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RESUMO 

Dissertação de Mestrado 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Odontológicas 

Universidade Federal de Santa Maria 

 

ANÁLISE MORFOLÓGICA DE ISOFORMAS DE MIOSINA NÃO MUSCULAR TIPO II EM 

CARCINOMA EPIDERMÓIDE  

AUTOR: OTÁVIO FRANCISCO DIAS 
ORIENTADOR: MARCELO LAZZARON LAMERS 

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 29 de Agosto de 2012. 
 

A migração celular é uma característica proeminente na metástase do câncer e a 

caracterização de proteínas relacionadas com a migração é importante para que se 

compreenda o comportamento de células tumorais e sua capacidade de invasão durante a 

progressão tumoral. Entre as proteínas envolvidas na migração celular, as isoformas de 

miosina não-muscular do tipo II desempenham um papel central em vários eventos 

relacionados com a migração de células, como a contratilidade, a adesão e a sinalização 

celular. Existem três isoformas de miosina do tipo II que podem ser expressas em células de 

mamíferos: miosina IIA (MIIA), miosina IIB (MIIB) e miosina IIC (MIIC). Entretanto, poucos 

estudos têm sido realizados para caracterizar a sua expressão e padrões de distribuição em 

células de diferentes tipos de tumores, incluindo carcinoma epidermóide. O objetivo do 

estudo foi analisar a expressão e distribuição de isoformas de miosina II (A, B e C) em 

fragmentos de peça cirúrgica de carcinoma epidermóide.  Os fragmentos de peça cirúrgica 

foram coletados a partir de distintas regiões do tumor: a zona livre de tumor, o centro do 

tumor e a zona de invasão. Estas amostras (n = 4) foram fixadas, crioprotegidas, cortadas 

em criostato, submetidas à imunolocalização de MIIA, MIIB e MIIC e analisadas em 

microscopia confocal. As três isoformas de miosina II foram expressas diferentemente e 

apresentaram distribuição distinta de acordo com a região da amostra de tumor. MIIA e MIIC 

foram superexpressas na zona central quando comparadas com a zona livre, ao passo que 

MIIB revelou forte marcação para região de zona de invasão. Com base nas presentes 

observações, as isoformas de miosina IIA e IIC pareceram estar mais associadas ao evento 

de proliferação tumoral ao passo que MIIB pareceu mostrar-se mais envolvida com o 

comportamento invasivo do tumor, indicando que as isoformas podem participar de formas 

distintas na regulação do comportamento e do desenvolvimento do tipo de tumor analisado. 

 

 

Palavras-chave: Câncer. Migração Celular. Citoesqueleto. Biomarcadores Tumorais. 

Metástase. 
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ABSTRACT 

 
 
Cell migration is a prominent feature in cancer metastasis and the characterization of 

proteins related to migration is important in order to understand the behavior of tumor cells 

and their invasiveness during tumor progression. Among the proteins involved in cell 

migration, isoforms of non-muscle myosin type II play a pivotal role in several events related 

to cell migration, such as contractility, adhesion and cellular signaling. There are three 

isoforms of myosin type II that can be expressed in mammalian cells: myosin IIA (MIIA), 

myosin IIB (MIIB) and myosin IIC (MIIC). However, few studies have been conducted to 

characterize the expression and distribution patterns in cells of different types of tumors, 

including oral squamous cell carcinoma. The aim of the study was to analyze the expression 

and distribution of isoforms of myosin II (A, B and C) in surgical fragments of squamous cell 

carcinoma. Fragments of surgical specimen were collected from different regions of the 

tumor: a tumor-free zone, the center of the tumor and the invasion zone. These samples (n = 

4) were fixed, crioprotected, cut on criostat, submitted to immunolocalization of MIIA, MIIB 

and MIIC and analyzed on confocal microscopy.  The three isoforms of myosin II were 

expressed differently and showed distinct distribution in accordance with the region of the 

tumor sample. MIIA and MIIC were overexpressed at the center zone when compared with 

the free zone, whereas strong staining revealed MIIB at the zone invasion. Based on these 

observations, the isoforms of myosin IIC and IIA appeared to be more associated with tumor 

proliferation while MIIB appeared to be more involved in the invasive behavior of tumor, 

indicating that the isoforms can participate in different ways regulating the behavior and 

development of tumor type analyzed. 

