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RESUMO

Para inibir a diferenciacdo e manter as caracteristicas das
células-tronco, proteinas inibidoras da ligacdo de DNA (ID)
antagonizam os fatores de transcricdo basic helix-loop-helix
(bHLH). A ubiquitinizacdo da proteina ID ocorre em diferentes
tecidos, mas em muitos neoplasmas esta consegue escapar da
degradacdo. O complexo proteico USP1/WDR48 pode estar
envolvido nesse processo. Paralelamente, a proteina p53,
guardid do genoma humano, controla a auto renovacdo
neoplasica. Este estudo objetivou associar a expressao imuno-
histoquimica das proteinas p53, USP1 e WDRA48 aos dados
clinico-histopatolégicos de Carcinomas Epidermoéides
Intrabucais (CEI). Trinta casos de CEl, grupo teste, e 40 casos
de Hiperplasia Fibrosa (HF), grupo controle, foram utilizados
para as analises imuno-histoquimicas (anticorpos anti-p53, anti-
USP1 e anti-WDR48). A expressdo destes marcadores foi
dividida em 4 categorias (ndcleo+, citoplasma+, nucleo e
citoplasma+ e células-). As fichas de bibdpsia, laudos e
prontuarios foram avaliados. A classificacdo histopatolégica
(Bryne et al., 1992) foi realizada por meio de laminas com
coloragdo HE. Apds, os dados foram submetidos a andlise
estatistica (Kruskal Wallis). Os resultados imuno-histoquimicos
apresentaram diferenca estatisticamente significante entre os
trés marcadores (p53, USP1 e WDR48) (p=0,0001 para todos os
grupos), e também entre as lesdes (CEl ou HF) em 5 grupos
(p=0,0000; 0,0028; 0,0010; 0,0000; 0,0413), sendo que, na
maiora das vezes, a expressao em HF foi inferior & expressao
em CEIl. Nenhuma associacdo com os achados clinicos foi
identificada (TNM), mas observou-se com os histopatolégicos.
Os CEls bem diferenciados foram os que obtiveram as menores
médias de expressdo dos marcadores. Conclui-se que parece
haver uma associacdo entre a expressdo das proteinas
investigadas e CEI, bem como com o grau de malignidade deste
tipo de lesdo, porém ndo com as suas caracteristicas clinicas.
Deste modo, os marcadores p53, USP1 e WDR48 tém potencial
determinante de progndstico e tratamento de CEI.

Palavras-chave: Células-tronco neoplasicas, carcinoma
epidermdide, imuno-histoquimica






ABSTRACT

To inhibit differentiation and maintain stem cell fate, Inhibitors of
DNA binding (IDs) antagonize basic helix-loop-helix (bHLH)
transcription factors. ID ubiquitination occurs in differentiated
tissues, but IDs in many neoplasms appear to escape
degradation. The protein complex USP1/WDRA48 can be involved
in this process. At the same time, p53 protein, human genome
guardian, controls the neoplastic self renewal. When occurs loss
of function of the tumor suppressor gene TP53 there is the
possibility of cancer development. This study aimed to associate
the immunohistochemical expression of p53, USP1, WDR48 and
clinical-histopathological characteristic of OSCC (oral squamous
cell carcinoma). Thirty OSCC cases, test group, and 40 FH cases
(fiborous  hyperplasia), control group, were used for
immunohistochemical analysis (anti-p53, anti-USP1 and anti-
WDRA48). The expression of these markers was divided into 4
categories (nucleus+; cytoplasm+, nucleus and cytoplasm+ and
cells-). Biopsy form, histopathological results and patients’
records were evaluated. The histopathological classification
(Bryne et al., 1992) was performed using HE staining. After that,
data were subjected to statistical analysis (Kruskal Wallis). The
immunohistochemical results revealed a statistically significant
difference among the three markers (p53, USP1 and WDR48)
(p=0,000L1 to all groups), and also between the lesions (OSCC or
FH) in 5 groups (p=0,0000; 0,0028; 0,0010; 0,0000; 0,0413). The
expression in FH was less commonly found than expression in
OSCC. No association with clinical findings was identified (TNM),
but it was noted regarding histopathological issues. Well
differentiated OSCC achieved the lowest average of expression
of the markers. We may conclude that, possibly, exist an
association between these proteins and OSCC, its
immunolocalization can be connected with malignant grading.
However, the association with clinical findings cannot be
determined. The p53, USP1 and WDRA48 have the potential to
define OSCC prognosis and treatment.

Keywords: Cancer stem cell, squamous cell carcir
Immunohistochemistry
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1 INTRODUCAO

Atualmente, é amplamente aceito que a tumorigenese é
um processo de mudltiplos passos. A sua progressdo €
caracterizada por alteragcfes celulares, genéticas e epigenéticas
que propiciam uma reprogramacdo celular, gerando o
descontrole da divisdo celular e a consequente formagéo da
massa tumoral (REYA et al., 2001).

Nos ultimos anos, houve 0 aumento de evidéncias que
sugerem que as células-tronco podem ter um papel decisivo ndo
apenas na geracdo de um organismo multicelular com uma
complexa estrutura, mas também podem ter influéncia direta
sobre o processo de tumorigénese (CLARKE et al., 2006). As
propriedades das células-tronco podem propiciar o
desenvolvimento e a perpetuacdo de varios canceres humanos,
€, nesses casos, essas células sdo chamadas de células-tronco
neoplasicas (CLARKE et al., 2006).

Muito se tem investigado sobre 0s mecanismos
reguladores da diferenciacdo das células-tronco neoplasicas.
Alguns estudos tém identificado o fator de transcricdo Basic-
Helix-Loop-Helix (bHLH) como importante regulador do
desenvolvimento de neoplasias. A acdo das proteinas bHLH
pode ser inibida pela heterodimerizagdo com as proteinas
inibidoras da ligagdo de DNA (Inhibitors of DNA binding),
chamadas ID. (LASORELLA et al., 2006). Os IDs previnem a

diferenciacdo celular, promovem o crescimento e sustentam o
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desenvolvimento do tumor. A expressado de células-tronco em
tumores promovidos por determinadas proteinas ID sugere que
genes ID possam ser essenciais na progressao das células-
tronco neoplasicas (CIARAPICA et al., 2009).

Recentemente, a enzima desubiquitinizadora 1
(ubiquitin-specific protease 1) (USP1) foi relatada por
desubiquitinizar e estabilizar os IDs. Devido a essa acdo das
proteinas ID, a USP1 contribui para prevenir a diferenciacdo
mediada por bHLH e, assim, manter as caracteristicas originais
das células-tronco (WILLIAMS et al., 2011). Além disso, a USP1
tem a sua atividade potencializada quando ligada & proteina
WDR48 (WD repeat-containing protein 48). Dessa forma, a
vantagem de inibir as USPs, nos casos de intervengdo
terapéutica especifica, € que se pode conduzir a melhor eficacia
do tratamento e reduzir seus efeitos colaterais ndo especificos.
Portanto, USPs humanas estdo emergindo como alvos para a
intervencgao farmacoldgica (CHEN et al., 2011).

Entretanto, pouco é conhecido sobre este processo em
Carcinoma Epidermdide Intrabucal (CEI) (LIN et al.,, 2010),
sendo que mais de 90% dos neoplasmas malignos da cavidade
oral e orofaringe correspondem a essa lesdo (BARNES et al.,
2005). Globalmente, 389.650 casos ocorreram no ano de 2000.
Isto representa 5% da média de todos os cénceres para 0s
homens e 2% para as mulheres (BARNES et al., 2005). Segundo
dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2010), no Brasil,
estima-se, que no ano de 2014, surgiram 11.280 casos novos de

CEl em homens e 4.010 em mulheres. Tais valores
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correspondem a um risco estimado de 11,54 casos novos a cada
100 mil homens e 3,92 a cada 100 mil mulheres. S6 no estado
de Santa Catarina, o nimero estimado de casos novos de CEl
em 2014 foi 420 (homens) e 70 (mulheres). Entretanto, apesar
dos avancos terapéuticos nas areas de cirurgia, radioterapia e
gquimioterapia terem melhorado o progndstico dos pacientes, em
casos mais graves, 0s resultados ainda séo pouco favoraveis,
mostrando uma taxa de sobrevida de apenas 50% em cinco
anos (ZHAO et al., 2013).

Alguns estudos tém demostrado relagdo entre as
proteinas USP1, WDR48 e p53 e o0 desenvolvimento e
progressdo de neoplasias, entre elas osteossarcomas
(WILLIAMS et al., 2011) e leucemias (MISTRY et al., 2013).
Contudo, ndo ha relato algum sobre essas proteinas e a sua
participacdo na progressdo do CEIl (LIN et al., 2010). Partindo
desse pressuposto, 0 objetivo desse estudo é associar os
achados da expresséo imuno-histoquimica destas proteinas aos

dados clinicos e histopatolégicos em casos de CEl.
2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Células-tronco
Em 1978, Prindull e colaboradores, pela primeira vez,
demonstraram uma colénia de células-tronco isoladas a partir do

corddo umbilical (PRINDULL; PRINDULL; MEULLEN, 1978) .

Anos depois, Martin (1981) demonstrou, in vitro, que, por meio
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da pluripoténcia, as células-tronco embrionarias podem
diferenciar-se em uma ampla variedade de células. Isso ocorre
guando o meio condicionado contém um fator de crescimento
que estimula a proliferacédo ou inibe a diferenciacdo de células
embriogénicas pluripotentes normais (MARTIN, 1981). Em 1998,
Thompson e colaboradores isolaram células de embrides e
desenvolveram a primeira linhagem de células embriogénicas
(THOMSON et al.,, 1998). No mesmo ano, Shamblott e
colaboradores (1998), descobriram que as células germinativas
derivadas do tecido gonadal fetal e as células estaminais
pluripotentes poderiam ser potenciais fontes de células-tronco
(SHAMBLOTT et al., 1998). Em seguida, em 1999, Guan e
colaboradores, descobriram que células-tronco de embrido de
rato eram capazes de se diferenciar, in vitro, nos trés folhetos
embrionarios (ectoderma, mesoderma e endoderma) (GUAN;
ROHWEDEL; WOBUS, 1999).

Nos Uultimos anos, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) definiu as células-tronco como estruturas que podem se
diferenciar tanto em outras células como em uma célula mais
especializada (GAVAGHAN, 2001). S&o consideradas células
indiferenciadas capazes de proliferar, auto renovar, produzir um
amplo nimero de progenitores e proporcionar regeneracao
tecidual (BLAU; BRAZELTON; WEIMANN, 2001). Portanto,
permitem a origem de uma variedade de tipos celulares distintos
(WATT e HOGAN, 2000).

Estas células podem ser classificadas, do ponto de vista

da capacidade de diferenciacéo, em totipotentes, pluripotentes e
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multipotentes. Estas sédo classificadas de acordo com o seu nivel
de plasticidade, quantas diferentes vias de diferenciagdo podem
seguir, e para qual tecido de um organismo elas podem
contribuir (SOUZA, 2003).

As células-tronco totipotentes podem originar qualquer
tipo celular do corpo e anexos embrionarios (GAGE, 2000).
Correspondem as células do embrido recém-formado (zigoto).
As células pluripotentes sdo capazes de originar qualquer tipo
de tecido do corpo, mas ndo possuem a capacidade de originar
um organismo completo por ndo se diferenciarem nos anexos
embrionarios (ROBEY, 2000). As células-tronco multipotentes
sdo as mais diferenciadas, ou seja, possuem a capacidade de
originar apenas um limitado nimero de tipos teciduais. Estas
células estdo mais associadas com os tecidos que as derivam
(GAGE, 2000).

Do ponto de vista de origem, as células-tronco podem ser
classificadas como embrionarias ou adultas. A célula-tronco
embrionaria pode derivar do zigoto ou da massa celular interna
de um blastocisto (embrido prematuro) (SOUZA, 2003). As
células-tronco adultas encontram-se, teoricamente, em um
tecido celularizado e atuam na homeostase tecidual, gerando
novas células devido a renovacao fisiolégica ou em resposta a
uma injuria (CLARKE et al., 2000).

2.2 Células-tronco neopléasicas
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A tumorigenese é um processo de multiplos passos, a sua
progressao depende de um acumulo sequencial de mutacdes
nas células. Essas mutacdes resultam na violacdo da
homeostase como, por exemplo, o aumento da taxa de
proliferacéo, resisténcia a apoptose e a criacdo de um ambiente
favoravel ao crescimento celular. A instabilidade genética € um
caracteristica de muito tumores. Evidéncias experimentais
sugerem que ha apenas um pequeno grupo celular capaz de
originar um tumor, ssas células sédo chamadas de células-tronco
neoplasicas (CTN) (REYA et al., 2001).

