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APRESENTACAO

A colecdo “A Estruturacdao e Reconhecimento das Ciéncias Bioldgicas na
Contemporaneidade” da Atena Editora € uma obra composta de dois volumes e refere-
se a uma série de investigagdes e contribuicbes nas areas das Ciéncias Biologicas e que
se fundamentam na discusséo cientifica e em trabalhos categorizados e interdisciplinares
desenvolvidos por autores de varios segmentos, potencializando discussdes e abordagens
contemporaneas em temas variados das Ciéncias Biologicas. Assim, a colegéo é para todos
os profissionais pertencentes as Ciéncias Biolégicas e suas areas afins, especialmente
aqueles com atuacdo no ambiente académico e/ou profissional. Cada volume foi organizado
de modo a permitir que sua leitura seja conduzida de forma simples e com destaque por
area da Biologia, onde os capitulos podem ser lidos na ordem que vocé desejar e de acordo
com sua necessidade.

O Volume | — “Meio Ambiente e Biodiversidade”, através dos seus 16 capitulos
aborda a heterogeneidade e aplicagéo de conceitos nas areas de meio ambiente, ecologia,
sustentabilidade, botanica, micologia e zoologia, como levantamentos/inventarios e
discussoes sobre a importancia da biodiversidade e do conhecimento popular sobre as
espécies. As tematicas exploradas neste volume sdo de grande relevancia, pois apesar
da preocupacéo com a biodiversidade e com o estado do meio ambiente nédo ser recente,
sabe-se que foi nas Gltimas décadas do século XX que essa teméatica entrou definitivamente
no discurso dos cidadaos, na sociedade civil, na agenda dos governos, na imprensa e
ganhou as ruas. No entanto, se observa que essa preocupacéo ainda néao se transformou
efetivamente em praticas educativas, administrativas e operacionais efetivas, o que coloca
em risco todos os seres vivos e recursos naturais. Desta forma, o volume | procura auxiliar
a realizagdo de trabalhos nestas areas e no entendimento e desenvolvimento de praticas
que podem ser adotadas no &mbito da educacédo, em espacgos formais e ndo formais de
ensino, para o meio ambiente e manutencgéo da biodiversidade de forma de compreender,
refletir, responder e/ou minimizar os graves problemas ambientais.

O Volume Il — “Saude e Biotecnologia”, rene 18 capitulos que apresenta de
forma categorizada discussdes e estudos desenvolvidos em diversas instituicbes de
ensino e pesquisa do pais, que apresentam resultados bem fundamentados de trabalhos
de experimentos laboratoriais, de campo e de revisado de literatura realizados por diversos
professores, pesquisadores, graduandos, e pos-graduandos, cujas pesquisas seréo
apresentadas de maneira objetiva e didatica. A producéo cientifica no campo da Saude e
da Biotecnologia € ampla, complexa e interdisciplinar. Portanto, os capitulos que compdem
este volume refletem essa diversidade de olhares.

Assim, o resultado dessa experiéncia, que se traduz nos dois volumes organizados,
objetiva apresentar ao leitor a complexidade e a diversidade de questdes e dimensdes
inerentes as areas de Meio Ambiente, Biodiversidade, Saude e Biotecnologia, como pilares



estruturantes das Ciéncias Biolégicas na contemporaneidade. Por fim, esperamos que
a leitura aqui proposta possa disseminar e apoiar a constru¢do novos estudos, saberes
e praticas pautadas no reconhecimento da importancia dos seres vivos e dos recursos
naturais, com uma visédo multidimensional para a saude planetéria e para o enriquecimento

de novas atitudes e praticas multiprofissionais nas Ciéncias Biologicas.

Boa leitura!