 

Keywords: Cancer. Cell Migration. Cytoskeleton. Cancer Biomarkers. Metastasis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS, 2012) registram-se cerca 

de 10 casos de câncer oral para cada 10.000 indivíduos na maior parte do mundo. O 

mais frequente é o carcinoma epidermóide bucal, correspondendo a cerca de 95% 

das neoplasias orais (Brener et al., 2007). Recente estudo epidemiológico identificou 

o Brasil como um dos três países em desenvolvimento com maior incidência de 

câncer de cavidade oral (Cancela et al,2010). 

Dentre os traços fenotípicos que uma célula precisa adquirir para que ocorra a 

progressão de um tumor, têm-se a invasão tecidual e o desenvolvimento de 

potencial metastático, podendo ser considerados as maiores causas de insucessos 

clínicos em termos de terapia e prognóstico (Painter et al.,2010). 

A invasão tumoral facilita a emergência de metástases, espalhando as células 

do câncer para outras partes do corpo e contribuindo para a formação de tumores à 

distância. A migração celular é uma característica crítica para a ocorrência de 

metástases (Boateng & Huttenlocher,2012). Miosinas não-musculares tipo II são 

proteínas motoras que participam do controle da dinâmica do citoesqueleto e são 

consideradas protagonistas da migração celular (Chen et al.,2012). Três isoformas 

de miosina do tipo II são expressas em células de mamíferos: miosina IIA (MIIA), 

miosina IIB (MIIB) e miosina IIC (MIIC). A distinção entre as três moléculas de 

miosina II é baseada em suas únicas cadeias pesadas, uma vez que cada isoforma 

realiza a mesma função molecular básica, que é a ligação e a contração do 

citoesqueleto de actina de uma forma ATP-dependente, gerando força dentro do 

corpo celular e na parte traseira da célula através da retração, possibilitando a 

translocação do corpo celular e separação das adesões (Vicente-Manzanares et 

al.,2009). A força gerada por miosina II também suprime protrusão nos lados da 

célula, mantém a estabilidade da polaridade e da tração e promove maturação da 

adesão e sua estabilidade (Gupton et al., 2005; Betapudi et al., 2006; Cramer, 2010; 

Parsons et al.,2010).  

 O aumento da atividade ou expressão das proteínas RhoA e RhoC, proteínas 

de sinalização relacionadas à regulação da atividade de miosina, foram encontrados 

em neoplasias humanas de maneira proporcional ao grau de malignidade. Estas 

alterações levaram a um aumento da contratilidade celular, a qual resultou em 
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alterações na orientação do fuso mitótico em relação ao substrato, eventualmente 

facilitando a separação de células-filho de um lençol epitelial (Vasiliet et al., 2004; 

Jana et al.,2006). Este aumento de contratilidade também é necessário para que as 

células tumorais consigam transpor barreiras de matriz extracelular mais espessas 

(Wyckoff et al., 2006). Estudos recentes in vitro têm demonstrado dramático 

aumento no perfil de atividade de isoformas de miosina (especialmente IIA e IIB) 

após indução de eventos de migração celular em células tumorais e também após 

indução de transição epitélio-mesênquima (Dulyaninova et al., 2007; Salhia et al., 

2008; Di Wu et al., 2009; Khuon et al., 2010;  Beach et al., 2011; Kim & Adelstein, 

2011).   

Adicionalmente, o uso de inibidores da contratilidade celular, como as drogas 

blebstatina e ML-7, é capaz de influenciar o comportamento invasivo de células 

originadas de diferentes tipos tumorais (Kaneko et al., 2002; Duxbury et al., 2003; 

Tohtong et al., 2003  Betapudi et al., 2006;  Gillespie et al., 2009; Sen et al., 2009; 

Ren et al., 2010).   