As CTNs s&o consideradas células raras e com
indefinido potencial de proliferagdo que dirigem a formacéo e
crescimento dos tumores (REYA et al., 2001). Em um modelo de
tumor ha um pequeno subconjunto de CTN, que constituem um
reservatorio de auto sustentacdo das células com habilidade
exclusiva para auto renovacdo e manutencao do tumor (Figura
1). Essas CTNs tém a capacidade de dividir-se, expandir-se e
diferenciar-se em células neoplasicas heterogéneas que, em
muitos casos, constituem a estrutura do tumor (CLARKE et al.,
2006).
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Figura 1 — Teoria das células-tronco neoplasicas. Dentre as células do
tumor primario, ha um pequeno grupo celular. Estre grupo é
responsavel por resisteir a quimioterapia e desenvolver metastase.
(Adaptado:
http://www.biopro.de/magazin/thema/03779/index.html?lang=en&artik
elid=/artikel/03837/index.html)
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Ao contrario das células neoplasicas, diferem para
formar novos tumores quando xenotransplantadas em modelos
animais imunodeficientes. Uma limitac@o experimental relevante
é a dificuldade dos pesquisadores em identificar e isolar as CTNs
das outras células de um tumor. Entretanto, no quadro abaixo
(Quadro 1) estdo descritas as moléculas identificadas na
literatura atual como marcadores de CTNs detectadas em

diferentes neoplasias (R&D SYSTEMS, A BIOTECHNE
BRAND, 2015).


http://www.biopro.de/magazin/thema/03779/index.html?lang=en&artikelid=/artikel/03837/index.html
http://www.biopro.de/magazin/thema/03779/index.html?lang=en&artikelid=/artikel/03837/index.html

38

Quadro 1: Lista de marcadores de células-tronco neoplasicas (CTN)
(Adaptado de: https://www.rndsystems.com/research-area/cancer-
stem-cell-markers).

Mama

Aldehyde Dehydrogenases 1-A1/ALDH1A1; BMI-1; CD24; CD44;
Connexin 43/GJA1; CRCR4; DLL4; EpCAM/TROP1; ErbB2/Her2; GLI-1;
GLI-2; IL-1

alpha/IL-1F1; IL-6 R alpha; CXCR1/IL-8 RA; Integrin alpha 6/CD49f;
PON1; PTEN.
Célon
ALCAM/CD166; Aldehyde Dehydrogenases 1-A1/ALDH1A1; CD44;
DPPIV/CD26; EpCAM/TROP1; GLI-1; Lgr5/GPR49; Musashi-1.
Estomago
CD44; DLL4; Lgr5/GPR49.
Glioma e meduloblastoma
A20/TNFAIP3; ABCG2; Aldehyde Dehydrogenases 1-A1/ALDH1A1;
BM1-1; CD15/Lewis X; CD44; CX3CLI/Fractalkine; CX3CR1; CXCR4; HIF-
2 alpha/EPASI; IL-6 R alpha; Integrin alpha 6/CD49f; LLCAM; c-Maf;
Musashi-1; c-Myc; Nestin; Podoplanin; SOX2.
Cabega e Pescoco
ABCG2; Aldehyde Dehydrogenase 1-A1/ALDH1A1; BM1-1; CD44; HGF
R/c-MET; Lgr5/GPR49.
Leucemia
BM1-1; CD34; CD38; CD44; CD47; CD96; CD117/c-kit; GLI-1; GLI-2; IL-3
R alpha/CD123; MICL/CLEC12A; Musashi-2; TIM-3.

Figado
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Alpha-Fetoprotein/AFP; Aminopeptidase N/CD13; CD45; CD45.1;
CD45.2; CD90/Thy1; NF2/Merlin.
Melanoma
ABCB5; ABCG2; ALCAM/CD166; MS4A1/CD20; Nestin; NGF
R/TNFRSF16.
Mieloma
ABCB5; CD19; CD27/TNFRSF7; CD38; MS4A1/CD20; Syndecan-
1/CD138.
Osteossarcoma
ABCG2; CD44; Endoglin/CD105; Nestin; STRO-1.
Ovario
Alpha-Methylacyl-CoA Racemase/AMACR; CD44; CD117/c-kit;
Endoglin/CD105; Ovastacin.
Pancreas
Aldehyde Dehydrogenase 1-A1/ALDH1A1; BM1-1; CD24; CD44;
CXCR4; EpCAM/TROP1; PON1.
Préstata
ABCG2; ALCAM/CD166; Aldehyde Dehydrogenase 1-A1/ALDH1A1;
alpha-Methylacyl-CoA Racemase/AMACR; BMI-1; CD44; CD151; c-
Maf; c-Myc; TRA-1-60 (R).

Ainda, é importante destacar que as CTNs presentes no
Carcinoma Epiderméide de Cabeca e Pescoco (CECP) tém sido
consideradas responsaveis pelo comportamento agressivo dos
tumores (PRINCE et al., 2007). Prince e colaboradores (2007)

desenvolveram um estudo cujo objetivo foi testar o potencial
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tumorigénico de diferentes populacdes de CTNs em amostras
humanas de CECP, implantadas no subcutdneo do dorso de
camundongos. A imuno-histoquimica realizada com os
marcadores das células basais Citoqueratina revelou que as
células neoplasicas CD44+ (Marcador de superficie celular) tém
uma morfologia celular primitiva, enquanto que as células
neoplasicas CD44- se assemelham ao epitélio pavimentoso
estratificado diferenciado e expressam o marcador de
diferenciacdo involucrina. Os resultados demonstraram que as
células CD44+ da populacdo humana de Carcinoma
Epidermoide (CE) possuem propriedades de células-tronco
neoplasicas em ensaios funcionais para a auto renovacao,
diferenciacdo das CTNs e morfologia Unica que pode colaborar
no diagnostico de cancer.

Hildebrand e colaboradores (2014) desenvolveram um
estudo cujo objetivo foi avaliar a distribuicdo dos marcadores de
células-tronco neoplasicas CD44+ e ALDH1+ (Aldeido
Desidrogenase, do inglés Aldehyde dehydrogenases) em duas
diferentes areas de CECP e também em epitélio saudavel
adjacente ao tumor. A amostra foi composta por 44 pacientes
com CE primario. Foram utilizados os anticorpos Anti-CD44 e
anti-ALDH1 para a avaliacdo imuno-histoquimica. Os resultados
mostraram imunomarcagdo na area de invasao do tumor,
também mostrou associagdo positiva com o tamanho do tumor,
potencial de metastase, classificacdo histopatoldgica segundo o
grau de diferenciacdo e progresséo da doenca. A expresséao de

CD44 foi heterogénea em todas as areas. Os autores concluiram
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que a imunomarcacdo de ALDH1 em epitélio de tumores
invasivos e de regides adjacentes ao tumor pode contribuir para
a identificacdo de tumores mais agressivos relacionados as

células-tronco neoplasicas.

2.2.1 Resisténcia a multiplas drogas

O primeiro uso de agentes quimioterapicos para o0
tratamento do cancer ocorreu no século XX. Embora ndo tenha
sido originalmente usado para isso, o gas de mostarda foi
utilizado como uma arma quimica durante a Primeira Guerra
Mundial, devido a sua potencial supressdo da hematopoese
(KRUMBHAAR, 1919). Com o passar dos anos, 0s agentes
quimioterapicos foram aprimorados. Entretanto, em 1970,
Biedler e Riehm, identificaram o desenvolvimento de resisténcia
para Actinomicin-D em linhagens celulares de hamsters
chineses. Os autores concluiram que houve diminuicdo da
permeabilidade da membrana citoplasmatica, que impediu a
infusdo do agente quimioterdpico (BIEDLER; RIEHM, 1970).
Atualmente, a quimioterapia ainda é utilizada como o tratamento
de escolha contra uma variedade de canceres. Sua efetividade
continua, no entanto, limitada pela resisténcia das células as
multiplas drogas. Tornam-se insensitivas ndo apenas para a
droga primaria utilizada, mas também para outros agentes
farmacologicos (GOTTESMAN, 2002).

A hipotese das CTNs indica que a célula iniciadora do

cancer é uma célula-tronco alterada, que retém as propriedades
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essenciais de auto-protecdo através da atividade de resisténcia
a multiplas drogas, ou seja, da expressdo da proteina de
membrana celular Proteina Resistente a Multidrogas 1
(Multidrug Resistance Protein 1) (MRP1) (DONNENBERG;
DONNENBERG, 2005). A MRP1, também conhecida como P-
glicoproteina 1 (P-glycoprotein 1) (P-gp) é uma importante
proteina da membrana celular que bomba substancias
estranhas para fora da célula. Portanto, essa proteina € uma
bomba de efluxo Trifosfato de Adenosina-dependente
(Adenosine Triphosphate) (ATP) com uma ampla especificidade
de substrato (FLETCHER et al., 2010).

Tsuzuki e colaboradores (1998) avaliaram a expresséo
de MRP1 em 115 casos de CECP. Trinta e quatro casos (30%)
dos 115 de CECP expressaram a proteina. A
guimiosensibilidade in vitro foi testada com cinco agentes
quimioterapicos (cis-diamminedichloroplatinum, 5-fluorouracil,
peplomycin, mitomycin C and Adriamycin) pela analise de ATP.
Entretanto, nenhuma correlagcdo entre a sensibilidade das
células neoplasicas e a expressdo de MRP1 foi encontrada. Os
resultados sugerem que a resisténcia as drogas anticaAncer nao

é dependente apenas da expressdo de MRP1 em CECP.
2.3 Auto renovacéao das células-tronco
Umas das mais importantes questées na biologia celular

€ compreender 0s mecanismos que regulam a auto renovagao.

A auto renovagéo € crucial para a funcéo das células, porque
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requer muitos tipos de células-tronco para persistir pelo tempo
de vida ideal. Além disso, células-tronco de diferentes
organismos podem variar em seu potencial de desenvolvimento,
e todas regulam a balanca entre auto renovacao e diferenciacéo.
E extremamente importante compreender o processo de
regulacdo da auto renovacdo de células-tronco normais, pois
este conhecimento é fundamental para o entendimento da
proliferacdo de CTNs, as quais mostram uma proliferacdo
desordenada (REYA et al., 2001).

Os fatores de transcricdo bHLH incluem a terceira maior
familia de fatores de transcricdo reconhecida no genoma
humano (TUPLER, PERINI e GREEN, 2001). Estes fatores sao
essencialmente  reguladores do  desenvolvimento e
diferenciacdo por meio dos elementos de ligacdo ao DNA
(MASSARI e MURRE, 2000). A classe | de homodimeros bLHL
é amplamente expressa (desenvolvimento do musculo
esquelético, neurogénese e hematopoese) e promove a ativagcao
de genes antiproliferativos, tais como o Inibidor de Quinase
Dependente de Ciclina (Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor)
(CDKN1A, CDKN2A e CDKN2B) (YOKOTA e MORI, 2002). A
Classe Il de proteinas bHLH mostra expressdo mais restrita e
forma heterodimeros com a classe | de proteinas que guiam
genes tecido-especificos. Além da inducdo combinada de genes
tecido-especificos e genes antiproliferativos, a transcricdo de
fatores bHLH serve para a perpetuacéo da linhagem (WILLIAMS
etal., 2011).
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2.4 Proteinas inibidoras da ligacdo de DNA

A familia de Proteinas Inibidoras da Ligacdo de DNA
(IDs) consiste em quatro membros, ID1, ID2, ID3 e ID4. Todas
as quatro IDs pertencem a familia bHLH de fatores de
transcricdo (PERK, IAVARONE, & BENEZRA, 2005). Essas
proteinas IDs sdo expressas durante o desenvolvimento em
vérias células indiferenciadas e proliferativas (YOKOTA e MORI,
2002). Elas sao reguladoras negativas de bHLH, que se ligam
ao DNA e promovem a diferenciacéo de varios tipos de células.
A ligacdo ao DNA de proteinas bHLH é limitada pela
heterodimerizacdo com inibicdo das IDs (Figura 2) (PERK,
IAVARONE e BENEZRA, 2005).

Elevados niveis de IDs sédo observados em um amplo
espectro de malignidades humanas, variando de carcinoma
pancreatico a neuroblastoma (PERK et al., 2005). As IDs
previnem a diferenciagdo celular, promovem o crescimento e
sustentam o desenvolvimento do tumor. A expressdo de
proteinas ID por células-tronco e tumores sugerem que genes ID
podem ser essenciais no desenvolvimento das células-tronco
neoplasicas (CIARAPICA et al., 2009).

