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Introducdo: O carcinoma epidermoide (CE) € o sexto tumor maligno mais comum na
regido da cabeca e pescocgo. Histologicamente exibe corddes e/ou ninhos epiteliais
neoplasicos invadindo o tecido conjuntivo adjacente. A hipoOxia intratumoral,
caracteristica marcante do CE € um evento molecular caracterizado por queda na
concentracdo de oxigénio resultante de alteracbes no sistema vascular tumoral. A
hipéxia intratumoral ativa direta e indiretamente as proteinas HIF1A, NOTCHL1 e
ADAM12, as quais influenciam drasticamente o comportamento bioldgico de tumores
malignos. O microambiente de hipoxia estabiliza o nivel de HIF1A elevando a taxa do
ligante JAG2, o qual liga-se ao seu receptor transmembrana NOTCH1, ativando sua
sinalizacdo. A sinalizacdo de NOTCHL recruta a proteina y-secretase, responsavel pela
clivagem do dominio intracelular de NOTCH1 (DICN) e sua translocacdo para o
nacleo, deste modo aumentando o nivel de ADAMI12; uma metaloproteinase
dependente de zinco. Evidéncias cientificas relatam que o monodxido de carbono (CO),
presente na fumaca inalada durante o fumo provoca hipdxia (hipdxia toxica), resultado
da ligagdo a hemoglobina, formando a molécula carboxihemoglobina (COHb), e deste
modo impedindo o transporte de oxigénio realizado pela hemoglobina, resultando em
queda na concentracdo de O2. Portanto, supdem-se que amostras de CE de fumantes
apresentem maior expressdo de ADAM12 em compara¢do aos ndo fumantes, devido a
relevante exposicdo ao mondxido de carbono. Objetivos: Assim, o objetivo deste
estudo foi analisar e comparar a expressdo de ADAM12 em individuos com CE,
fumantes (G1) e nao fumantes (G2). Métodos: Este estudo foi aprovado pelos: Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital Ophir Loyola (Parecer n°: 904.248) e Comité de Etica
do Instituto de Ciéncias da Salude da Universidade Federal do Para (ICS-UFPa. Parecer
n° 877.291). Foram selecionados randomicamente 45 amostras em blocos de parafina
(G1=37 e G2=8) provenientes de pacientes diagnosticados (CE) e tratados entre 2006 e
2008, no hospital referéncia em tratamento oncoldgico da rede de salde publica no
estado do Pard, Hospital Ophir Loyola, Belém, Pard, Brasil. A imunohistoquimica foi
realizada a fim de verificar e analisar a possivel expressdo de ADAM12 em G1 e G2,
por meio da técnica da imunoperoxidase. As amostras teciduais em blocos de parafina
foram seccionadas continuamente em 4 um de espessura, e posteriormente colhidos em
laminas tratadas com organosilano (3-aminopropil-triethosilano, Sigma® Chemical. Co.
St. Louis, MO, USA). As seccbes foram diafanizadas em xilol e hidratadas em
sequéncia decrescente de solugdes de etanol. O bloqueio da peroxidase endogena foi
realizada pela imersdo das sec¢Ges em solucdo de perdxido de hidrogénio (H202) a 3%
e alcool metilico, na proporcdo 1:1 durante 20 minutos. Posteriormente, a recuperacéo
antigénica foi realizada em tampdo de citrato (pH 6,0) em camara de pressdo Pascal
(Dako, Carpinteria, CA, EUA) por 30 segundos. Apdls esta etapa, foi efetuada a
eliminacdo de anticorpos inespecificos com albumina de soro bovino a 1% (BSA,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) por uma
hora. Em seguida, as sec¢Ges foram incubadas com Anti-ADAM12 (Goat Anti-
ADAM12 polyclonal antibody ab28747, 0,5mg/ml, Abcam, Paisley, UK) em diluigéo
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de 1:133. Apds esta etapa, 0 anticorpo secundario foi incubado por 30 minutos
(EnVision Plus, Dako®, Carpinteria, CA, USA). A diaminobenzidina (Dako®,
Carpinteria, CA, USA) foi utilizada como cromdgeno, e logo ap6s, as sec¢des foram
contracoradas com hematoxilina de Mayer (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e montados
em Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ, EUA). O Plug-in Color deconvolution e
o software de dominio publico ImageJ foram utilizados para verificar a imunoexpressao
de ADAM12, respectivamente segmentando e quantificando em fracdo de area marcada
(%), as areas pigmentadas por diaminobenzidina. As imagens de campo claro
quantificadas (5 &reas randomicamente selecionadas de cada amostra) foram adquiridas
em microscéopio AxioScope Al, equipado com camera CCD AxioCam HRc (Carl Zeiss,
Oberkochen, Alemanha) e objetiva de 40x. O padrdo de imunomarcacéo foi classificado
da seguinte forma: quanto a localizagcdo: nuclear e/ou citoplasmatico, quanto a
intensidade fraca (< 50%) e forte (> 50%) e quanto a distribuicdo em uniforme e
pontual. O software GraphPad Prism 6 foi utilizado para realizacdo de testes
estatisticos. A diferenca de imunoexpressdo de ADAM12 entre os grupos G1 e G2 foi
avaliada pelo teste estatistico T independente (distribuicdo de dados normal).
Resultados e Discussao: Ambos 0s grupos apresentaram imunoexpressao de ADAM12,
apresentando padrdo de marcacdo no grupo G1 de forma intensa, uniforme e
citoplasmatica no parénquima tumoral (marcacdo média de 59.44%), enquanto que no
estroma apresentou-se de forma fraca, nuclear e pontual. O grupo G2 exibiu marcacéo
fraca, citoplasmatica e uniforme no parénquima tumoral (31.75%) e no estroma foi
nuclear e rara. Ap6s analise estatistica, ADAM12 revelou elevada imunoexpressao nas
amostras de G1 quando comparadas a G2 (p = 0.0003). As metaloproteinases séo
importantes mediadores do processo de formacdo de invadopddios; protrusdes da
membrana plasmatica de células tumorais com atividade proteolitica, responsaveis pela
degradacdo da matriz extracelular, e consequente processo de metastase. Ademais,
ADAM12 desempenha importante papel na ativagdo de proteinas ancoradas a
membrana, tais como Delta-like 1 e certos fatores de crescimento epidérmico; como o
fator de necrose tumoral-a (TNF-a), o fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de
crescimento transformador-a (TGF-a) e o fator de crescimento epidérmico ligado a
heparina (HBEGF), atividades estreitamente relacionadas ao crescimento e consequente
progressdo tumoral. Conclusdo: Estes resultados sugerem importante associacdo do
fumo na superexpressdo de ADAM12. Provavelmente, a superexpressao da proteina em
G1 resultou da elevada exposi¢cdo ao mondxido de carbono, aumentando o nivel de
hipoxia intratumoral pré-existente, fato que possivelmente resultaria em elevado grau de
progressdo tumoral, relevante risco de metastase e consequentemente pior prognostico
em comparacédo a G2.
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