Clécio Danilo Dias da Silva
Daniele Bezerra dos Santos
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RESUMO: Introdugéao: O cancer oral possui um
potencial rapido e ilimitado para o crescimento
e pode apresentar regides hipoxicas. O fator
induzivel por hipoxia (HIF) é uma das proteinas
envolvidas na regulacdo da hipéxia e um
importante marcador prognéstico no cancer
oral. Objetivo: Analisar a expresséo da proteina
HIF-1a e relacionar o perfil de expresséo
com as caracteristicas clinicopatolégicas de
pacientes com cancer oral. Métodos: Para isto,
foram obtidas, juntamente com as informacbes
clinicopatolégicas, 37 amostras de carcinoma
de células escamosas da cavidade oral. Das
amostras foram preparadas laminas histologicas
para a coloracdo por AgNOR e para imuno-
histoquimica com o anticorpo anti-HIF-1a. Os
dados de contagem de regibes organizadoras
de nucléolo e do padréo de expressao de HIF-
1a, foram relacionados com as caracteristicas
clinicopatolégicas. Resultados: Foi observada
uma associacao do estadiamento clinico e do
grau de diferenciacdo com a positividade de
expressao da proteina HIF-1a, onde os maiores
scores eram de pacientes com estadiamento
avangado. Foi possivel observar ainda a
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interrelacdo da expresséo de HIF-1a citoplasmatica e nuclear. Concluséo: A proteina HIF-
1a é um potencial marcador prognéstico que pode proporcionar um maior entendimento das
respostas celulares e sistémica a hipoxia.

PALAVRAS - CHAVE: Cancer oral, HIF-1a, hipdxia, regides organizadoras de nucléolos,
marcador prognostico.

EXPRESSION OF THE HIF-1a PROTEIN IN ORAL SQUAMOUS CELL
CARCINOMA

ABSTRACT: Background: Oral cancer has a fast and unlimited potential for growth and can
present hypoxic regions. The hypoxia-nducible factor (HIF) is one of the proteins involved in
the regulation of hypoxia and an important prognostic marker in oral cancer. Aim: To analyze
the expression of the HIF-1a protein and to relate the expression profile with the clinical
and pathological characteristics of patients with oral cancer. Methods: For this, 37 samples
of squamous cell carcinoma of the oral cavity were obtained, together with the clinical and
pathological information. Histological slides were prepared from the samples for staining
by AgNOR and for immunohistochemistry with anti-HIF-1a antibody. The counting data of
nucleolus organizing regions and the pattern of expression of HIF-1a, were related to the
clinical and pathological characteristics. Results: An association between clinical staging and
degree of differentiation with positive expression of the HIF-1a protein was observed, where
the highest scores were for patients with advanced staging. It was also possible to observe
the interrelation of cytoplasmic and nuclear HIF-1a expression. Conclusion: The HIF-1a
protein is a potential prognostic marker that can provide a better understanding of the cellular
and systemic responses to hypoxia.

KEYWORDS: Oral cancer, HIF-1a, hypoxia, nucleolus organizing regions, prognostic marker.

11 INTRODUGAO

Os tumores malignos de cabeca e pescoco afetam principalmente homens, entre
a quinta e oitava década de vida, sendo mais comum os que acometem a cavidade oral
(INCA, 2019). Dentre os tipos histolégicos que ocorrem na cavidade oral, o carcinoma de
células escamosas séo responsaveis por 90% dos casos (SILVEIRA et al., 2012). E o atraso
no diagnostico da leséo leva a limitacdo da resposta ao tratamento, um pior prognéstico e
diminui¢éo da sobrevida (LYDIAAT, 2002).

O carcinoma de células escamosas € uma neoplasia maligna que se origina no
epitélio de revestimento (BRENER et al., 2007), possuindo um potencial para crescimento
rapido e ilimitado, logo, areas de tecido hipoxico s@o comuns nesses tumores malignos,
favorecendo a progressao do cancer e resisténcia a terapia. A hipoxia &€ um fator importante
para a progressao tumoral, e os Fatores Induziveis por Hipdxia (HIFs) e seus genes alvos,
sdo as principais proteinas envolvidas na regulagéo da hipdxia (DE LIMA, 2014).