As IDs sdo transcricionalmente induzidas por incontaveis
fatores de crescimento, incluindo proteina morfogenética 6ssea,
fator de crescimento epidermal, bem como ligacbes de
receptores de células-T. ID1, ID2, e ID3, mas nao ID4, séo
submetidas a ligacdo-K48 poliubiquitinizacéo e

subsequentemente a degradacdo pelo proteossomo 26S
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(YOKOTA e MORI, 2002). Consequentemente, as IDs
apresentam uma curta duracdo em muitos tecidos
(BOUNPHENG et al., 1999). Em tecidos adultos diferenciados
normais, as proteinas IDs sdo escassas, mas sdo abundantes
em tecidos em proliferagédo, incluindo embriogénico (YOKOTA e
MORI, 2002).

Langlands e colaboradores (2000) avaliaram a
expressdo de ID1, ID2, e ID3, em nivel de Acido Ribonucleico
Mensageiro (Messenger Ribonucleic Acid) (mRNA), na
proliferacdo de queratinécitos humanos in vitro com
subsequente diminuicdo da regulacdo da diferenciagédo. Foi
realizada a cultura celular com fragmentos de bidpsia de CECP.
Os estudos de imunoprecipitacdo demonstraram baixa
reatividade cruzada entre ID e anticorpos. A analise imuno-
histoquimica de cortes de tecidos humanos identificou
expressao citoplasmatica de ID1, e nuclear de ID2 e ID3. Além
disso, observou-se um padrao colunar de coloragéo ID2 e ID3, a
gual pode estar relacionada com a proliferacéo epidérmica. Em
CECP as proteinas ID imunorreativas foram observadas na
maioria dos queratinécitos malignos de lesGes pobremente
diferenciadas, com expressdo reduzida nas lesGes bem
diferenciadas.

Sumida e colaboradores (2013) realizaram um estudo
objetivando determinar o papel das proteinas ID, particularmente
ID1, durante a progressdo de cancer de glandulas salivares
humanas. Foram determinados os niveis de expresséo de ID1 e

ID2 em quatro linhagens celulares: dois adenocarcinomas e dois
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carcinomas adenoides cisticos. Foram usados construtos que
expressam Acido Desoxirribonucleico Complementar
(Complementary deoxyribonucleic acid) (cDNAs) anti-senso
para ID1 e ID2 a fim de bloguear a expressao destas proteinas
em linhagens celulares, e determinar os efeitos da alteracdo
sobre a proliferacao celular, migracéo e invasao. A expressao de
ID1, em nivel de mMRNA e proteina, foi detectada em todas as
linhagens celulares, enquanto que a expressdo de ID2 foi
variavel de ausente para alta. Estes resultados demonstram que
ID1 tem um importante papel no controle de cancer de glandulas
salivares, e sugere potencial como marcador de diagndstico,
progndstico e progressdo para esta lesdo. A supresséo de ID1
poderia representar uma nova e eficaz abordagem para o
tratamento de cancer das glandulas salivares.

Zhao e colaboradores (2013) investigaram a expressao
de ID1 associada com varios fatores clinico-histopatolégicos em
CEl. A expressdo de ID1 foi avaliada através de imuno-
histoquimica em 76 amostras de CEI. Foi encontrada uma super
expressao de ID1 (73,8%) na maioria das amostras avaliadas, e
a expressdo estava significativamente correlacionada com
estagio clinico avancado, metastase e recorréncia. Nao foi
observada relacdo aparente com sexo, idade, diferenciacdo e
hébitos nocivos. As taxas de sobrevida dos pacientes com
expressao aumentada de ID1 foram significativamente piores do
gue aqueles com baixa expressao dessa proteina. A inibicdo da
expressdo de ID1 pode melhorar a eficacia do tratamento de

hipertermia em CEI.
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Figura 2 - llustracdo da heterodimerizacdo da ligacdo de Acido
Desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid) (DNA) ao Basic-Helix-
Loop-Helix (bHLH) pela proteina Inibidora de Ligacdo de DNA
(Inhibitors of DNA binding) (ID). (Adaptado de http://www.uni-
salzburg.at/index.php?id=25633).
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2.5 Ubiquitina

Este marcador de proteina por modificacdo pos-
translacional € uma importante estratégia que permite a célula
reagir dinamicamente as mudang¢as ambientais intracelulares
causadas pela exposicdo a fatores de estresse, estimulos de
crescimento ou sinais de diferenciacdo. Entre muitas
possibilidades de modificagdes, a ubiquitinizacdo é uma das
mais frequentes, induziveis e reversiveis modificacfes proteicas
envolvidas em homeostase e sinalizacdo celular. A
ubiquitinizacéo é a terceira etapa do processo que resulta na
ligacdo da pequena proteina ubiquitina para lisar residuos sobre
o0 substrato de uma proteina (HAGLUND e DIKIC, 2005).


http://www.uni-salzburg.at/index.php?id=25633
http://www.uni-salzburg.at/index.php?id=25633
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Originalmente descrita como um marcador de destruicao
das proteinas em desuso, a ubiquitina tem tido a sua
participacdo reconhecida em muitos processos fundamentais,
como o ciclo celular, reparo de DNA, endocitose, processamento
de antigeno e apoptose. O papel da ubiquitina nestes processos
ndo esta restrito a marcacdo das proteinas para degradacéo,
assim, permanentemente, muda sua funcdo especifica. A
ubiquitina tem sido descoberta como um competente sinalizador,
capaz de ser um gatilho para eventos moleculares na célula
(HAGLUND e DIKIC, 2005).

2.6 Desubiquitinase (DUB)

A ubiquitinizacdo proteica reversivel estd emergindo
como um processo fundamental para a manutencdo da
homeostase celular. As enzimas que participam desse processo,
em particular as desubiquitinases (DUBSs), estéo cada vez sendo
mais consideradas como possiveis descobertas para a droga
terapéutica ideal. O interesse em DUBs como alvos terapéuticos
€ ainda mais refletido pelo nimero impressionante de esfor¢cos
para desenvolver e caracterizar inibidores de DUB usando
inovadoras estratégias, tais como a sintese quimica de
ubiquitina bioconjugada (OHAYON et al., 2012).

As DUBs tem sao importantes reguladores do processo
de ubiquitinizacdo. As células sao submetidas a varios estresses
e podem responder por meio de diferentes formas de ativacao

de vias que promovem a morte celular. O mecanismo de
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apoptose depende do balangco entre a ubiquitinagdo e a
desubiquitinacdo. H4 um reconhecimento crescente de que
DUBs desempenham um papel essencial na regulacao de varios
parceiros de ligacdo para modular o processo da apoptose
(RAMAKRISHNA; BHARATHI; KWANG-HYUN, 2011)

DUBs humanos sdo consideradas um grupo de
aproximadamente 100 proteinas, cujas funcfes e mecanismos
de regulacdo celular permanecem, com algumas excecoes,
pouco caracterizados. Ha evidéncias que suportam a teoria de
que DUBs possuem um importante papel no desenvolvimento de
cancer. Pelo menos seis diferentes DUBs (USP2a, USP4,
USP7/HAUSP, USP10, USP29 e USP42) contribuem para
regular a proteina supressora de tumor p53 (HOCK et al., 2011).

Uma das melhores caracterizacdes de DUBs humanas é
a ubiquitina-protease especifica 1 (USP1), que tem um
importante papel na resposta celular para o dano de DNA. Niveis
de USP1, localizacdo e atividade sdo modulados por meio de
diversos mecanismos, incluindo interagbes proteicas,
autoclivagem/degradacéo e fosforilagdo. Estes mecanismos
asseguram que a funcdo da USP1 seja realizada de uma
maneira adequadamente regulada. No entanto, a expressao de
USP1 é desregulada em certos tipos de cancer (GARCIA-
SANTISTEBAN et al., 2013).

2.6.1 Proteinas do Complexo USP1/WDR48
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A melhor funcdo caracterizada da USP1l é como
regulador de algumas importantes etapas na resposta a danos
ao DNA (NIJMAN et al., 2005) e no processo de Sintese de
Translacdo (HUANG et al.,, 2006). Em adicdo, recentes
evidéncias sugerem que a USP1 pode contribuir para regular a
proliferacdo em um contexto celular especifico (WILLIAMS et al.,
2011). Esta enzima tem sido reportada por contribuir para o
reparo de quebras de dupla-fitas de DNA, por meio de
recombinacao homologa (MURAI et al., 2011). A USP1 também
pode ajudar, principalmente, a estabilizar o genoma (JONES,
COLNAGHI, e HUANG, 2012).

Além dessas func¢@es relacionadas com a reparacao do
DNA, a USP1 foi recentemente relatada por desubiquitinizar e
estabilizar trés membros da familia ID, ou seja, ID1, ID2 e ID3.
Devido a essa funcdo, USP1 contribui para prevenir a
diferenciacdo mediada por bHLH e, assim, mantém as
caracteristicas das células-tronco em células neoplasicas,
sugerindo que a USP1 estabiliza a proteina ID (WILLIAMS et al.,
2011).

Entretanto, o fator associado a USP1, WDR48, regula
hermeticamente complexas atividades desta enzima. O WDR48
forma um complexo com a USP1 in vivo, e este complexo
proteico tem alta atividade da enzima desubiquitinase, ao
contrario da USP1 livre, que por si propria é inativa (COHN et al.,
2009). Além disso, a formacdo do complexo favorece uma
seletividade desejada quando se objetiva estabelecer um alvo

terepeutico, pois varias proteinas compde a familia de DUBs.
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A desubiquitinase USP1 desempenha um importante
papel no processo de oncogénese, tanto como resposta a danos
no DNA, quanto na manutencdo do estado indiferenciado das
células no osteossarcoma. A desubiquitinase USP1 ativada é
criticamente regulada pela interacdo com a proteina WDR48. A
inibicdo da funcdo do complexo USP1/WDRA48 sensibiliza as
células neoplasicas durante a quimioterapia, o que sugere que
este complexo € um alvo terapéutico relevante (GARCIA-
SANTISTEBAN, ZORROZA, e RODRIGUEZ, 2012).

Williams e colaboradores (2011) investigaram a
expressao desse complexo em casos de osteossarcomas de
linhagem humana e compararam com um tecido 06sseo
saudavel. Os achados revelaram que o0s osteossarcomas
expressaram mais USP1 mRNA do que o osso saudavel. Os
resultados do teste Western blotting, referente a outro grupo de
osteossarcomas, apresentaram elevada expressédo em 7 de 14
osteossarcomas quando comparados com trés amostras de
0osso saudavel. A quantidade de proteina USP1 esta
correlacionada com a abundancia de mRNA, sugerindo uma
super regulacdo transcricional. Esse estudo concluiu,
principalmente, que a expressdo de USP1 em células-tronco
mesenquimais estabilizou proteinas ID, inibiu diferenciacéo
osteoblastica e aumentou a proliferagdo. Essas observacdes
implicam que USP1 mantém as células-tronco em estado
indiferenciado o que caracterizou 0 osteossarcoma. Esse

marcador tem poténcial para ser um alvo terapéutico.
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2.7 Proteina p53

Segundo Reya e colaboradores (2001) a proteina p53, a
qual é codificada pelo gene supressor Proteina Tumoral p53
(Tumor protein p53) (TP53), também pode ser considerada um
importante mecanismo de auto regulacdo das células-tronco
neoplasicas. Esta proteina se liga a sequéncias especificas de
DNA a fim de controlar, de forma positiva ou negativa, a
expressdo de diversos genes envolvidos no controle do ciclo
celular. Assim, a proteina p53 é um fator de transcricdo que
controla a auto renovacao neoplasica (HOCK et al., 2011).

A estabilidade da p53 esta hermeticamente regulada pela
ubiquitna -  degradacdo  dependente, impulsionada
principalmente pela ubiquitina ligase (Murine Doble Minute 2)
(MDM2) (HOCK et al., 2011). Quando ocorre a perda de funcao
do gene de supressao tumoral TP53, ocorre a possiblidade de
desenvolvimento do cancer. Esta proteina regula a atividade de
vias de sinalizacdo que levam a uma variedade de interrupcoes
do ciclo celular, reparo do DNA, senescéncia ou apoptose
acompanhada de exposicdo de células para estresse celular
enddgeno ou exdgeno. Estes estresses que causam danos no
DNA séo de particular interesse. A p53 tem sido investigada em
um amplo espectro de malignidades humanas, com mutagdes
no gene p53 encontradas em mais de 50% dos cénceres. A
condicdo do gene p53 em carcinomas esta diretamente ligado

com a sobrevida do paciente. Isso ocorre, em parte, como
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consequéncia da reduzida possibilidade das células malignas
entrarem em apoptose (SOUSSI, 2007).