A proposta do estudo foi descrever o padrão de distribuição e de expressão 

das isoformas de miosina II (A, B e C) em carcinoma epidermóide em três diferentes 

regiões do tumor (zona livre, zona central, zona de invasão). A hipótese principal do 

estudo foi a de que exista uma associação entre a alteração do nível de expressão 

e/ou distribuição de miosina e as diferentes regiões de tumor. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

As neoplasias têm como definição o termo “novo e desordenado 

crescimento”. Este alterado crescimento é observado em células neoplásicas, que 

por algum motivo, têm sua morfologia, migração e replicação alteradas, passando a 

ter certa autonomia e apresentando características de células mutantes dentro do 

organismo (Franco et al., 2010). Uma neoplasia maligna ou câncer caracteriza-se 

pela habilidade destas células de invadirem os tecidos circundantes. 

Em relação ao câncer da cavidade oral, ou carcinoma epidermóide bucal, 

conforme dados do Instituto Nacional do Câncer (INCA), a previsão de incidência 

desse câncer no Brasil para o ano de 2012 será de 14.170 novos casos, tendo uma 

maior incidência em homens, com cerca de 9.990 casos.  

A agressividade do carcinoma epidermóide pode ser classificada conforme a 

invasividade, a percentagem de células indiferenciadas e a proliferação celular em 

carcinoma de grau I, II, III ou IV. Ressaltando a hipótese de que as características 

moleculares e morfológicas da frente de invasão são as mais importantes para o 

prognóstico do paciente e uma vez que eventos considerados importantes para a 

disseminação tumoral, como o ganho e perda de moléculas de adesão que ocorrem 

na interface tumor/hospedeiro, frequentemente se apresentam diferentes em outras 

partes (central e superficial de um mesmo tumor), criou-se o sistema de gradação 

histológica da frente de invasão (IFG) para o carcinoma epidermóide oral, em que 

somente as áreas mais invasivas do tumor são graduadas, a este sistema deu-se o 

nome de sistema de gradação das margens invasivas ( Bryne et al.., 1992). A figura 

1 mostra a graduação histopatológica proposta por Bryne et al. em 1992. 
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Figura 1- Sistema de Gradação das Margens Invasivas proposta por Bryne et al. em 1992.   

 

2.1 Mecanismos envolvidos na Progressão Tumoral 

 

 

Os tumores podem apresentar aspectos comportamentais distintos de acordo 

com a evolução da doença. Dentre os fatores relacionados à progressão tumoral 

pode-se citar a invasão e a ocorrência de metástase. A invasão tecidual e o 

desenvolvimento de potencial metastático de tumores malignos é a maior causa de 

insucessos clínicos em termos de terapia e prognóstico. As invasões celulares, que 

podem ser coletivas ou individuais, são caracterizadas por alterações moleculares 

importantes, tais como modificação da adesão entre as células e a da adesão da 

matriz celular, facilitando o processo de invasão (Painter et al., 2010). 

A migração celular é uma característica crítica de numerosos fenômenos 

fisiológicos e patológicos, incluindo metástases. A direcionalidade da migração das 

células é essencial para a manutenção de um tecido funcional. Contatos 

intercelulares intactos mantêm a estrutura do tecido e coordenam a migração 

celular. Contudo, as células migratórias de um tumor não são coordenadas, estão 

randomicamente orientadas e se dividem em grupos de confusa organização ou se 

isolam, levando à alteração da estrutura tecidual. Em tecido epitelial ocorre a ruptura 

da lâmina basal e invasão do tumor para dentro do tecido adjacente. Dentro deste 

processo invasivo, ocorre a transição de uma migração coletiva para uma migração 

individual conhecida como transição epitélio-mesênquima (TEM). Assim sendo, a 

invasão tumoral facilita a emergência das metástases, espalhando as células do 
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câncer para outras partes do corpo e contribuindo para a formação de tumores 

secundários (Guarino, 2007; Etienne-Mannevile et al., 2008;  Chauviere et al., 2010, 

Friedl & Alexander, 2011). 

