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1. INTRODUCAO

O Carcinoma de Células Escamosas (CEC) é a neoplasia maligna mais
comum da cavidade oral. Devido ao seu comportamento agressivo e invasivo sua
taxa de sobrevida € de em torno de cinco anos (NEVILLE; DAY, 2009). As doencas
orais potencialmente malignas sao alteragfes teciduais que podem assumir o
carater de um tumor maligno a qualquer momento e sua deteccdo e controle
precoces sdo essenciais para evitar a progressao para o Carcinoma de Células
Escamosas (NEVILLE; DAY, 2009).

O sequenciamento do genoma do CEC proporcionou uma maior compreensao
da complexidade genética e da biologia evolutiva das células tumorais e seu
desenvolvimento. Os genes mutados mais comumente associados ao Carcinoma
de Células Escamosas sdo: CASP8, FAT1, NOTCH1, TP53, MLL4 e USP9X
(CANCER GENOME ATLAS NETWORK). Sua identificagdo e associagdo com a
sobrevida e habitos em pacientes com CEC abre a possibilidade de redirecionar as
terapias antitumorais (INDIA PROJECT TEAM OF THE INTERNATIONAL
CANCER GENOME CONSORTIUM, 2013).

Dentre as proteinas codificadas por estes genes com mutacdes no CEC,
merece especial atencdo a identificacdo de FAT1, que devido a sua natureza
secretoria (LI et al., 2016), poderia ser analisada em diferentes fluidos corporais
como biomarcador de diferentes doengas. FAT1 tem atua como gene supressor de
tumores e quando é inativo ou mutado, poderia permitir o desenvolvimento de
varios tipos de cancer (LIN et al., 2004) (ISHIDA et al., 2007; HADDAD; SHIN,
2008). Tem sido estabelecido que mutacdes em FAT1, especialmente delegdes,
sdo um evento determinante no desenvolvimento e progresséo do CEC (HU et al.,
2017).

A partir dos dados apresentados, o objetivo do presente estudo é identificar,
determinar e caracterizar os niveis de FAT1 em biopsias de individuos com
displasia de baixo e alto grau e CEC, no intuito de propiciar a detec¢éo precoce de
CEC e permitir tratamentos na fase inicial dessa doenca. Estes poderiam dificultar
oOuU mesmo cessar as mutacdes agressivas dessa patologia, com melhor
prognaostico nestes casos.

2. METODOLOGIA

O projeto de pesquisa, feito em conformidade com as recomendagfes da
Declaracdo de Helsinke, foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da UFPel (n°® 2.262.681). Foram selecionados dos
arquivos do CDDB da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de
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Pelotas (UFPel), 78 blocos de parafina, dentro dos quais, 21 foram de displasias
de alto risco, 15 de baixo risco e, 37 de CEC intrabucal e 5 de proliferacdes epiteliais
benignas benignas - papilomas (amostras controles). Os diagnosticos desses
laudos correspondentes aos blocos selecionados foram conferidos pela equipe de
patologia oral da UFPel para sua correta classificacdo. Nos casos de CEC, os
resultados foram associados com os habitos de alcool e tabaco de acordo com a
informacao coletadas das fichas de biopsia desses pacientes.

Os tecidos foram submetidos a técnica de imunoistoquimica, com o uso do
anticorpo para FAT1, segundo o protocolo estabelecido pelo fabricante
(HPA023882; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As etapas de bloqueio da
peroxidase endogena, bloqueio de proteina e deteccdo foram realizadas com
solugdes prontas para uso fornecidas no kit (Spring BioScience, Pleasanton, CA,
EUA).

A reacéo foi revelada com 3,3’ diaminobenzidina (DAB) (Spring Bioscience
Corporation, CA, EUA) e foi contra-corada com hematoxilina de Harris. Segundo a
porcentagem de positividade, as amostras foram classificadas em 4 grupos:
primeiro grupo (escore 0) € aquele sem marcacdo, o segundo (escore 1), com
positividade entre 1 e 25%, o terceiro (escore 2), com positividade entre 25 e 50%
e 0 quarto grupo (escore 3), com positividade celular maior do que 50%. A
guantificacdo de FAT1 foi avaliada por analise em microscépico de luz, com
magnitude de 400x, segundo protocolo estabelecido por Caldeira (CALDEIRA et al,
2015).