Além dos mecanismos de auto regulagéo ja consolidados
na literatura, nos ultimos anos tém-se relatado uma associagao
com a transi¢do epitélio-mesénquima. Este processo torna as
células epiteliais capazes de perderem a sua polaridade celular,
bem como a adesédo entre as células. Em contrapartida, este
processo promove a migracgdo celular e, consequentemente,
aumenta a capacidade metastatica do tumor. Sobretudo, a
transicdo epitélio-mesénquima tem demonstrado influéncia
sobre o fenétipo das células-tronco epiteliais (CHANG et al.,
2011).

Chang e colaboradores (2011) realizaram um estudo
utilizando abordagens gendmicas. A proteina p53 exerceu um
papel fundamental em regular tanto a transicdo epitélio-
mesénquima quanto mesénquima-epitélio, através da ativacéo
transcricional do microRNA (microRibonucleic Acid) miR-200c. A
p53 ativa este microRNA através da ligacao direta entre ambos.
A perda de p53 em epitélio mamario, que foi o tecido estudado,
leva a diminuicdo da expresséo de miR-200c e ativa o programa
de transicdo epitélio-mesénquima, acompanhado por um
aumento na populacéo de células-tronco de origem mamaria. A
reexpressao de miR-200 suprime genes que mediam a transicéo
epitélio-mesénquima e as propriedades stemness, a terapia
reverte o fen6tipo mesénquima de células-tronco like causado
pela perda de p53 para um fendtipo epitelial diferenciado.

Portanto, a perda de p53 esta correlacionada com a diminuicéo
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no nivel de miR-200c, consequentemente, esta relacionada a
um aumento na transicao epitélio-mesénquima, nos marcadores
de stemness, e no desenvolvimento de uma gradacgéo tumoral
mais severa segundo a classificacdo dos tumores de mama.

Percebe-se o aumento da prevaléncia e do espectro de
muta¢gbes no gene TP53 durante a progressdo do CEl em
pacientes tabagistas. Quando comparado com pacientes que
nunca fumaram, observa-se um numero significativamente
menor de mutacdes durante a expressdo da proteina p53
(BARNES et al., 2005).

Tandon e colaboradores (2010) realizaram uma revisao
sistematica que objetivou utilizar a presenca de mutacdes, ou
super regulacdo de p53, como um fator de progndstico para
pacientes com CECP. Nos resultados percebeu-se que houve
uma grande heterogeneidade entre as meta-analises da maioria
dos estudos. Os valores de prognéstico para a p53 foram,
geralmente, inconsistentes e inconclusivos entre os estudos. Por
essa razao, mais estudos devem ser realizados (TANDON et al.,
2010).

2.8 Carcinoma Epidermdide Intrabucal

A OMS define CEI como uma neoplasia epitelial invasiva
com varios graus de diferenciacdo histopatol6gica e uma alta
propensao para metastase. Ocorre, principalmente, em homens
com idade entre a quinta e sexta décadas de vida (BARNES et
al., 2005).
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A apresentacao clinica do CEI é muito variavel, podendo
se apresentar como uma Ulcera exofitica ou endofitica, de
superficie irregular, vegetante, papilar ou verruciforme e sua cor
podera variar da coloragdo normal ao vermelho ou branco. A
superficie é frequentemente ulcerada e o tumor é endurecido a
palpacdo. As lesbes leucoplasicas, eritroleucoplasicas e
eritroplasicas possuem um aspecto distinto do normal. Este
aspecto clinico ja pode se tratar do inicio de altera¢gfes celulares
que tém o potencial para se transformar em um carcinoma
(NEVILLE; DAY, 2002). O CEI, quando presente no labio, possui
como principal fator etioldgico a exposi¢cdo solar. Entretanto,
quando o mesmo é intrabucal esta diretamente relacionado a
hébitos nocivos (etilismo e tabagismo) (BARNES et al., 2005). A
localizacdo intrabucal mais comum é a lingua, geralmente as
superficie ventral e posterior lateral sdo mais atingidas. Outros
locais de predilecdo sdo assoalho de boca, palato mole/duro e
gengiva (NEVILLE; DAY, 2002).

O TNM (classificagcdo de tumores malignos) é um
sistema criado pela Unido Internacional Contra o Cancer (UICC)
para predizer o prognéstico de varios tipos de cancer, dentre
eles o CEI. Nessa classificacao, o T representa o tamanho do
tumor primario, N significa a presenca de tumores metastaticos
em linfonodos regionais e M significa a existéncia ou ndo de
metastases a distancia em algum outro local (UICC, 2004).

Abaixo, podemos observar as subdivisdes do TNM:
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T - Tumor Primério

TX: O tumor primario ndo pode ser avaliado.

TO: N&o ha evidéncia de tumor primario.

Tis: Carcinoma in situ.

T1: Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao.

T2: Tumor com mais de 2 cm e até 4 cm em sua maior dimensao.
T3: Tumor com mais de 4 cm em sua maior dimensao.

T4a: Tumor que invade estruturas adja-centes: cortical dssea,
musculos profundos/extrinsecos da lingua (genioglosso,
hioglosso, palatoglosso e estiloglosso), seios maxilares ou pele
da face.

T4b:Tumor que invade o espaco mastigador, laminas

pterigoides ou base do cranio ou envolve artéria carétida interna.

N - Linfonodos Regionais

NX: Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.

NO: Auséncia de metastase em linfonodos regionais.

N1: Metastase em um Unico linfonodo homolateral, com 3cm ou
menos em sua maior dimensao.

N2: Metastase em um Unico linfonodo homolateral, com mais de
3 cm e até 6 cm em sua maior dimensao, ou em linfonodos
homolaterais multiplos, nenhum deles com mais de 6 cm em sua
maior dimenséo; ou em linfonodos bilaterais ou contralaterais,
nenhum deles com mais de 6 cm em sua maior dimensao.

N2a: Metastase em um uUnico linfonodo homolateral, com mais

de 3 cm e até 6 cm em sua maior dimenséo.
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N2b: Metastase em linfonodos homolaterais multiplos, nenhum
deles com mais de 6 cm em sua maior imensao.

N2c: Metastase em linfonodos bilaterais ou contralaterais,
nenhum deles com mais de 6 cm em sua maior dimensao.

N3 Metastase em linfonodo com mais de 6 cm em sua maior

dimenséao.

M - Metastase a Distancia

MX: A presenca de metastase a disténcia ndo pode ser avaliada.
MO: Auséncia de metastase a distancia.

M1: Metastase a distancia.

Com a finalidade de tabulacdo e analise, exceto em
grandes séries, é necessario condensar essas categorias num
ndmero conveniente de estadios TNM. O grupamento, conforme
elucidado no quadro 2, deve assegurar, tanto quanto possivel,
que cada grupo seja mais ou menos homogéneo, em termos de
sobrevida. Portanto, o estadiamento de um tumor reflete a
extensdo da doenca e disseminacdo metastatica. Esses séo os
melhores indicadores de progndstico dos pacientes com CEl.
Quanto maior for o estdgio da classificacdo, pior serd o
prognostico (UICC, 2004).
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Grupamento por estadios
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio I Tl NO MO
Estadio II: T2 NO MO
T1, T2, N1 MO
Estadio Il
T3 NO N1 MO
T1,T2, T3 N2 MO
Estéadio IVA
T4a NO, N1, N2 MO
) Qualquer T N3 MO
Estéadio IVB
T4b Qualquer N MO
Estadio IVC Qualquer T Qualquer N M1

A classificacdo do epitélio neoplasico pode ser feita em
gradacbes de acordo com o quanto o tecido neoplasico lembra
0 seu tecido de origem, sendo que quanto mais diferente for,
maior sera sua gradacdo. Neste sentido as les6es podem ser
classificadas em trés gradagbes, sendo que a primeira
representa um tecido neoplasico bem diferenciado (que lembra
o0 tecido de origem), a terceira representa um tecido mais
alterado, ou seja, pobremente diferenciado, sendo, muitas
vezes, dificil a determinacdo de seu tecido de origem, e a
segunda é uma fase intermediaria entre a primeira e a Udltima
gradacdo, moderadamente diferenciado (BARNES et al., 2005).

Juntos, a extensdao, localizagdo, gradacao histologica e
a presenca de metastase determinam o tratamento que deve ser
utilizado e o progndstico da lesdo (MUNOZ HERRERA et al.,
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2001). O CEI apresenta progresséao rapida e €, na maioria das
vezes, diagnosticado em fase avancada de desenvolvimento.
Um diagnéstico precoce é essencial para um aumento da taxa
de sobrevida, melhorando, assim, o quadro clinico dos pacientes
com a doenga (REIBEL, 2003).

3. JUSTIFICATIVA

A literatura cientifica apresenta estudos sobre a relacéo
entre as proteinas p53, USP1 e WDR48 e a progressao de
osteossarcomas (WILLIAMS et al., 2011) e leucemias (MISTRY
et al., 2013). Contudo, ndo ha relatos sobre a sua participacdo
na progressao do CEl, bem como sobre a sua possivel influéncia
nos aspectos clinicos e histopatolégicos desta lesdo. Sabe-se
que estas proteinas podem estar relacionadas com o processo
de tumorigénese, bem como com a alta proliferatividade e
inibico de diferenciacéo de células-tronco normais. Portanto, a
investigacdo do complexo proteico USP1/WDR48 pode elucidar
a possibilidade de utilizacdo destas proteinas como um possivel
alvo terapéutico, além de ser um potencial determinante de
progressao de lesdes malignas. Partindo desse pressuposto,
este trabalho pretende preencher essa lacuna no conhecimento

e elucidar esses importantes questionamentos.
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4. HIPOTESE DO ESTUDO

A hipétese deste estudo é que ha diferenca entre o
grupo teste, CEIl, e o grupo controle (Hiperplasia Fibrosa - HF),
no que se refere a expressdo imuno-histoquimica dos
marcadores p53, USP1 e WDRA48. Além disso, existe relacdo
entre estes marcadores e os dados clinico-histopatoldgico
tumoral.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Analisar a expresséo imuno-histoquimica das proteinas
p53, USP1 e WDR48 e sua associacdo com os dados clinicos e

histopatoldgicos em casos de CEL.

5.2 Objetivos especificos

e Avaliar o padrao de expressédo da proteina relacionada ao
ciclo celular p53.

e Analisar o padrdo de expressdo imuno-histoquimico do
complexo de proteinas WDR48/USP1.

e Relacionar a gradacédo histopatologica dos CEls com a

guantificacdo da expresséo das proteinas mencionadas.
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e Verificar a associacao entre os dados clinicos referentes as
amostras analisadas e a quantificacdo da expressdo das

proteinas em estudo.

6 METODOLOGIA

6.1 Delineamento do estudo

O estudo proposto é de natureza basica, observacional
descritivo retrospectivo. Os resultados foram avaliados de forma

guantitativa e acompanhados por uma descricdo morfoldgica.

6.2 Aspectos éticos e legais

O presente estudo foi submetido para apreciacdo pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), tendo recebido
parecer favoravel (CAAE 42380814.1.0000.0115) (Anexo A).
Para a analise dos prontuarios, o estudo também foi submetido
ao Comité Avaliador do Hospital Universitario — HU/UFSC, que

também foi favoravel a execucao da pesquisa.

6.3 Selecdo das amostras

Realizou-se um levantamento dos casos diagnosticados
como CE intrabucais, com base nos laudos histopatolégicos do
Laboratério de Patologia (LBP-UFSC). Também foram
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selecionados casos de Hiperplasia Fibrosa (HF), como controle
de tecido epitelial ndo neoplésico. Para obter o nUmero de casos
ideal para cada grupo, optou-se por realizar um célculo amostral,
por meio do teste Qui-quadrado de Pearson, que determinou o
ndmero de 30 casos de CEIl e 40 casos de HF.

Foram selecionados os blocos de parafina contendo
fragmentos de tecido obtidos através de bidpsia, incisional ou
excisional, com fichas de bidpsia adequadamente preenchidas e
com os laudos correspondentes. Além disso, para ser incluido
na amostra, o0 material biolégico deveria:

- Ter sido devidamente fixado em formol 10% por no
minimo 1 dia e no maximo 5 dias.

-Conter tecido suficiente para andlise sem esgotar
completamente o material biolégico do caso.