 

 

2.2  Eventos envolvidos na migração celular 

 

 

A atividade migratória é um fenômeno cíclico que requer a ativação 

coordenada de moléculas estruturais e de sinalização, as quais vão determinar uma 

assimetria espacial, gerando uma morfologia polarizada. Quando a migração é 

iniciada, ocorre polimerização de actina na porção frontal da célula (leading edge), 

promovendo a formação de grandes projeções de membrana (lamelipódios) e o 

estabelecimento de novas adesões ao substrato. A adesão celular é um processo 

extremamente dinâmico e ocorre a partir da interação de proteínas transmembrana 

(integrinas) com proteínas da matriz extracelular resultando na liberação de 

moléculas sinalizadoras intracelulares bem como no recrutamento de proteínas 

moduladoras da ligação entre integrinas e proteínas do citoesqueleto. Algumas 

destas adesões nascentes amadurecem através da troca hierárquica e 

temporalmente definida de moléculas de adesão (turnover), as quais se ancoram em 

feixes contráteis de actina-miosina II (fibras de estresse) e geram forças contráteis 

que facilitam o movimento do corpo celular na direção determinada. O ciclo se 

encerra com a liberação das adesões na porção posterior da célula (Webb & 

Horwitz, 2003; Choi et al., 2008; Gardel et al., 2010; Parsons et al., 2010; Sandquist 

et al., 2010). 

Cada etapa da migração celular é regulada por GTPases de baixo peso 

molecular pertencentes à família Rho (de Ras-homology), que desempenham um 

papel fundamental nesse processo. Quando ativadas, exercem seus efeitos por 

meio de uma vasta quantidade de proteínas efetoras. Entre estas GTPAses, 

podemos destacar RhoA, que está envolvida principalmente com protrusão e 

contração celulares através da ativação de miosinas. (Karlsson et al.,2009). 
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2.3 Proteínas contráteis 

 

 

As células apresentam um variado repertório de motores moleculares para 

mudanças de forma e motilidade, bem como para o transporte intracelular de 

vesículas e organelas. Esses processos de movimento são desempenhados por 

proteínas motoras, com especial ênfase para a família das miosinas as quais 

participam do controle da dinâmica do citoesqueleto de actina (Vicente- Manzanares 

et al., 2009). Até o momento, já foram descritas mais de 35 tipos de miosinas, sendo 

que 13 delas são expressas em seres humanos. A miosina é uma proteína de alto 

peso molecular constituída por um domínio catalítico denominado cabeça ou cadeia 

leve, e um domínio relacionado à sublocalização celular, denominado cauda ou 

cadeia pesada. A cadeia leve está relacionada à atividade ATPase, sendo 

constituída por um braço de alavanca em forma de hélice estendida que contém um 

número variável de sítios para interação com calmodulina (light chain binding sites). 

Já a cadeia pesada é constituída por uma região espiralada (coiled coil) a qual 

contém sequências de aminoácidos específicas que interagem com plataformas 

proteicas e determinam a sua localização. As moléculas de miosina têm uma ou 

duas cabeças; algumas delas podem ou ser individuais ou duplicadas dependendo 

das interações com os ligantes associados (Sweeney & Houdusse, 2010). 

As miosinas do tipo II foram a primeira classe de miosinas a serem descritas. 

São hexâmeros consistindo de 2 cadeias pesadas e dois pares de cadeias leves. 

Elas possuem uma longa cauda do tipo alfa hélice espiralada que capacitam as 

miosinas a dimerizar e formar filamentos que projetam domínios motores. Já o 

domínio motor, quando ligado ao filamento de actina, sofre mudança conformacional 

o qual resulta em produção de força e contração permitindo o deslizamento dos 

filamentos de actina sobre os filamentos de miosina (Vicente-Manzanares et al., 

2009). A atividade catalítica da miosina é controlada através de fosforilação da sua 

cadeia leve através das proteínas cinases da cadeia leve de miosina MLCK (myosin 

light chain kinase) (Sandquist et al., 2006). 