O HIF1 é uma proteina nuclear e um heterodimero, que é composto pelas
subunidades HIF1a e HIF1B (WANG et al., 1995) e a subunidade alfa € um importante
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marcador para o entendimento das respostas celulares e sistémicas a hipoxia (CHINTALA
et al., 2012). A atividade proliferativa pode estar diretamente relacionada ao aporte de
oxigénio e nutrientes, assim a baixa tenséo de oxigénio altera a homeostase celular, levando
a ativacdo da proteina HIF-1a, cuja expresséo é altamente regulada pela concentragéo de
oxigénio (SEMENZA, 2003). Em tumores sélidos, como o carcinoma de células escamosas,
a expressao de HIF-1a pode contribuir para a malignidade e comportamento agressivo
(SANTOS et al., 2012).

Dessa forma, sabendo da importancia da proteina HIF-1a na progresséo tumoral,
este estudo teve como objetivo analisar a expressao desta proteina e relacionar com as
caracteristicas clinicopatologicas de carcinoma de células escamosas da cavidade oral.

21 METODOLOGIA

2.1 Casuistica e amostras

Para este estudo, foram selecionadas 37 amostras de tecido tumoral, em blocos de
parafina, de pacientes com carcinoma de células escamosas de cavidade oral, tratados
no Instituto do Céncer Arnaldo Vieira de Carvalho, Sdo Paulo, Brasil. Além disso, foram
coletadas as informacgdes clinicopatologicas. Dos blocos de parafina com as amostras
foram realizados de cortes histologicos de trés y de espessura e depositados laminas
histologicas.

2.2 Analise das Regi6es Organizadoras de Nucléolos
As laminas foram coradas com AGNOR (PLOTON et al., 1986). A anélise das RONs

foi realizada pela contagem de 100 células neoplasicas utilizando microscépio 6ptico com
aumento de 100x sob imerséo. No final na contagem, determinado a média de RONSs.

2.3 Reacao para imunomarcacao da proteina HIF-1a

Para a recuperacdo antigénica foi utilizado solugdo de acido citrico pH 6,0 em
forno micro-ondas. O bloqueio da peroxidase endégena foi realizado com a incubagéo em
metanol e peroxido de hidrogénio (1:1) e o bloqueio de proteinas pela imersdo das laminas
em solugéo de 3% de Leite Molico® em TRIS pH 7,4. O anticorpo primario anti-HIF-1a
(1:200) foi aplicado e incubado em camara Umida na geladeira overnight. A amplificagdo da
reacao foi realizada pela incubagéo anticorpo secundario por 30 minutos. Posteriormente,
os cortes foram incubados com o cromdgeno DAB (1:50) e depois lavadas com agua
destilada. Por fim, contra-coradas com hematoxilina.

As laminas foram analisadas e classificadas segundo o percentual de células
coradas em: 0 (= 10%), 1 (11-30%); 2 (31-50%), 3 (51-75%) e 4 (> 75%); e pela intensidade
de coloragdo em: 0 (negativa), 1 (fraca), 2 (moderada) e 3 (forte). As pontuagdes foram

multiplicadas e com base no score final, cada amostra foi categorizada como expresséo
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negativa (0), positiva fraca (1 < 6) ou positiva forte (> 6), seguindo a metodologia adaptada
de Li et al. (2015).

2.4 Estatistica e aspectos éticos

Foram utilizados os teste Qui-quadrado e de Mann-Whitney para os testes
de associacdo, com nivel de confianca de 95% e foram realizados no programa
IBM SPSS Statistics 20. O estudo foi registrado e aprovado com os numeros CAAE:
49091515.9.0000.5060 e CAAE: 49091515.9.3002.5471.

31 RESULTADOS

Ao realizarmos a analise do padrdo de expressado citoplasmatica de HIF-1a
e relacionarmos com as caracteristicas clinicopatolégicas e com o status da contagem
de RONs, podemos observar uma associacdo da positividade de expressdo com o
estadiamento clinico e com o grau de diferenciagéo (p = 0.010; p = 0.050, respectivamente;
Tabela 1). Nao foi possivel observar relacdo das demais caracteristicas assim como do
status RON com o padréo de expressao citoplasmatica de HIF-1a.
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Figura 1. Fotomicrografia da expressao de HIF-1a no tumor com imunomarcacao forte (A).
Andlise da expressdo de HIF-1a de acordo com o estadiamento clinico dos pacientes com
cancer oral.