Deste modo, foram excluidos da amostra todos os casos

que ndo preencheram esses requisitos.

6.4 Levantamento dos dados imuno-histoquimicos

6.4.1 Procedimentos Laboratoriais

As reacg6es de imuno-histoquimica foram realizadas no
laboratério de pesquisa do Programa de Pds-Graduacdo em
Odontologia (PPGO-UFSC).

As amostras selecionadas foram submetidas a técnica

de imuno-histoquimica pelo método da estreptavidina-biotina-
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peroxidase, utilizando os anticorpos anti-antigeno humano p53,
USP1 e WDR48 (Tabela 1).

Tabela 1 — Descrigao das caracteristicas dos anticorpos utilizados nas
reacdes de imuno-histoquimica.

Padrdode Controle

Marca Especificidade Origem ~ .
coloragio  positivo
Sigma- . Monoclonal de )
- Nucl
Aldrich Anti-p53 TR uclear Cérebro
. Nuclear/
Policlonal
Abcam Anti-USP1 oliclonal de Citoplasma Placenta
coelho .
tica
. Nuclear/
Sigma- . Policlonal de . . .
Aldrich Anti-WDR48 coelho c1tozLaasma Cdlon

Foram realizados cortes teciduais de 3um de espessura,
montados em laminas preparadas com solugdo de ATPS (3-
aminopropyltriethoxysilene). Os cortes foram inicialmente
fixados na lamina mantendo-as em estufa a 65°C, durante 3
horas. Apds, as laminas foram submetidas a dois banhos de xilol
em temperatura ambiente (no primeiro banho foram imersas
overnight e, no segundo, durante 20 minutos). Posteriormente,
foram realizados trés banhos em solugBes decrescentes de
alcool etilico (absoluto, 95% e 85%), seguidos de dois banhos
em agua destilada, todos de 5 minutos cada. As laminas foram
imersas em solucdo para bloqueio da peroxidase enddégena
(80ml de &lcool metilico + 20ml de Perdxido de Hidrogénio -

H.0,), com dois banhos de 20 minutos cada.
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A reativacdo antigénica foi realizada mantendo as
laminas em solugéo de tampéao citrato 0,01M, pH 6,0, em banho-
maria com a temperatura constante de 96°C, durante 40
minutos. Os sitios ndo especificos foram bloqueados com leite
desnatado (5%) em solucéo de tampéo fosfato-salino (PBS) por
40 min. A incubacdo com os anticorpos primarios (p53, USP1 e
WDR48) foi realizada em camara Umida mantida sob
refrigeracdo (4 a 8°C), durante 18 horas.

Para amplificacdo da reacdo foi utilizado o kit de
marcacdo Estreptavidina Biotina (labelled streptavidin biotin)
(LSAB) - Dako, que consta de soro secundario policlonal e do
soro terciario streptavidina-biotina com peroxidase conjugada. A
revelacdo da reacdo foi realizada através de solucdo
cromdégena, contendo diaminobenzidina (DAB) em tampao Tris-
HCI 0,05M, pH 7,4, e adicionando peroxido de hidrogénio a 0,3%
(Figura 3). Apos a revelacao, foi realizada a contra coloracéo dos
cortes com hematoxilina de Harris (40 segundos), seguido de
desidratacdo em cadeias de concentracdo crescentes de etanol
(etanol 50% a etanol absoluto), diafanizagdo em xilol e
montagem com Entellan (Merck, Alemanha). Apds montadas, as
l&minas foram mantidas em estufa (40°C) por, no minimo, 24
horas, antes de serem examinadas ao microscépio de luz.

O controle negativo das reacdes foi realizado pela
abolicdo do anticorpo primario, enquanto que o controle positivo
foi procedido de acordo com as orienta¢fes dos fabricantes dos

anticorpos (Tabela 1).



65

Figura 3: llustragdo do método Avidina - Biotina. Adaptado de
(http://www.anticorpos.com.br/exames/imuno-histoquimica.aspx).

Complexo
Avidina-Biotina

. \\ S
Anticorpo

Secundario

(Biotinilado) F

Anticorpo
Primario

AAntigeno

6.4.2 Analise imuno-histoquimica

As laminas foram examinadas por meio de um
microscopio, com camera digital para documentacéo acoplada,
em uma magnitude final de 400X.

Para cada anticorpo, em cada caso, foi avaliada a
frequéncia e o local de marcagdo, bem como a analise
gquantitativa da expressao.

Foram consideradas positivas as células que tiveram
marcagdo castanha no nucleo/citoplasma, independendo da
intensidade (Tabela 1), excluindo as células inflamatérias. Para
cada caso foram fotografados cinco campos microscopicos
equidistantes. A imunopositividade das células epiteliais foi

obtida pela média de células coradas nestes cinco campos.


http://www.anticorpos.com.br/exames/imuno-histoquimica.aspx
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Todas as contagens foram realizadas com auxilio do
software NIH ImageJ 1.36b (National Institutes of Health,
Maryland, EUA).

As informagbes obtidas nas andlises foram
armazenadas em uma planilha do software Microsoft Excel®
(Microsoft Office Corporation, EUA). Posteriormente, foram
organizadas através do software EpiData3.1 (JM Lauritsen,

Dinamarca) para andlise estatistica.

6.5 Levantamento dos dados clinicos

A verificacdo dos dados clinicos das amostras
selecionadas foi realizada através da andlise das fichas de
biépsia, laudos arquivados no LPB/UFSC e dos prontuarios
arquivados no Hospital Universitario/UFSC. Os dados avaliados
foram:

A) Em relacéo ao paciente: idade, sexo, etnia e habitos

deletérios (tabagismo e etilismo).

B) Em relacdo a lesdo: localizagdo, TNM, tratamento
(quimioterapia, radioterapia e cirurgia), recidiva e
metastase.

Foi confeccionada uma base de dados digital para o
armazenamento dessas informacdes para posterior analise
descritiva de todos os itens. A analise estatistica do
estadiamento das lesbes (TNM) foi realizada com o intuito de

relacionar esta varidvel com a expressdo dos marcadores
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estudados e, consequentemente, determinar algum possivel

valor de prognéstico.

6.6 Gradacao histologica

Bryne e colaboradores (1989) propuseram uma
classificacdo histopatoldégica para os CEls. Entretanto, mais
tarde, em 1992, estes mesmos autores propuseram uma
adaptacdo dessa ferramenta em func¢éo da inconcordancia que
a quantificacdo de mitoses gerava, pois, primeiramente, esse
item era considerado. Na adaptacdo proposta, 0 nimero de
mitoses foi desconsiderado. Para este estudo, as amostras de
CEl foram histopatologicamente graduadas usando a adaptacao
do sistema de gradacdo (Quadro 3). Um observador calibrado
(Patologista com mais de dez anos de experiéncia), que obteve
valores de Kappa para concordancia intra-examinador
superiores a 0.7, realizou as analises.

E importante destacar que para esse estudo foram
utilizados fragmentos de tecido oriundos de biopsia excisionais,
mas, principalmente, incisionais. Esse ocorrido pbde ter
significado uma limitagdo na hora da classificagdo
histopatoldgica, tendo em vista que na maioria das vezes foi
possivel observar parcialmente o tumor.

A andlise estatistica da gradacdo histopatolégica foi
realizada com o intuito de relacionar esta variavel com a
expressao dos marcadores estudados e, consequentemente,

também determinar algum possivel valor de prognéstico.
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Quadro 3: Adaptacédo de classificagdo histopatolégica proposta por
Bryne e colaboradores (1992)

1 2 3 4
Intenso Moderado Discreto Ausente
>50% de 20-50% de | 5-25% de 0-5% de
Grau de , . , X
s células células células células
queratinizaca
produtoras | produtora | produtora | produtoras
o
de sde sde de
queratina queratina queratina queratina
Discreto Moderado Intenso Extremo
Pleomorfismo >75% de 50-75% de | 25-50% de | 0-25% das
nuclear células células células células
maduras maduras maduras maduras
Dissociaca
o celular
Bordos . Pequenos .
. Corddes q difusa em
" infiltrantes L0 grupos ou
Padrio de sélidos ou ~ pequenos
invasao bem ilhotas cordges rupos
delimitado de células grup
o e/ou
S infiltrantes ,
células
solitarias
Infiltrado
. . . Intenso Moderado Leve Nenhum
inflamatorio
. , Moderadamente Pobremente
Bem diferenciado . . . .
diferenciado diferenciado
4-8 9-12 13-16

6.7 Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelo software Statal3.l
(Stata Corporation, Texas, USA) utilizando-se o teste estatistico
Kruskal-Wallis, sendo este uma alternativa ndo paramétrica para
0 ANOVA. Os resultados foram expressos como média da

porcentagem de células coradas + o0s desvios padrdo da média.
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Valores de P menores a 0,05 (p<0,05) foram considerados

estatisticamente significantes.

6.8 Relacdo entre achados imuno-histoquimicos, clinicos e

histopatolégicos

A partir da obtencdo dos resultados da andlise imuno-
histoquimica, do ponto de vista quantitativo e morfolégico, esses
achados foram comparados as informagdes clinicas e
histopatolégicas, a fim de verificar a existéncia de uma relacéo
entre 0 padrdo de expressdo proteica e a progressao dos
respectivos tumores. Para comprovar a existéncia de alguma
correlagcdo estatistica, o teste Kruskal-Wallis foi aplicado,
levando-se em consideracdo o mesmo nivel de significAncia
(p<0,05).

7 RESULTADOS

7.1 Anélise microscoépica observacional da expressédo dos

marcadores

A expressdo das proteinas p53, USP1 e WDR48, em
tecido neoplasico (CEI) e ndo neoplasico (HF), foi verificada por
meio da utilizacdo dos seus respectivos marcadores. Além da
guantificacdo da imunolocalizacdo das proteinas de escolha, os
achados foram submetidos a uma analise observacional do

padrédo de expressao.
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7.1.1 p53

A expressdo desse marcador foi predominantemente
nuclear. Entretanto, o grau de coloracdo das células marcadas
foi diferente entre o CEIl e a HF, sendo que nos casos de CEIl os
nucleos apresentaram-se extremamente mais acastanhadas do
que na HF. Em relacéo a distribuicdo das células marcadas, nos
casos de CEl observou-se um padrédo mais difuso, com uma leve
tendéncia a marcacéo de células localizadas, principalmente, na
periferia das ilhas de epitélio neoplasico. Quando comparado
com o padrdo de expressao da HF, observaram-se algumas
diferencas. Na HF a expresséo tendeu a se concentrar mais no
terco médio do epitélio, a camada basal apresentou algumas
células com o ndcleo corado, mas nao ocorreu com
predominancia. O ter¢co superior do epitélio raramente

apresentou algum tipo de expressao (Figura 4, A-B).

7.1.2 USP1

Com relagéo a este marcador, a expressao foi difusa e,
portanto, atingiu tanto o citoplasma quanto o nucleo. O padrao
de imunolocalizacéo entre as proteinas p53 e USP1, em alguns
casos, foi extremamente semelhante, com uma maior tendéncia
de marcacao nuclear na periferia de ninhos e corddes de epitélio
neoplasico. Em contrapartida, alguns casos também

apresentaram um padrdo de expressdo com predominancia de
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marcacdo citoplasmatica. Ambas caracteristicas foram
observadas nos casos de CEI.

O padréo de expresséo da proteina USP1 em HF segue
o mesmo perfil do padrdo relatado no marcador p53. A
expressao tendeu a se concentrar mais no terco médio do
epitélio, a camada basal apresentou algumas células com o
nucleo corado, mas ndo ocorreu com predominancia. O terco
superior do epitélio raramente apresentou algum tipo de
expressao. Nao observou-se diferencga entre o grau de coloracéo
das células marcadas nos casos de CEIl e HF (Figura 4, C-D).

7.1.3 WDR48

Assim como na USP1, a expressdo desse marcador
apresentou-se nuclear e citoplasmatica, mas a expressao
nuclear isolada néo foi comumente encontrada. A expressao do
WDR48 ocorreu preferencialmente na periferia das ilhas e
corddes de epitélio neoplasico, assim como nos dois
marcadores anteriores. Entretanto, a sua expressdo, quando
citoplasmatica, foi peculiar, com um aspecto “salpicado”
(marcacao em dotz paranuclear).