A miosina II tem várias funções celulares, as quais são atribuídas às suas 

propriedades biofísicas e regulatórias. Três isoformas de miosinas do tipo II são 

expressas em células de mamíferos: miosina IIA (MIIA), miosina IIB (MIIB) e miosina 

IIC (MIIC). Essas três isomorfas são codificadas por três diferentes genes. Apesar de 
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considerável homologia, estas isoformas exibem diferenças em suas propriedades 

enzimáticas, localização celular e modelos de expressão tecidual. A distinção entre 

as três moléculas de miosina II é baseada em suas únicas cadeias pesadas, uma 

vez que cada isoforma realiza a mesma função molecular básica, que é a ligação e a 

contração de F-actina  de uma forma ATP-dependente. (Sandquist et al., 2006).  

 

 

2.4 Papel da miosina na migração celular 

 

 

A contratilidade dos filamentos de actinomiosina desempenham um papel 

central nas células durante a motilidade. Para a formação do lamelopódio é 

necessária a produção de filamentos de actina com a produção de forças móveis na 

porção anterior da célula. Isto direciona a formação inicial da frente da célula e 

continuada protrusão na extremidade anterior (Figura 2). Miosina II associa-se com 

filamentos existentes de actina e usa sua atividade ATPase para gerar força motora 

dentro do corpo celular e na parte traseira da célula. Em algumas células, a miosina 

IIA se concentra no córtex, enquanto a miosina IIB encontra-se distribuída pelo 

citoplasma (Vicente-Manzanares et al..,2009). Em ambos os casos a força gerada 

por miosina II é necessária para a retração da parte posterior da célula (Kolega, 

2003; Piekny et al.,2005), possibilitando a translocação do corpo celular, e a 

separação das adesões.  

 

 

Figura 2-  A) esquema representando o crosslink entre os feixes de actina (vermelho) e a proteína 

contrátil miosina (azul); B) esquema representando a tensão gerada na porção anterior, a qual 

permite o amadurecimento das adesão celulares e a manutenção do formato e a retração do corpo 

celular. (Parsons et al.. 2010) 
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A força gerada por miosina II também suprime protrusão nos lados da célula e 

parte de trás, mantém a estabilidade da polaridade e da tração e promove 

maturação da adesão (Gupton et al.,2005; Betapudi et al.,2006, Cramer, 2010;  

Parsons et al., 2010). A maturação da adesão celular ocorre através da indução 

local de tensões que fornecem mudanças conformacionais em várias proteínas 

adesivas. Este processo ocorre através da ativação da GTPase RhoA que ativa a 

miosina II através da regulação da atividade da proteína MLCK. As células sentem 

as propriedades mecânicas dos substratos através da ativação de integrinas, a qual 

resulta na ativação das GTPases e subsequentemente modulam a atividade de 

miosina II, o tamanho e a composição dos complexos adesivos. Substratos densos 

exibem largas adesões focais dependentes de miosina II ao passo que células sobre 

substratos flexíveis apresentam menor índice de adesão. Os resultados desses 

ciclos, que atrelam adesão, contratilidade e sinalização, envolvem: 1- GTPases; 2- 

regulação da atividade de miosina II; e 3- tensão de actinomiosina. Esses três 

fatores desempenham papel central na polarização ântero-posterior da migração 

celular e consequentemente na regulação da mobilidade direcional.  (Parsons et al., 

2010). O balanço específico entre a atividade de miosina II e força de adesão (de 

acordo com o substrato em que a célula se encontra) pode mediar a geração de um 

fenótipo específico no módulo de contratilidade envolvendo adesões focais e 

filamentos de actina de maneira que otimize a migração celular (Gupton & 

Waterman-Storer, 2006). 

