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INTRODUCAO

O cancer oral é um problema de salde publica em muitas partes do mundo e esta associado a significativa morbidade
e mortalidade [1]. Embora nem sempre sejam clinicamente aparentes, acredita-se que a maioria dos carcinomas de
células escamosas oral (CCEO) sejam precedidos por um periodo durante o qual o epitélio afetado mostra evidéncias
histolgicas de displasia epitelial (DE) [2]. A porcentagem anual de doencas potencialmente malignas (DPM), que
evoluem para tumores malignos varia em diferentes partes do mundo devido as variagbes no uso de tabaco e habitos
alimentares. Os mecanismos moleculares envolvidos na transformacdo maligna do tecido oral normal e displasico ainda
sdo pouco conhecidos [2]. O estabelecimento, a expansdo e a metastatizacdo de CCEQO acontece quando 0s tumores
estimulam a produgdo de seus proprios vasos sanguineos, processo conhecido como angiogénese tumoral [3]. A
angiogénese pode alterar os niveis de vérias proteinas incluindo o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o
seu receptor VEGFR2, bem como proteinas de degradacdo da matriz extracelular, tais como matriz de metaloproteinase-
9 (MMP-9) [3]. Surpreendentemente, sdo encontrados resultados controversos na literatura sobre a atuacdo do VEGFR2
e da MMP-9 na angiogénese que se estabelece no desenvolvimento e progressdo do CCEO [3]. Dessa forma, o
entendimento dos mecanismos moleculares relacionados a carcinogénese de boca, destacando seu desenvolvimento e
progressdo, € um alvo de grande interesse dos estudiosos de Patologia Bucal. Estudos tem buscado investigar os
aspectos genéticos e moleculares envolvidos na progressdo do CCEO, com um enfoque na expressdo de genes
relacionados a angiogénese e aos aspectos clinicopatolégicos que envolvem, principalmente, lesdes bucais
potencialmente cancerizaveis e 0 CCEQ. Considerando estes fatos, o presente estudo teve como objetivo avaliar 0s
niveis das proteinas VEGFR2 e MMP-9 em diferentes graduagdes da displasia epitelial.

Material e métodos

A. Populacéo estudada

Este estudo retrospectivo foi realizado com tecidos obtidos, cirurgicamente, de pacientes provenientes do
Departamento de Odontologia da Universidade Estadual de Montes Claros, Minas Gerais, Brasil. Foram analisados 48
pacientes com leucoplasia oral (LO), 20 pacientes com CCEO e 21 espécimes de tecido do grupo controle obtido
durante a cirurgia para mucocele oral. Os pacientes foram recrutados dos bancos de dados dos servigos de cirurgia de
cabeca e pescoco de Montes Claros, Brasil [1]. Das 48 amostras de LO selecionadas, 35 foram classificadas como
displasia leve, 12 como displasia moderada e 1 como displasia severa (Classificagdo da OMS, concordéncia intra-
observador, k= 0,877, p<0,001). Os relatdrios clinicos de idade, sexo, tabagismo e consumo de &lcool foram obtidos dos
prontudrios dos pacientes.

B. Coloracao imuno-histoquimica

Foram investigadas as expressdes teciduais das proteinas VEGFR2 e MMP-9 em cada uma das amostras de tecido
através da técnica de imunohistoquimica. Todas as reagdes foram feitas utilizando-se anticorpos monoclonais, bem
como controles positivos e negativos especificos, indicados pelo fabricante dos anticorpos.

C. Contagem das amostras imunomarcadas

A expressao imuno-histoquimica dos biomarcadores foi avaliada usando um Olympus ® microscépio BH2 (10 x 40 x
ocular e lentes objetivas) e uma estrutura ocular (area de 0,092 milimetros 2). Analises imunohistoquimica de todos os
antigenos investigados foram realizadas por determinacéo da porcentagem de células epiteliais coradas positivamente
em todos os campos contados (10 campos para cada exemplar).

D. Anélise estatistica

Amostras de LO foram agrupadas em duas categorias: displasia leve e displasia moderada / grave. Todas as analises
estatisticas foram realizadas com o pacote estatistico SPSS ® (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA), versdo 13.0 para
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Windows ®. P valores <0,05 foram considerados significativos.
Resultados
A. Dados demograficos e clinicos

Dos 20 pacientes com CCEO, 16 eram homens (80%) e quatro eram mulheres (20%). Dezesseis (80%) eram
fumantes, e quatro (20%) ndo eram usuarios de tabaco. Dezoito (90%) pacientes relataram o consumo de alcool, e dois
ndo. Nao foi observada qualquer associacdo entre 0s niveis de expressdo VEGFR2 e MMP9 e os dados clinicos (dados
ndo mostrados).