Dois casos de CEIl apresentaram um padrdo de
marcacdo diferente. Nesses dois casos, a expressdo do
marcador WDR48 foi predominantemente nuclear, sem
nenhuma relagcdo com o citoplasma. Nao encontrou-se nenhuma
corrEelacéo desse perfil de expressdo do WDR48 com o0s outros

marcadores ou com os dados clinicos dos pacientes.
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Quando comparado com os casos de HF, o padrédo
“salpicado” também foi encontrado (Figra 5). Entretanto, a
expressao teve predominancia no terco inferior do epitélio. A
coloracdo das células nos casos de HF foi mais sutil quando
comparada com os casos de CEl.

Em uma andlise comparativa observacional, os casos de
CEl, expressando USP1, WDR48 e p53, apresentaram uma
relacdo entre si, quando avaliada a expressdo apenas nuclear.
Dos 30 casos avaliados, apenas dois apresentaram uma alta
expressao nuclear de USP1, sendo que estes mesmos casos
também mostraram as mais altas expressdes de WDR48 e p53.
Essa relagdo foi encontrada apenas nos casos de CEI (Figura 4,
E-F). Nao se observou nenhum dado clinico ou histopatologico

que seja capaz de justificar tal achado.
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Figura 4 - Padréo de expressao dos marcadores p53, USP1 e WDR48
em Carcinoma Epidermoide Intrabucal (CEl) (A, C e E) e Hiperplasia
Fibrosa (HF) ( B, D e F). Magnificacdo de 400x.

WDR48




74

Figura 5: Expressédo citoplasmatica do marcador WDR48, casos de
Carcinoma Epidermdéide Intrabucal (CEIl), com aspecto “salpicado”.
Mginificacdo de 400x.

7.2 Analise quantitativa da expressao dos marcadores

Os dados foram analisados a partir dos grupos formados
de acordo com cada variavel: lesdo (CEI e HF), marcador (p53,
USP1, WDR48) e local (nucleo+; citoplasma+; nudcleo e
citoplasma+ e células-) (Figura 6). Teve-se como hipdtese a
igualdade de médias entre as variaveis. No entanto, a hipétese
de igualdade foi rejeitada se o p-valor < 0,05.
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Figura 6- Identificagdo dos grupos do estudo

p53 CEl

\ (Teste) \ -Nucleo +
-Citoplasma +

USP1 —m8m»

-Nucleo + Citoplasma +
/ HE / -Células -

WDR48 (Controle)

7.2.1 Especificacdo de valores

A Tabela 2 apresenta as especificacdes para os valores
de expressao do marcador p53, tanto em CEI quanto em HF,
cuja localizacao foi nuclear. Também contabilizou-se as células
que nao obtiveram nenhuma expresséo. Para este marcador
ndo foi considerada a expressdo citoplasmatica, pois a sua

funcéo é estritamente nuclear.
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Tabela 2- Especificagdo dos valores de expresséo para o marcador p53
em Carcinoma Epidermaide Intrabucal (CEI) e Hiperplasia Fibrosa (HF)
e a respectiva porcentagem de células positivas e negativas.

Local Lesio n  média DP %
o CEl 30 191,9 881 623
3 MY e a0 sa1 e32 356
e CEl 30 1125 965 37,6
‘ Células -

HF 40 1552 65,7 64,3

A Tabela 3 mostra os valores de expresséo do marcador
USP1, tanto em CEI quanto em HF, cuja localizacdo foi nucleo,
citoplasma ou ambos. Também contabilizou-se as células que

ndo obtiveram nenhuma expressao.

Tabela 3- Especificacdo dos valores de expressdo para o marcador
USP1 em Carcinoma Epidermdide Intrabucal (CEI) e Hiperplasia
Fibrosa (HF) e a respectiva porcentagem de células positivas e
negativas.

Local Lesdo n  média DP %
CEl 30 3,4 12,6 1,16
Nucleo +
HF 40 2,7 7,2 1,14

CEl 30 154 124,6 49,7

= | Citoplasma +
S P HF 40 78,2 58,7 33
=)
Nucleo e CEl 30 139 63,9 45,8
Citoplasma + HF 40 119,8 60,2 50,6

CEl 30 94 150 3,16
HF 40 358 455 151

Células -

Na tabela 4 sdo apresentadas as especificacbes para 0s
valores de expressao do marcador WDRA48, tanto em CEI quanto

em HF, cuja localizagdo é nucleo, citoplasma ou ambos.
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Também contabilizou-se as células que néo obtiveram nenhuma

expressao.

Tabela 4- Especificacdo dos valores de expressdo para o marcador
WDR48 em Carcinoma Epidermoide Intrabucal (CEI) e Hiperplasia
Fibrosa (HF) e a respectiva porcentagem de células positivas e
negativas.

Local Lesdéo n  Média DP %
CEC 30 9,11 28,6 2,61
HF 40 0,04 0,22 0,01
CEC 30 217,2 143,9 62,38

Nucleo +

)

S | Citoplasma +

S P HF 40 1798 96,5 66,5

= Nucleo e CEC 30 5,7 16,5 1,63
Citoplasma + HF 40 1,7 3,9 0,62

CEC 30 116,2 144,0 33,30
HF 40 87,5 69,5 32,7

Células -

7.2.2 Comparagdo entre os marcadores (p53, USP1 e
WDR48)

Na analise da média de expressao dos trés marcadores
(p53, USP1 e WDR48) comparados entre si, em uma mesma
lesdo, ou seja, CElI ou HF, observou-se diferenca
estatisticamente significante entre todos os grupos (Tabela 5 e
Grafico 1):

CEl
-Ndcleo +: p53 > USP1 < WDR48 < p53
-Citoplasma +: USP1< WDR48




-Ndcleo e Citoplasma +; USP1> WDR48
-Células -: p53 > USP1 < WDR48 > p53

HF

-Nucleo +: p53 > USP1 > WDR48 < p53
-Citoplasma +: USP1 < WDR48

-Ndcleo e Citoplasma +: USP1 > WDRA48
-Células -: p53 > USP1 < WDR48 <p53
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Tabela 5- Média de expressédo dos marcadores p53, USP1, WDR48,
comparados entre si, em uma mesma lesdo, Carcinoma Epidermoéide

Intrabucal (CEI) ou Hiperplasia Fibrosa (HF).

Lesdo Local P
Nucleo + 0.0001*
‘i‘,’ Citoplasma + 0.0001*
g CEI Nucleo e Citoplasma + 0.0001*
: Células - 0.0001*
§ Local P
: Ndcleo + 0.0001*
< Citoplasma + 0.0001*
HF Nucleo e Citoplasma + 0.0001*
Células - 0.0001*

*para valores P significativos
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Grafico 1- Média de expressao dos marcadores p53, USP1, WDR48,
comparados entre si, em uma mesma lesdo, Carcinoma Epiderméide
Intrabucal (CEI) ou Hiperplasia Fibrosa (HF).

Média de expressdo dos marcadores p53, USP1 e
WDR48 nos tecidos neopldsico (CEB) e ndo neoplasico

(HFF)
*
191,0* 217,2
179,8*
154* 1
139* 116,2* 155,2*
119,8*
112,5* )
S L ga s 87,5+
78,2*
9,10* 5,8%
4 O 0% {5,7¢| PAT AL o[ L7 |_|
— z = —_—
+ + ' + + :
o © & pA o © p A
Q € = S < € v c S
[@] ) (o] & i (8} %) o a —_
S £ L ] = o L w© Y
P Q. S 5 © =4 S S 5 (]
o =} o o 35 5)
£ =z 2 £ =z 8
CEl HF

0 p53

*para valores P significativos

7.2.3 Comparacdao entre as lesdes (CEl e HF)

Na andlise da média de expresséo dos trés marcadores
(p53, USP1 e WDR48), comparados com 0s seus analogos, em
diferentes les@es, ou seja, HF ou CEI, observou-se diferenca
estatisticamente significante entre quatro grupos (Tabela 6 e

grafico 2):

-Nucleo + (p53): CEl > HF
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-Células - (p53): CEl < HF
-Citoplasma + (USP1): CEIl > HF
-Células - (USP1): CElI < HF
-Nucleo + (WDRA48): CEIl > HF

Tabela 6- Média de expressédo dos marcadores p53, USP1, WDR48,
comparados com o0s seus analogos, em diferentes lesdes, Carcinoma
Epidermoide Intrabucal (CEI) e Hiperplasia Fibrosa (HF).

Local p53 USP1 WDR48

- J J J
S Ndcleo + 0.0000* 0.3171 0.0413*
; Citoplasma + Sem resultado 0.0010* 0.2496
Nucleo e Citoplasma + Sem resultado 0.3275 0.1810
Células - 0.0028* 0.0000* 0.7040

*para valores P significativos
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Gréafico 2- Média de expressdo dos marcadores p53, USP1, WDR48,
comparados com os seus analogos, em diferentes lesbes, Carcinoma
Epidermoide Intrabucal (CEI) e Hiperplasia Fibrosa (HF).

Comparacao da expressdo dos marcadores (p53,
USP1 e WDRA48) entre diferentes les6es (CEl e HF)

mCEl mHF
217,2
191,9*
e 179,8
*
155,2 139
112,5* 1198 1162
4,1% 8,2 87,5
35,8*
00 00 3,427 9,100 71,7
P p2 + & + + + & + + O
Q © © ®© o o © ®© o & © ©
9} = 9} - 9} o
3 g og = 3 g og = 3 g og =
S o g W S o O g W S S 08 W
=z a oo Y z s g © Z a T3 ©
o 3B o O S o o 3 9
e =z 3 £ =z 3 £ =z 3
(] 5 (&) 5 (&) 5
p53 USP1 WDR48

*para valores P significativos

7.3 Dados clinicos tumorais

Na tabela abaixo (Tabela 7), observa-se a descrigdo e
guantificagdo das caracteristicas clinicas dos pacientes que

desenvolveram CEI. Para maiores informacdes, observar o

Apéndice A e B.
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Tabela 7- Caracteristicas clinicas correspondentes as amostras de
Carcinoma Epidermaide Intrabucal (CEl).

CEl

Idade 59,8 (média)

Sexo 27 (Homens); 3 (Mulheres)

Etnia 26 (Leucoderma); 3 (Melanoderma); 1 (Feoderma)
Tabagismo 26 (sim); 4 (ndo)

Etilismo 20 (sim); 10 (n3o)
8 (assoalho de boca); 6 (lingua); 5 (rebordo alveolar); 4 (trigono

Localizagdo

retromolar); 3 (mucosa jugal); 2 (sublingual); 2 (palato mole).

7.3.1 Correlacdo entre a expressdo dos marcadores e o
estadiamento (TNM)

Na tabela seguinte (Tabela 8), observa-se a média de

expressdo de cada marcador associada com o estadiamento

(TNM) dos casos de CEI. Entretanto, ndo observou-se diferenca

estatisticamente significativa entre nenhum grupo.
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Tabela 8- Correlagéo entre o estadiamento das amostras de Carcinoma
Epidermoéide Intrabucal (CEl) e a expressdo dos marcadores p53,
USP1 e WDR48.

| 1 1} v
Estagio p valor
n=2 n=2 n=5 n=7
Nucleo +
p53 175,4 162 201,9 175,8 0.9178
USP1 0 0,1 5,7 0 0.7596
WDR48 0 0 27,8 0 0.9427
Citoplasma +
P53 0 0 0 0 1.0000
USP1 170 90 70,8 125,4 0.1834
WDR48 328,5 55,5 184,8 215,5 0.1270
Nucleo e Citoplasma +
p53 0 0 0 0 1.0000
USP1 121 112,3 171,8 118,2 0.3633
WDR48 0,8 0 1,6 12,3 0.7152
Células -
p53 128,7 74,6 56,2 102,9 0.3205
USP1 0 7 17,12 6,3 0.5678
WDR48 0 170,2 83,9 111,6 0.1152

7.4 Gradacdao histopatolégica

A andlise dos casos estudados para determinagéo do grau

de diferenciacdo histopatoldgica dos CEls,

seguindo a
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adaptacdo dos critérios proposta por Bryne e colaboradores
(1992), resultou em 7 casos bem diferenciados, 19 casos
moderadamente diferenciados e 4 casos pobremente
diferenciados. Apds a andlise estatistica, observou-se apenas
uma diferenca relevante, sendo esta correspondente as médias
da expressdo de USP1 (nucleo + citoplasma). Constatou-se que
a expressdo de USP1 em CEls bem diferenciados foi a menor
obtida (Tabela 9).

Tabela 9- Correlagdo entre a gradagéo histopatoldgica das amostras
de Carcinoma Epidermdide Intrabucal (CEl) e a expressdo dos
marcadores p53, USP1 e WDRA48.