Em estudo realizado por Sandquist et al. (2006), foram identificadas diferentes 

funções de miosina IIA e IIB em migração de lençóis de células epiteliais. Mostrou-

se que a fosforilação de cadeia leve de miosina associada com MIIA ou MIIB é 

diferentemente regulada por Rho Kinase, sugerindo que ao menos parte de como 

MIIA e MIIB realizam suas funções celulares é regulada por diferentes caminhos 

sinalizantes. Células knock out para miosina IIA exibiram diminuição nas fibras de 

estresse e adesões focais, enquanto que células knock out para miosina IIB exibiram 

alta tendência em direção à retração do que extensão (Sandquist et al., 2006; 

Vicente-Manzanares et al., 2009 ). Evidências sugerem que miosina IIB possui uma 

maior taxa de rendimento e maior afinidade por ADP, sintonizando-se de forma 

prolongada na produção de força e com o mínimo consumo de energia (Wang et 

al.,2003); ao passo que miosina IIA é requerida para a reciclagem de filamentos da 
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parte distal para anterior em regiões do lamelipódio celular, onde ela pode contribuir 

para  a estabilidade de adesão focal e maturação (Giannone et al., 2007; 

Breckerindge et al., 2010). A interação entre as isoformas é essencial para que se 

estabeleça uma polaridade ântero-posterior, em que miosina IIA exibe um papel 

mais dinâmico e um agrupamento anterógrado promovendo a protrusão e miosina 

IIB forma uma extremidade bem definida na região posterior da célula durante 

migração (Vicente-Manzanares et al., 2011). O papel da miosina IIC ainda é 

controverso, acredita-se que tenha função na regulação da extensão da membrana 

celular e na formação de contatos focais (Wylie & Chantler,2008),  sendo que a sua 

expressão encontra-se aumentada em diferentes tipos de tumores ( Jana et al., 

2006). 

 

2.5 Papel da miosina na progressão tumoral 

 

 

Recentes investigações demonstram que um balanço de forças entre adesão 

celular do lado externo e contratilidade de miosina no interior da célula controla 

muitos aspectos do comportamento celular. A interrupção deste equilíbrio contribui 

para a patogênese de muitas doenças humanas, dentre elas o câncer. Para tanto, 

elaboradas vias de sinalização celular modulam a atividade de miosina II e mantém 

a homeostase tensional (Clark et al., 2007).  

Uma das hipóteses que existe em relação aos mecanismos do processo 

metastático é que a invasão tecidual ocorre através de diferentes modos migratórios, 

como o ameboide e o mesenquimal, de uma maneira dependente da geração de 

força pela célula (Beach et al., 2011). Estudos recentes sugerem que a translocação 

nuclear pode ser uma etapa limitante durante migração 3D ameboide (Beadle et al., 

2008; Breckenridge et al., 2009) enquanto outros estudos afirmam que a contração 

da região posterior celular é absolutamente necessária para invasão de células 

cancerígenas (Poincluxa et al.,2011) e a miosina não muscular II parece estar 

envolvida em ambos os processos (Beach et al.,2011). 

O aumento da atividade ou expressão dos genes intimamente relatados RhoA 

e RhoC foram encontrados em neoplasias humanas de maneira proporcional ao 

grau de malignidade. Estas alterações levaram a um aumento da contratilidade 
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celular, a qual resultou em alterações na orientação do fuso mitótico em relação ao 

substrato, eventualmente facilitando a separação de células-filho de um lençol 

epitelial (Vasiliev et al., 2004; Jana et al., 2006).  

Este aumento de contratilidade também é necessário para que as células 

tumorais consigam transpor barreiras de matriz extracelular mais espessas (Wyckoff 

et al., 2006). Beach et al. (2011) demonstraram in vitro um aumento dramático da 

fosforilação da cadeia pesada de ambas as isoformas de miosina IIA e IIB durante 

processo de transição epitélio-mesêquima, sugerindo que fluxos na expressão e 

fosforilação de miosina podem  ter importantes papéis durante metástase de células 

cancerígenas. Diversos outros estudos in vitro têm demonstrado que a eficiência da 

migração de células oriundas de diferentes tipos de tumores pode estar relacionada 

em alguns estudos ora ao grau de atividade de miosina (análise de reguladores da 

proteína, por exemplo, MLCK) ora ao grau de expressão de miosina (análise por 

quantificação da proteína) (Dulyaninova et al. , 2007; Salhia et al.,2008; Di Wu et al., 

2009; Khuon et al., 2009; Betapudi et al., 2011; Derycke et al., 2011; Kim & 

Adelstein, 2011; Ivkovik et al., 2012).   