B. Dados da analise imuno-histoquimica

Todas as amostras de DE apresentaram células basais e suprabasais imunocoradas para as proteinas VEGFR2 e
MMP9 (Fig. 1, C-F). A expressdo das proteinas VEGFR2 e MMP9 no CCEO foram de 80% e 75%, respectivamente
(Fig. 1A). O nivel de MMP9 mostrou-se aumentado no CCEO quando comparado com a ED (p = 0,014) e o grupo
controle (p= 0,014) (Fig. 1 e Fig. 2). Ndo foram observadas diferencas nos niveis de VEGFR2 quando comparou-se
CCEO e displasia moderada / grave (Fig. 1 e Fig. 2). Por outro lado, tanto a imunoexpressdo de VEGFR2 quanto de
MMP-9 apresentaram-se aumentadas quando comparou-se a displasia leve e a displasia moderada / grave (Fig. 2A e B).

C. Expressdo da proteina correlacfes

Foi encontrada uma correlacdo positiva entre VEGFR2 e MMP-9 em amostras de LO (r= 0,452, p= 0,001). Nenhuma
correlacéo foi encontrada em CCEO (r=-0,042, p= 0,861).

Discussao

Alguns estudos sugerem que as alteragdes nos niveis de proteinas podem contribuir para o desenvolvimento de CCEO
[4,5,6]. A angiogénese é um dos eventos mais importantes relacionados com a progresséo da doenca a partir da fase pre-
neoplésica de displasia severa para um eventual cancer invasivo [7]. O VEGF é um importante modulador da
angiogénese e promove a migracao de células endoteliais através do ambiente hipxico presente no tumor [7]. Os nossos
dados indicam que o aumento dos niveis de VEGFR2 esta associado a uma pior classificagdo da ED. Tem sido relatado
que a metaloproteinase, MMP-9, é responsavel pela clivagem e ativacdo de certos fatores de crescimento, incluindo
VEGF [8]. A capacidade proteolitica de MMPs pode ndo so criar espagos que permitam a migragdo de células, mas
também produzir fragmentos de substratos especificos com atividades biolégicas distintas, regulando a arquitetura do
tecido e juncgoes intercelulares [9]. Além disso, as MMPs sdo capazes de ativar, desativar ou modificar a atividade de
varias moléculas de sinalizagdo [10]. No presente estudo, foi observado que os niveis de MMP9 foram maiores no grupo
do CCEO, quando comparados com o0s grupos controle e ED.

Conclusdo

Tomados em conjunto, os resultados do presente estudo sugerem que a expressdéo de MMP9 e VEGFR2 esta
relacionado com ED. Um aumento nos niveis de MMP9 ainda é observado no CCEO. Mais estudos serdo necessarios
para elucidar os mecanismos moleculares que regulam a angiogénese em condigdes pré-malignas, o que facilitaria o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para a prevencao e tratamento desses tumores.
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Figura 1. (A) Anélise imuno-histoquimica de VEGFR2
e MMP-9 (B) no grupo controle (mucocele), displasia
epitelial (ED) e amostras de carcinoma de células
escamosas oral (CCEO). As barras indicam o erro
padrdo. Analise por testes de Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney foram utilizados para analises estatisticas. *
Indica que p<0,05. Imunohistoquimica Representacdo
das proteinas VEGFR2 e MMP-9 na mucosa oral
normal (B e C), leucoplasia (D e E) e carcinoma
epidermdide de boca (F e G). Barra de escala, 50 um.

A VEGFR2 B MMP-9

* X
1004 f - 004 r

Contagem de células (%)
3

Contagem de células (%)
3

204 | =21 n=35 24 | 721 n=35

Controle leve Moderado/ Grave CCEO Controle leve Moderado/Grave CCEO

Figura 2. (A) Anélise imuno-histoquimica de VEGFR2 e MMP-9 (B) no
grupo controle (mucocele), displasia epitelial leve (leve), displasia
epitelial moderada / grave e amostras de carcinoma de células escamosas
oral (CCEO). As barras indicam o erro padrdo. Analise por testes de
Kruskal-Wallis e Mann-Whitney foram utilizados para analises
estatisticas. * Indica que p<0,05.