Bem Moderadament | Pobremente
diferenciados | e diferenciados | diferenciados
P53
P n média n média n média
Nucleo + 0.6740 7 174,8 19 197,5 4 195,2
Citoplasma + 0 7 0 19 0 4 0
Ncleo e 0 7 0 19 0 4 0
Citoplasma +
USP1
P n média n média n média
Nucleo + 0.9490 7 0 19 4,8 4 2,75
Citoplasma + | 0.3038 7 113 19 181,9 4 92,7
Nucleoe 100105 | ;= go1 |19 1567 |4 1489
Citoplasma + *
WDR48
P n média n média n média
Nucleo + 0.9758 7 10,6 19 10,4 4 0,2
Citoplasma + | 0.2831 7 143,4 19 247,9 4 200,9
Nucleoe 159013 | 7 11,7 |19 4,2 4 1,85
Citoplasma +

*para valores P significativos
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8. DISCUSSAO

Desde o surgimento da teoria das CTNs como um fator
chave para explicar a progressao do céancer, o padrdo de
expressao de varios marcadores destas células tem sido
estudado em tecidos neoplasicos (conforme relatado no Quadro
1) para determinar a sua correlacdo com o prognéstico do
paciente (LEE et al., 2015).

Neste estudo, a expressao das proteinas p53, USP1 e
WDRA48 foi imuno-histoquimicamente investigada em espécimes
de biopsias de 30 pacientes com CEl (grupo teste) e 40
pacientes com HF (grupo controle). Vale ressaltar que HF néo é
o melhor tecido para se utilizar como grupo controle, pois
apresenta componente inflamatorio variavel. No entanto, frente
a auséncia de mucosa normal nos arquivos de amostras e aos
conflitos éticos envolvidos na aquisicdo cirlrgica de mucosa
normal, HF foi a fonte de epitélio ndo-neoplasico mais viavel. Um
dos objetivos deste estudo foi identificar alguma correlagdo dos
marcadores entre si, com as respectivas lesdées ou com os dados
clinicos e histopatoldgicos dos tumores.

A proteina USP1 é uma DUB que tem alguns papéis
relacionados com resposta a danos ao DNA. Esta proteina esta
envolvida com o reparo da quebra da dupla fita de DNA através
da recombinacédo homdloga (MURAI et al., 2011). O knockout do
gene USP1 em camundongos gerou instabilidade gendmica
(KIM et al.,, 2009). Além disso, a USP1 desubiquitiniza e

estabiliza as proteinas da familia ID, contribuindo para preservar
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o0 estado indiferenciado das células em casos de
osteossarcomas (WILLIAMS et al., 2011). Todos esses dados
indicam que a funcéo da USP1 é, principalmente, relacionada ao
nucleo (NIJMAN et al., 2005).

Adicionalmente, a interacdo entre a proteina USP1 e
WDRA48 tem sido descrita. Juntas, essas proteinas formam um
complexo. A ligagdo entre ambas proporciona o aumento da
atividade catalitica da USP1 (COHN et al.,, 2007). Em
contrapartida, a proteina WDR48 tem mostrado expressao
predominantemente citoplasméatica (COTE-MARTIN et al.,
2008).

Em 2012, Garcia-Santisteban e colaboradores
estudaram o intrigante fato de como essas duas proteinas,
mesmo predominantes em regides diferentes da célula,
conseguem formar um complexo. Esse estudo apresentou um
contraponto em relacéo aos trabalhos anteriores. Os resultados
obtidos descreveram um complexo formado pelas proteinas
USP1 e WDR48 no citoplasma que, sequencialmente, é
translocado para o nudcleo através de uma importa¢do nuclear
ativa, acao esta mediada por dois sinais de localizacao nuclear.
Portanto, conforme a necessidade celular de importa¢éo nuclear
do complexo, a fim de potencializar a acado desubiquitinizadora
da USP1, esta proteina pode ligar-se simultaneamente aos
receptores de importacdo nuclear e ao WDR48 ocorrendo,
consequentemente, a importacdo do complexo (Figura 7).

O trabalho de Garcia-Santisteban e colaboradores

(2012) permite compreender os resultados obtidos no presente
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trabalho, cujo padrdo de expressdo do marcador USP1 foi, tanto
no tecido neoplasico (CEI) quanto no nao-neoplasico (HF),
nuclear, mas que na maioria das vezes estava associada com o
citoplasma. Raramente a expressdo nuclear foi encontrada
isolada. Entretanto, o padréo de expressao do marcador WDR48
condiz plenamente com os demais estudos, tendo em vista que
a sua expressao foi predominantemente citoplasmatica, mas em
dois casos de CEIl este marcador teve a sua expressao restrita
ao nucleo.

Diferentemente da USP1 e do WDR48, ha um grande
numero de estudos que retratam o padrdo de expressédo da
proteina p53. Esta proteina se liga a sequéncias especificas de
DNA, a fim de regular, de forma positiva ou negativa, a
expressdo de diversos genes envolvidos no controle do ciclo
celular. P53 é um fator de transcricdo que controla a auto
renovacdo neoplasica. Portanto, a sua atividade esta,
principalmente, relacionada com o nucleo (HOCK et al., 2011).
Por essa razao, neste estudo considerou-se apenas a expressao
nuclear desse marcador, cujo grau de coloracdo das células

marcadas ressaltou-se mais no CEIl do que na HF.
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Figura 7 - Importagdo nuclear do complexo proteico USP1/WDRA48.
Adaptado de Garcia-Santisteban et al., 2012
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Em relagdo a quantificacdo dessa expressdo, ndo ha

muitos estudos sobre os marcadores USP1 e WDR48, tampouco
ha muitos estudos que quantificam a expressao e que realizem
uma comparacdo entre 0 neoplasico e o nao-neoplasico. Na
literatura, em relacdo as lesbes malignas, ja foi investigada a
expressdo dessas proteinas apenas em casos de
osteossarcoma (WILLIAMS et al., 2011).

Como relatado por Williams e colaboradores (2011), os
achados revelaram que 0s osteossarcomas expressaram mais
USP1 mRNA do que o tecido 6sseo saudavel. Os resultados do
teste Western blotting apresentaram elevada expressao em 7 de
14 osteossarcomas, esta expresséao foi mais significativa do que

quando comparado com trés amostras de osso saudavel.
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Entretanto, ha alguns estudos que ja investigam essas
proteinas em determinadas lesbes ndo com a finalidade de
identificar a presenga desses importantes marcadores, mas
objetivando testar esse complexo proteico como um potencial
alvo terapéutico. Este é o caso do estudo realizado por Mistry e
colaboradores (2013) com leucemias. Nesse estudo, os autores
descreveram uma pequena molécula (C527), que é capaz de
inibir a atividade do complexo USP1/WDR48. Sozinha a USP1
tem baixo potencial catalitico. A inibicdo farmacolégica do
complexo promove a degradacdo da proteina ID através da
ubiquitinizacdo da mesma; assim, sem o0 impedimento
promovido pela ID, a célula pode diferenciar-se e ndo ha a
proliferag&o de células imaturas.

Quando essas informacdes sao aplicadas aos resultados
aqui descritos, observam-se algumas semelhangas. Também
encontrou-se maior expressao de USP1 e WDR48 em tecido
neoplasico (CEIl) do que no tecido ndo neoplasico (HF). Esse
achado esta de acordo com os resultados explanados por
Williams e colaboradores (2011). Sobretudo, fortifica o estudo de
Mistry e colaboradores (2013), sugerindo que esse complexo
poderia ser um possivel alvo terapéutico no combate ao CEl.
Portanto, a investigacdo da molécula C527 nesses casos seria
de grande valia para a ciéncia.

Ainda com relacdo as diferencas quantitativas entre as
expressdes no tecido neoplasico e ndo neoplasico, observou-se
uma diferenga extremamente significante entre a expressao do

p53 nos casos de HF e CEl, sendo no segundo grupo superior.
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Esse resultado, de certa forma, era esperado, tendo em vista
que a proteina p53 é pouco expressa em células que estdo em
condi¢cdes ndo-neoplasicas. Entretanto, € importante salientar
que mutacBes no gene p53 permitem que células neoplasicas
sobrevivam e proliferem apesar de existir um dano no DNA. O
gene equivalente encontra-se mutado na metade dos canceres
humanos. Essas células tendem a escapar da apoptose, e seu
DNA, mesmo afetado, sofre replicagdo sem pausa para reparo
(ALBERTS et al., 2002).

Com relagdo a obtencdo dos dados clinicos, uma
relevante limitacdo foi encontrada no presente estudo. O
inadequado preenchimento ou a falta de dados nas fichas de
biépsia, bem como nos prontuérios, dificultou a analise de uma
possivel relacdo entre os marcadores e os dados clinicos dos
casos de CEIl. A explicacéo para essa dificuldade se deve ao fato
de que os pacientes recebem o diagnostico de CEI no HU/UFSC
e, quando a cirurgia é necessaria, realizam esse procedimento
neste mesmo local. Porém, quando estes sdo submetidos a
guimioterapia e radioterapia, o encaminhamento para outro
servico se faz necessario, que neste caso é o Centro de
Pesquisas Oncolégicas (CEPON). Nesta troca de servigo €
comum que a evolucdo do paciente seja acompanhada pelo
oncologista e/ou radiologista nas sessdes de radioterapia e/ou
quimioterapia subsequentes, e ndo mais pelo cirurgido de
cabeca e pescog¢o do HU/UFSC. Outro problema com relacdo a

esse acompanhamento é que muitos pacientes desistem ou
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recusam o tratamento. Portanto, a predicdo de qualquer
progndstico nestes casos se torna impossivel.

Quando a literatura é analisada, percebe-se que essa
limitag&o é corriqueira na maioria dos trabalhos que possuem o
intuito de realizar este tipo de comparagdo. Tandon e
colaboradores (2010) fizeram uma revisdo sistematica
associando os dados clinicos de CECP com o marcador p53.
Entretanto, mesmo estabelecendo varios filtros, os resultados
permaneceram inconclusivos, pois estes foram extremamente
heterogéneos. Esta heterogeneidade pode ter ocorrido em
funcdo de alguns fatores, tais como os diferentes métodos de
guantificacdo da expresséo da proteina p53, o reduzido nimero
de estudos presentes na literatura e, sobretudo, a falta de dados
dos pacientes.

Na presente pesquisa, ndo foi encontrada associacédo
entre a expressdo do marcador p53 e os dados clinicos dos
CEls. Este resultado inconclusivo também pode ter sido
influenciado pela falta de dados, como relatado anteriormente.
Entretanto, a superagao dessa limitacao clinica se faz essencial,
pois o estudo in vitro realizado por Hsieh e colaboradores (2001)
relatou que a inativagdo do gene supressor de tumor p53 é um
importante evento patogenético no desenvolvimento do CECP.
Além disso, na auséncia de p53, as células do CECP aumentam
a resisténcia a radiacdo e agentes quimioterapéuticos padréo.
Outro estudo ainda afirma que a p53 pode estar relacionado a

transicéo epitélio-mesénquima das células epiteliais, tornando o
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tumor ainda mais susceptivel ao desenvolvimento de metastase
(CHANG et al., 2011).

Se ndo ha estudos suficientes para garantir uma
correlacdo entre os achados clinicos e a expressdo do p53,
tampouco haverd relatos dessa relacdo com a USP1l e o
WDRA48. Na literatura ainda ha muitas teorias, mas nada
efetivamente comprovado. Entretanto, o estudo realizado por Lin
e colaboradores (2010) identificaram uma super regulacdo de
ID1, proteina que possui relacdo direta com o complexo
USP1WDR48, em espécimes de CECP oriundos de
camundongos. Os autores observaram que curtas interferéncias
no RNA para ID1 reduziram significativamente o volume do
tumor. Portanto, a regulacdo da proteina ID1 pode influenciar a
sobrevida dos pacientes com CECP.