 Adicionalmente, o uso de inibidores da contratilidade celular, como as drogas 

blebstatina e ML-7, é capaz de influenciar o comportamento invasivo de células 

originadas de diferentes tipos tumorais, alterando as características morfológicas e 

fisiológicas destas células (Kaneko et al..,2002; Duxbury et al., 2003; Tohtong et al., 

2003  Betapudi et al., 2006;  Gillespie et al.,2009; Sen et al., 2009; Ren et al., 2010).   
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1. Objetivo geral  

 

 

O objetivo deste trabalho foi analisar a distribuição das isoformas de miosina 

não muscular tipo II em diferentes regiões de carcinoma epidermóide de cabeça e 

pescoço. 

 

3.2. Objetivos específicos 

  

 Realizar a imunolocalização das diferentes isoformas de miosina não 

muscular (tipos IIA, IIB e IIC) em distintas regiões do tumor: zona livre de tumor, 

centro e zona de invasão, comparando a sublocalização celular destas isoformas, a 

intensidade de marcação e a colocalização com o citoesqueleto de actina.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1  Considerações éticas 

 

O protocolo de pesquisa do presente estudo foi aprovado pelo Comitê de 

Pesquisa da Faculdade de Odontologia do Rio Grande do Sul (Anexo A), do Comitê 

de Ética em Pesquisa do Hospital das Clínicas de Porto Alegre (Anexo B) e do 

Comitê de Ética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Anexo C).  

4.2  Amostras 

 

Durante um período de 07 meses analisamos um total de 08 amostras. 

Destas 08 amostras, 04 eram adequadas à proposta do projeto, ou seja, 

apresentavam as regiões de epitélio livre de tumor, de centro e de zona de invasão. 

A descrição das amostras e as imagens do exame histopatológico estão 

respectivamente presentes nas figuras abaixo: 

 

 

 

Figura 3- Quadro contendo as informações dos pacientes cujas amostras foram coletadas para o 

estudo quanto à(ao): sexo, idade, TNM, graduação histopatológica, localização, tratamento e follow-

up que consistiu em um período de 2 a 3 anos. 

 

 

Paciente Sexo Idade TNM Graduação 

Histopatológica 

Localização Tratamento Follow-up 

(2 a 3 anos)  

1 M 72anos T3N2M0 Moderado Assoalho de 

Boca 

Cirurgia e 

radioterapia 

Metástase 

em pulmão 

e óbito 

2 M 69anos T2M0N0 Moderado Pescoço Cirurgia Sem lesão 

3 M 46anos T1M0N0 Baixo Mucosa 

Jugal 

Cirurgia Sem lesão 

4 F 71anos T1N0M0 Baixo Língua Cirurgia Sem lesão 
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Figura 4- Imagens correspondentes à graduação histopatológica dos pacientes analisados. 

Pacientes 1 e 2 com graus moderados, exibindo abundante pleomorfismo nuclear, baixa 

ceratinização e ilhas de células infiltrantes. Pacientes 3 e 4 com graus baixos, exibindo pouco 

pleomorfismo nuclear e marcante ceratinização. Aumento de 200X. 