Em relacéo ao padréo de expresséao nuclear de HIF-1a, também foi possivel observar
uma associagao do estadiamento clinico e do grau de diferencia¢édo (p = 0.005; p = 0.019,
respectivamente; Tabela 2). Observou-se ainda, que tanto para HIF-1a citoplasmatica ou
nuclear os maiores valores de score estavam entre os pacientes com estadiamento clinico
avancado (p = 0.001; Figura 1).

Quando comparamos os scores de expressdo citoplasmatica de HIF-1a com a
intensidade de expressdo nuclear, observamos uma associagdo (p = 0.000), assim como
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o inverso, do score de expressdo nuclear pela intensidade citoplasmatica (p = 0.002),
ou seja, os padrbes de expressao citoplasmatica e nuclear de HIF-1a séo estreitamente
ligados (Figura 2).
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Figura 2. Analise da expresséo de citoplasmatica de HIF-1a de acordo com a intensidade de
expressao nuclear de HIF-1a (A) e da expressao nuclear de acordo com a intensidade de
expressao citoplasmatica (B).

Positividade Intensidade
Caracteristicas Negativo Positivo p Fraco Forte P
No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
Tamanho do tumor’
pT1, pT2 3 500 9 29,0 0367 3 200 6 375 0433
pT3, pT4 3 50,0 22 71,0 12 80,0 10 625
Linfonodos'
Negativo 4 66,7 24 77,4 0,620 11 73,3 13 81,2 0,685
Positivo 2 333 7 226 4 267 3 188
Estadiamento Clinico
Inicial 3 500 1 32 o010 1 67 0 0 0,484
Avangado 3 50,0 30 968 14 93,3 16 100,0
Grau de diferenciacao
Bem 2 333 6 200 0050 2 133 4 267 0,651
Moderadamente 3 500 24 80,0 13 86,7 11 733
Pouco 1 167 0 0 0 0 0 0
Infiltragao Vascular
Nao 4 66,7 25 86,2 0,268 12 857 13 86,7 1,000
Sim 2 333 4 138 2 143 2 133
Infiltragao Perineural
Nao 3 500 20 69,0 0,391 8 571 12 800 0245
Sim 3 500 9 31,0 6 429 3 200
RON?
1 4 66,7 24 774 0620 11 733 13 812 0685
2 2 333 7 2286 4 267 3 188

' Classificagao TNM 7* Edigao; ? Regides Organizadoras de Nucléolos: 1, contagem média < 1,5
e 2, contagem media > 1,5.

Tabela 1. Analise da expressao citoplasmatica de HIF-1a em carcinoma de células escamosas
da cavidade oral.
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Positividade Intensidade

Caracteristicas Negativo Positivo P Fraco Forte 2]
No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
Tamanho do tumor’
pT1, pT2 3 60,0 9 281 0,304 3 333 6 26,1 0685
pT3, pT4 2 400 23 M9 6 667 17 739
Linfonodos'
Negativo 3 60,0 25 781 0,577 7 778 18 783 1,000
Positivo 2 400 7 219 2 222 5 217
Estadiamento Clinico
Inicial 3 600 1 31 0005 i 111 0 0 0281
Avanc¢ado 2 400 31 969 8 889 23 1000
Grau de diferenciacao
Bem 2 400 6 194 0,019 1 11 5 22,7 0642
Moderadamente 2 400 25 806 8 889 17 773
Pouco 1 200 O 0 0 0 0 0
Infiltragao Vascular
Nao 3 600 26 86,7 0,195 0 0 4 19,0 0287
Sim 2 400 4 133 9 100,0 17 81,0
Infiltracao Perineural
Néao 2 40,0 21 700 0,313 7 875 14 636 0374
Sim 3 600 9 300 1 125 8 364
RON?
1 3 600 25 781 0,577 7 778 18 78,3 1,000
2 2 400 7 219 2 222 5 217

' Classificacao TNM 7° Edigéo; * Regides Organizadoras de Nucléolos: 1, contagem média < 1,5
e 2, contagem média > 1,5.

Tabela 2. Analise da expresséao nuclear de HIF-1a em carcinoma de células escamosas da
cavidade oral.