Com relacdo a gradacgéo histologica dos CEls, os trés
marcadores (p53, USP1 e WDRA48) apresentaram, em sua
maioria, maior média de expressédo em lesdes moderadamente
diferenciadas. Os CEls bem diferenciados apresentaram as
menores médias, mas, estatisticamente, constatou-se diferenca
apenas na expressao de USP1, sendo esta inferior. Um fator que
possivelmente contribuiu para a auséncia de significancia
estatistica foi o tamanho amostral. Quando estuda-se material
biolégico humano, o seu uso deve ser extremamente racional.
Em trabalhos futuros, a inclusdo de casos adicionais pode
determinar uma importante correlacdo entre os marcadores e o

padrao histopatolégico.
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Quando a literatura é revisada, o leitor também se
depara com a escassez de estudos que fazem algum tipo de
relacdo entre estes marcadores e o padrdo de gradagdo
histopatologica dos CEls. Com relagdo as proteinas USP1 e
WDRA48, ndo existem trabalhos que estudem essa relevante
vertente. Inclusive, quando a abundante literatura sobre a
proteina p53 € revisada, observa-se escassez sobre esse
assunto. Entretanto, o trabalho de Tang, Xu e Zhou (2010)
relacionou a mutacdo do gene TP53 com a pontuacdo oriunda
da gradacgédo histopatolégica (Bryne et al., 1989) na regido de
invasdo de CEls. Curiosamente, quanto mais pobremente
diferenciado o CEI, mais mutacéo do gene TP53 foi observado.
Portanto, estas lesdes possuem menos queratinizagdo, mais
pleomorfismo nuclear, dissociacdo celular e menos infiltrado
inflamatério.

Partindo dessas consideracdes, observou-se que ainda
€ preciso desenvolver inidmeras pesquisas para elucidar a
complexa sinalizacdo que acontece entre as proteinas
estudadas nesta pesquisa durante o desenvolvimento do
cancer. Esse arduo caminho pode levar ao descobrimento de
mecanismos ainda ocultos que favorecem a progressao dessa
doenca. Portanto, a investigacao dessas proteinas pode reverter

em um significante valor diagndstico e prognostico no futuro.
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9. CONCLUSOES

v A localizacdo da expressdo da proteina p53 é nuclear
enquanto que a do complexo proteico USP1/WDR48 é
nuclear e citoplasmatica.

v' A expressao dos trés marcadores é aumentada em tecido
neoplasico (CEI) do que no tecido ndo neoplasico (HF).

v" Em ambos as lesdes, neoplasica (CEl) e ndo neoplasica
(HF), a maior marcacao nuclear foi do p53, a maior marcagao
citoplasmética foi do WDRA48, e a maior marcacgao nuclear e
citoplasmatica foi da USP1.

v Nado foi possivel encontrar nenhuma associacdo da
expressao destas proteinas com o estadiamento clinico.

v' Embora sem comprovacéao estatistica, entre os casos de CEl,
os bem diferenciados apresentam menor expressdo dos
marcadores p53, USP1 e WDRA48.

v' Estudos complementares sobre esses marcadores sao
essenciais para a compreensao dos mesmos, pois a literatura

ainda é escassa.
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APENDICE A- Informacgdes complementares sobre as caracteristicas clinicas e histopatoldgicas

dos casos de CEl

IDADE GENERO ETNIA TAB. ETIL. LOCALIZ. TNM QuimMmio RADIO CIRURGIA RECOR METAS. (Z‘;?,’? .
55 M L sim | Nio Lingua - N3o N3o Sim N3o Sim Mod.

pulmao Dif.

68 M L N&o Néo Assoalho -- - - - -- - BDei::n
53 M M Sim Sim Rebordo - -- -- - -- - Nllj?fd'
R . Assoalho Pobr.

68 M L Sim | Sim de boca - - - - - - Dif.
. ) Assoalho Mod.

46 M L Sim | Sim de boca - - - - . - Oif.
80 M L Sim | Sim Trigono - - - - - - Mod.

retromolar Dif.

55 M - sim | sim | A%°3o 1 rNimo N3o Sim Sim N3o N3o Pobr.

de boca Glossectomia dif.

Trigono o o Bem

41 M L Sim Sim g TANIMO Sim Sim Mandibulecto | orofari Nao ;
retromolar . Dif.
mia nge
. - Trigono . Bem
89 M L Sim Nao Sem prontuario .
retromolar Dif.
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Sim ~
10 54 Sim Sim Rebordo T2MONO. Nido Nido Glossomandi Nio Ndo M(?d.
alveolar 2 . Dif
bulectomia
Sim
11 54 Sim Sim Rebordo T2 MO Nao Nao Glossomandi Nao Ndo Be.m
alveolar NO.2 . Dif.
bulectomia
12 59 Ndo | NEo | Ao nomo | NEo Sim Sim Nzo sim Mod.
de boca Glossectomia pulmdo Dif.
. . Mucosa ‘. Mod.
13 57 Sim Sim . Sem prontuario .
jugal Dif.
. - Regido Mod.
14 62 Sim Nao sublingual - - - - - - Dif.
. . Assoalho Bem
15 58 Sim | Sim de boca - - - - - - Oif.
16 62 sim | sim | Bordede | ranomo Sim Sim | Nio (recusou) - - Mod.
lingua Dif.
Sim Mod
17 64 Sim Nao Palato mole -- Ndo Sim Mandibulecto Sim Ndo Dif ’
mia )
Bordo de Sim Mod
18 69 Nido Néo , T3NOMO - - Mandibulecto Nido N3o o
lingua . Dif
mia
19 69 sim | sim | Ao oMo N&o Sim Sim N3o N3o Pobr.
de boca Glossectomia Dif.
20 56 Sim Sim Trigono Sem prontudrio M(.)d'
retromolar Dif.
Sim .
21 34 sim | sim | Bordede | om0 N3o sim | Glossectomia | oM N3o Mod.
lingua parcial (lingua) Dif.
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2 61 sim | sim | Bordode | r3vomo Sim Sim N3o N3o Nzo Pobr.
Lingua Dif.
Sim Sim
23 47 sim | Ndo | MU ranomo N3o Sim Ressecgio dorso N3o Mod.
jugal i de Dif.
mucosa jugal .
lingua
Sim (duas)

10
59 ) ) Rebordo - ) Mandibulecto Sim - Mod.
24 OBITO Sim Sim alveolar TaNo Nao Sim mia (duas) Nao Dif.

20

Glossectomia

Sim
66 . - Regido o . . . o Bem.
25 OBITO Sim Nao sublingual T2N2 Nao Sim Pelwglqssecto Sim Ndo Dif.

mia
. ) Rebordo Mod.
26 >2 Sim Sim Alveolar B B B B B B Dif.
Sim Mod
27 71 Sim Sim Palato mole | TINOMO Nao Nao Bucofaringect Ndo Ndo Dif ’
omia )
28 76 N3o Nao qudo de Sem prontuario Bgm
lingua Dif.

Sim
29 51 Sim Sim Assoalho TINOMO N&o Sim Pelviglossecto Ndo Nao M(.)d'
de boca : Dif.

mia
30 58 sim | Nao | Mucosa T3NO Sim Sim N3o - - Mod.
jugal Dif.
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APENDICE B- Informacgdes complementares sobre as caracteristicas clinicas e histopatoldgicas

dos casos de HF

IDADE GENERO ETNIA TAB. ETIL. LOCALIZAC/iO Ne IDADE GENERO ETNIA TAB. ETIL. LOCALIZA(.'/TO.
16 M L Nio | Nao | Bordalateralde |, ) 45 M F Ndo | Nao Lingua
lingua
49 F L Nao Nao Mucosa jugal 22 73 F -- Nao Nao Mucosa jugal
64 M L Nio | Ndo | Assoalhobucal | 23 | 61 M L sim | Nio Rem’lg;'i‘;'lssura
51 F L Sim Ndo Palato 24 52 M -- Sim Ndo Mucosa jugal
Retrocomissura Labio inferior e
50 M L Nao Nao labial 25 49 M -- Sim Sim rebordo
alveolar
63 F L Néo N&o Mucosa labial 26 42 F L Nao Nao Mucosa jugal
36 F L Nio | Nio Re”ﬂ;‘;?;:“““ 27 | 62 F L Nio | Nio | Apice delingua
57 F L Nio | NEo | Mucosalabial oo og F L Nio | Nao Comissura
inferior Labial
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9 45 Nao Nao Palato duro 29 67 Nao Nao Labio inferior
10 56 Sim Nao Palato duro 30 61 Nao Nao Mucosa labial i
11 50 Nao Nao Mucosa jugal 31 53 Nao Nao Mucosa jugal
Mucosa labial Comissura
12 33 Nao Nao inferior 32 70 Ndo Ndo .
labial
13 57 Néo N&o Mucosa labial 33 53 Néo Ndo .Geng.wa
inserida
14 -- Nao N3o Mucosa jugal 34 72 N3o N3o Apice de lingua
15 | 44 Njo | Nio | Mucosajugal | 35 62 Njo | Nao C°|'::;:”a
16 4 Nao N3o Mucosa Labial 36 50 N3o N3o Mucosa jugal.
17 52 Néo N&o Mucosa labial 37 16 Nao Nao Labio inferior
18 32 Nio | Nio Func{lo de 38 57 Ndo | Nao | Apice delingua
vestibulo
B
19 52 Nao Ndo Dorso de lingua 39 69 Ndo Ndo ordol lateral de
lingua
20 58 Nao Ndo Palato duro 40 62 Ndo Ndo Mucosa jugal
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(25 resultados serdo expressos como meadla da porcentagem de células coradas : o5 desvios padrio da
méadia (DPM). Os dados clinicos e hisiologicos 5er30 anallsados abrawes de analse desxitiva ulllzando-62 0
sOftware Saceeg:

Corfmuncie da Pasmcar 9 048429

Ciojetive da Peequlsa:

(Geral Verficar 3 expressio Imunc-histoquimicate probeinas reladonadas 3 dferencdagio calllar &m Cas0s
g2 carcnoma epidemaide de Doca.

Especiicos:

« Analisar o padrio ge expresso da enzima desunlquitinadoral (USP1) em earsinoma epldemolde de
boca.

= Avallar o padrio de expressdo de fator assodado 3 USP1 (WDR48) em lesles de carcinoma
epidermaldeds boca.

= Ayallar 3 expressio da proteing reladonada 30 cido celular p53.

= Avallar 3 presena de células-Tronco neoplasicas nas leshes estudadas por mek e marcador de caulas-
tronco neoplasicas eonsllals WDRAS).

» COmparar 3 presenca de céulas-ironco com o padrdo e locallrzagdo das profeinas anallsatdas nos Casos oe
caminDma epldermoide estudasices.

Avallagao dos Riscos & Bensficlos:
(0= riscos elow desconforios 530 aqueles associados 3o0s procedimentos de redlizacio da bidpsla, que ndo
tam qualguer relagdo com 3 presente pesquisa, visto que o matkenal contendo a lesdo [ fol previaments
coieiado para 3 reallzacio de andlse hisiopanoiogica para definipio do dagnisico final e, assim, proceder
@30 comein fratamento. Alnda, ndo havera necessidade de procedimentos adicionals junto 30 paciems.

2 beneficio 52ra @ contribulpSo para 3 aquisigdo de conhegimenios demifcos da comunidads acadsmica,
visando o deservoivimento de novos memdos diagnostices e teraptas para apicagio fulura.

Enderego:  Frua Esteves Jursoi, 300, Ascar Tae: - Biioiecn

Baiste:  Cantro CEF: &8 015130
(L2 Municsipla: FLORANOPOLIS
Telefone: (4 13880 Fax: |8ECH2- 1680 E-mail:  copsesfa e s g by
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SECRETARIA DE ESTADO DA

SAUDE DE SANTA W
CATARINAISES

Comentarios & Conslderagdes sobre a Pesquisac
A DESLES3 52 DOUPE OE UM 5200 problema de s30ce publica 30 redor do munda & no Brasl]. Anresenta uma
revisdo de Iteratura adequada @ mEtodo Dem delineada; OF 3sPecios eIcns est0 comemplados; exlsie 3
anuencia da Instiulcio proponente para a ulllizagdo dos promtuanos; o Exio apresenta referénca a0 balm
risco da pesquisa e esta justifcaco a o utlizagso do TCLE.

Conslderagias S00re 08 Termmos de apreseniagso obrigatoriac

Os temos de apresaniacio obrigatoria estio de acando com 35 exgancas do CEPSESSC.

Confinungie d Pamcar 1 D4E.421

RECOMBNER;EaE:
&5 recomendagies do panecer consubstanciada amenor foram atendidas.

Conclusdes ou Pendédnclas & Lista de Inadequagies:

& pesquisa trata de um problema de salde pobica que demanda grandes Investimentos em pesquisa,
tratamento & reabdlitagdo. Esta adequada quanto a0 metodio & aspectos Slicos.

Shuagao do Parscar:
Agovado

Mecessita Apreclacio da COMEP:
Mao

Conshderagtes Finals a crifsrio do CEP:
Protocoio ol aprovado pelo colegiado. pots as recomendagfes do reiaton foram atendidas.

FLORIANCPOLLS, DS de Malko de 2045

Azsinade por:
ELIAME MARIA STUART GARCEZ
| Coormenaor)
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Balre: Cantro CEF: snpisi%0
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