Para a realizagdo da andlise estatistica, foi utilizado o teste de Man-Whitney,
o teste Spearman e um modelo de regressao logistica ordinal. Foi aceito um nivel
de significancia de 95% e utilizando o software Stata 11.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas amostras de 78 pacientes, sendo 5 somente de grupo
controle, com o intuito de avaliar e comparar 0s niveis de expressao
imunoistoquimica de Atypical Cadherin 1 (FAT 1) tecidual em espécimes com
diagnéstico de displasias de alto e baixo risco e carcinoma espinocelular intrabucal
e avaliar seu possivel potencial como biomarcador da progressdo da doenca. A
importancia de atingir este objetivo seria diminuir a parcela de subjetividade que
ainda existe no diagnostico de displasia, mas fundamentalmente, para detectar
lesBes em estagios histologicos pré-malignos com métodos ndo invasivos e faceis
de avaliar e melhorar o progndéstico dos afetados.

A respeito da caracterizacdo epidemiolégica das lesbes analisadas neste
estudo, a raca branca foi a mais afetada em todos os diagnédsticos avaliados,
fendmeno que também tem sido relatado previamente em outro estudo semelhante
(RIBEIRO, 2015). Porém, alguns estudos indicam uma maior frequéncia de
ocorréncia de CEC em homens de raga negra (ANDRADE; SANTOS; OLIVEIRA,
2015). Quanto a sexo, os diagnoésticos foram mais frequentes em homens (58.3%)
(em CEC mais do que 70% eram homens), exceto nas displasias de alto risco, onde
a distribuicdo, embora levemente maior em mulheres, mostrou uma semelhanca
entre 0S sSexos.

Com relacado as idades dos pacientes, observou-se que a média (56.60 anos
(x 18.29)) foi semelhante a descrita em outro estudo semelhantes (AITKEN-
SAAVEDRA et al., 2017) e néo foi observada uma relacdo entre a expressao
imunoistoquimica de FAT1 com a faixa etaria e sexo dos individuos afetados nem
com a localizagdo intraoral das lesdes estudadas.
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Ha uma evidéncia imunoquimica recente indicando aumento da coloragéo da
proteina FAT1 em comparacdo com tecidos normais (KUO, et al. 2019). No
presente estudo, conforme demostrado na Figura 1A e 1B, observou-se forte e
crescente tendéncia da expressdo do FAT1l pelas andlises quantitativas e
semiquantitativas, quando comparados os tecidos saudaveis com os casos CEC e
displasia pelo método imunoistoquimico. Tecidos saudaveis mostraram menor
coloracdo imunohistoquimica de FAT1 quando comparados a displasias de alto
risco e CEC. Quando comparados displasia com CEC, este ultimo apresentou uma
maior marcagao nas amostras, o que pode ser reflexo de que esta imunomarcacao
poderia estar mais relacionada com a agressividade do cancer do que com a
progressao desde estagios mais iniciais ou pré-malignos (KWAEPILA, 2006). Além
disso, metade das amostras de CEC foram positivas para FAT1 (em comparacao
com 10% em tecidos saudaveis). Esses resultados reforcam as evidéncias que
indicam que o percentual de mutacdo FAT1 no CEC (mesmo com frequéncias
variando de 7% a 80%), € estimado proximo a 50% (KUO, et al. 2019).

Figuras 1A e 1B: Andlise semiquantitativa e determinagdo computadorizada
da coloracédo da FAT1
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Um estudo realizado por Madan (2016) avaliou o possivel papel do FAT1 no
controle da hipoxia no meio onde o tumor € desenvolvido. O controle deste
ambiente poderia ser fundamental para melhorar as condi¢des locais e evitar a
progressao e agressividade local tumoral (MADAN, 2016).

4. CONCLUSOES

A FAT1, que é uns dos quatro genes mais associados com a patogenia e
progressao de cancer bucal, oferece potencialidade como marcador biolégico do
CEC bucal. No presente estudo, observou-se que mais da metade dos casos de
CEC tinha acima de 50% das células neoplasicas imunopositivas para FATL,
embora quando comparado com as lesGes potencialmente malignas néo foi
observada uma relacdo que possa indica-lo como marcador de progresséo desde
estagios mais iniciais Pelo fato de ser um gene que codifica uma proteina de
secrecdo, com potencialidade para ser identificada no sangue e na saliva, estudos
futuros sdo necessarios para que possa ser feita a sua identificacdo em individuos
com cancer e lesdes potencialmente malignas.
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