41 DISCUSSAO

Pesquisadores do mundo todo estudam incansavelmente formas de ajudar pacientes
com cancer a terem um diagndstico mais preciso, tratamentos mais eficazes e uma
qualidade de vida melhor durante o tratamento, para isso buscam marcadores tumorais
que possam proporcionar um prognoéstico mais assertivo para cada tipo de neoplasia. Em
cancer oral, um dos marcadores estudados é a proteina HIF-1a.

Em nosso estudo, encontramos uma associacdo da positividade da expresséo
citoplasmatica de HIF-1a com o estadiamento clinico e o grau de diferenciag@o tumoral.
Segundo Burrows et al. (2010), uma intensa expressao de HIF-1a, principalmente nas
lesbes desdiferenciadas, estaria relacionada com uma pior taxa de sobrevida. Sabe-se
ainda, que a expressado de HIF-1a pode estar associada ao estagio T, envolvimento de
linfonodos, diferenciacao histologica e densidade de microvasos (ZHU et al., 2010).

Outro fato conhecido, é que a imunoexpressao nuclear de HIF-1a seria mais
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fortemente evidenciada nas neoplasias orais e que a imunomarcacédo dessa proteina teve
uma relagéo significativa de acordo com o tamanho do tumor, metastase para linfonodos
cervicais e estadiamento clinico da leséo, sugerindo que a expresséo de HIF-1a exerce um
papel importante da carcinogénese oral, viabilizando seu uso como um recurso na predicao
da taxa de sobrevida e da progressao tumoral (ECKTER et al., 2010).

Observamos ainda, que o aumento da expressao de HIF-1a esteve associado ao
estadiamento clinico, e estudos anteriores demonstraram que quanto maior a classificacéo
do estadiamento, pior o prognéstico do paciente (UICC, 2019). Ainda, de acordo com
Kurokawa et al. (2003), superexpressao de HIF-1a aumentou com o estadio do tumor,
além de estar correlacionada com a profundidade da invasdo do tumor, metastases de
linfonodos, metastases a distancia, estagio pTNM e invaséo linfatica.

Outra observacao importante foi uma interrelagdo do aumento de expressao
citoplasmatica e nuclear de HIF-1a, ou seja, mais forte a intensidade de expresséo nuclear
de HIF-1a, maior o score da expressao citoplasmatica de HIF-1a e o inverso € verdadeiro.
A ativacdo da HIF-1a pode comecar através de diferentes proteinas se ligando aos seus
receptores na membrana nuclear (FERNANDEZ-TORRES et al., 2017). O sitio ativo dessa
proteina é um dominio de degradagdo dependente de oxigénio (ODDD), atuando como
um sensor de oxigénio (GORLACH, 2009). Um estimulo celular externo desencadeia uma
cascata de vias de sinalizagdo no interior da célula, que induz a expressao de HIF-1a
(FUKUDA et al., 2002), mas sob condi¢des de hipdxia, a atividade das propril-hidroxilases
(PHD) diminui, estabilizando a HIF-1a e com isso, havendo acumulo no citoplasma para ser
fosforilada. Uma vez fosforilada, a HIF-1a transloca-se para o nucleo, formando o complexo
HIF-1a/ HIF-1B, que se liga a uma sequéncia de DNA especifica, expressando a proteina
HIF-1a (ZHANG, 2015).

Além disto, a expressdo de HIF-1a exerce efeito significativo na progresséo
tumoral, devido a isso, pacientes com alta expressao de HIF-1a apresentam uma taxa de
sobrevida 3,49 vezes menor quando comparada a neoplasias com baixa expressdo dessa
proteina (OLIVEIRA et al., 2011). Acredita-se que a expressao de HIF-1a, venha a ser um
determinante para o fenétipo tumoral, sugerindo que seja um indicio de fenétipo maligno
com maior potencial de agressividade (ECKTER et al., 2012).

51 CONCLUSAO

Com este estudo, verificamos uma associaga@o entra a expresséo da proteina HIF-
1a com estadiamento clinico e grau de diferenciagéo, além de demonstrar uma interrelagéo
do aumento de expressao citoplasmatica e nuclear de HIF-1a.
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