expressao do gene PAR-1 nos grupos estudados
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Pouco se sabe sobre expressdo de PARs e proteases em tecidos humanos doentes
(OSSOVSKAYA; BUNNETT, 2004). Diante disso, o presente trabalho visou correlacionar a
expressao de PAR-1 em tecidos saudaveis e em tecidos acometidos pelo CCE de pacientes
tabagistas. Observou-se que este receptor apresentou correlagdo com variavies clinicas,
idade, estagio da doencga e risco em pacientes etilistas. Além disso, houve superexpressao
do gene naqueles portadores de CCE. As células tumorais expressam PARs e o
microambiente tumoral possui diversas proteases que 0s podem ativar. Assim como outros
autores, Ossovskaya e Bunnett (2004) concordam que as células malignas séo responsaveis
pela secrecdo de tripsina e trombina, colaborando na proliferacdo e em processos
metastasicos como invasdo celular, degradacdo da matriz extracelular, angiogénese e
remodelacéo tecidual. Proteases e PARs demonstram importante papel na doenga e podem
ser o alvo nas terapias, pois esses receptores modulam muitas respostas importantes,
incluindo coagulagéo, proliferagdo, sobrevivéncia, inflamacao, neurotransmisséo e dor. Além
disso, PARs exercem papel anti-inflamatério e protetor em determinadas situagfes. As
proteases que ativam os PARs sdo geradas em situagfes de trauma, hemostasia, inflamacéo
e formacédo do tumor, logo, a funcdo dos PARs é alterada durante o processo da doenca.

Os resultados encontrados no presente estudo concordam com as conclusfes de Li et al.
(2014), que em estudo semelhante, pela analise por RT- gPCR em pacientes nunca
submetidos a tratamento radioterapico ou quimioterapico, na analise a expressdo de PAR-1
em carcinoma de células escamosas no eséfago, afirmaram que ha aumento significativo
guando comparado a tecido esofagico humano em normalidade. Em analise histoquimica no
cancer de pulméo de células ndo pequenas, realizado por Lin et al. (2017), foi visto que no
estroma tumoral ha superexpressao de PAR-1 quando comparado ao tecido sadio, sendo este
fato independente do tipo, estagio, estado de diferenciacdo patolégica do tumor, progressao
da doenca e sobrevida do paciente, concluindo que a regulagéo positiva de expresséo deste
gene se da principalmente em células endoteliais, macréfagos e fibroblastos estromais. Em
contrapartida, Yang et al. (2013) diz haver correlagdo entre a expresssdo de PAR-1 e
metaloproinases da matriz-1 (MMP-1) com o estdgio avancado da doenga, seu poder
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metastasico, e recorréncia positiva. Além disso, a superexpressao associada dos dois citados
pareceu contribuir negativamente na sobrevida dos pacientes com carcinoma nasofaringeo.

As metaloproteinases da matriz sdo responsaveis pela clivagem de proteinas da matriz
extracelular em diversos processos, inclusive na progressdo de tumores. O eixo de
sinalizacdo entre as MMP-1 e PAR-1 promove a angiogénese, acelera a tumorigénese e a
invasdo do tumor em carcinoma epidermdide oral e carcinoma nasofaringeo, além de que
pacientes com superexpressdo de PAR-1 e MMP-1 possuem um pior prognostico frente
agueles com baixas express@es dos mesmos. Além disso, estudos mostram que pode haver
relacdo com a metastase, embora de forma ndo conclusiva (FAN et al., 2015; YANG et al.,
2013). Em nosso estudo, observamos correlacdo positiva com estagio da doenca, ou seja,
observamos maior expressdo em estigios mais avancados. Adicionalmente, Boire et al.
(2005) observaram que a presenca do receptor PAR-1 demonstrou em carcinoma de mama
de camundongos um aumento na invasdo e crescimento celular no processo neoplasico,
mostrando que este receptor também pode ser responsavel pela progressao e metastase em
tumores invasivos.

CONCLUSAO

Concluimos que h& superexpressdao de PAR-1 nos pacientes com CCE, além de
correlacionarmos sua expressdo com a idade do paciente, o risco do uso do alcool e o0 estagio
da doencga.
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