 

4.3  Coleta 

 

Após avaliação do paciente pela equipe de Cirurgia de Cabeça e Pescoço do 

HCPA e estabelecimento do protocolo terapêutico de acordo com o estadiamento 

clínico do tumor (sistema TNM) estabelecido pela equipe médica, os pacientes foram 

consultados sobre a participação na pesquisa. Neste primeiro contato, foram dados 

esclarecimentos e respondidas possíveis dúvidas sobre o estudo para o paciente e 

acompanhante. O paciente ao demonstrar vontade de participar, assinou um termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido (Apêndice A) e respondeu a uma entrevista 

com informações pertinentes à pesquisa (Apêndice B). Os dados referentes ao 

tumor foram registrados em uma ficha da pesquisa (Apêndice C). Foi criado um 

código para os dados pessoais dos pacientes os quais ficaram em posse do 

pesquisador responsável e as demais informações estiveram disponíveis apenas às 

pessoas envolvidas no estudo. Foram utilizados fragmentos de tecido coletados a 
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partir da peça cirúrgica, os quais não pudessem interferir no diagnóstico final e 

avaliação das margens da lesão afim de não gerar dano para o tratamento e 

prognóstico do paciente. A coleta foi realizada no Setor de Patologia junto ao bloco 

cirúrgico do HCPA e sob orientação da Equipe de Patologia do mesmo hospital, 

cujos membros não faziam parte deste grupo de pesquisa.    

Foram coletados fragmentos de tecido de três regiões distintas: centro do 

tumor, evitando área de necrose; zona de invasão (limite entre epitélio neoplásico e 

sadio); zona de epitélio livre de tumor. Os fragmentos coletados das áreas de 

interesse foram armazenados em um criotubo, congelados em nitrogênio líquido e 

encaminhados para o biorrepositório da FO-UFRGS. De acordo com a rotina do 

hospital, o restante da peça cirúrgica foi fixada, processada para inclusão em 

parafina, corte e confecção de lâminas histológicas para diagnóstico e avaliação das 

margens do tumor no setor de Patologia do HCPA. Em um segundo momento estas 

lâminas foram disponibilizadas para que fosse realizada a graduação histológica 

para este estudo e voltaram para os arquivos do HCPA.  

 

4.4  Delineamento do estudo 

 

O estudo apresenta um delineamento observacional e analítico. Em relação 

às amostras obtidas, o material proveniente da borda invasiva, e que não foi 

utilizado para fins diagnósticos, foi coletado e encaminhado para a realização da 

imunofluorescência e análise morfológica das isoformas de miosina não muscular 

tipo II.  

4.4.1  Descongelamento, processamento e inclusão das amostras coletadas 

 

As amostras já divididas por regiões do tumor e tecido não neoplásico que 

estavam armazenadas biorrepositório da FO-UFRGS foram descongeladas. Cada 

amostra foi removida individualmente e exposta a uma temperatura ambiente sobre 

uma superfície gelada durante um tempo suficiente para ser descongelada. 

Logo após estas peças foram processadas, sendo fixadas em formaldeído 4% 

a uma temperatura ambiente por um período de 4h e depois crioprotegidas em 
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concentrações crescentes de sacarose a 10, 20 e 30% a 4ºC por um período mínimo 

de 12h.  

Após este intervalo de 12h, estes materiais foram incluídos em O.C.T. 

(Sakura Finetechnical Co., Tokyo), congelados em nitrogênio líquido e cortados em 

criostato (7 µm). Os cortes foram colocados em lâminas revestidas de gelatina e 

armazenados (-20ºC) até a análise por hematoxilina-eosina ou por 

imunofluorescência. 

 

4.4.2. Reação de Imunolocalização e Análise Morfológica das Isoformas de Miosina 

Não Muscular tipo II 

 

Após a rehidratação dos cortes, os sítios de ligação inespecíficos foram 

bloqueados por 1 h com solução de BSA diluído em PBS + tween 20 em diferentes 

concentrações (5%, 2% e 1%, 20 minutos cada). Os anticorpos primários MMIIA, 

MMIIB, MMIIC (Cell Signaling) foram diluídos em PBS + tween 20 na proporção 1:50 

e os cortes incubados overnight em temperatura ambiente (TA). Após, os cortes 

foram lavados com PBS (3X, 5 minutos cada) e incubados com o anticorpo 

secundário apropriado, associado ao fluorócromo Alexa 488 (goat anti-rabbit; Life 

Technologies), diluído em PBS (contendo tween 20) na proporção de 1:1000, por 1 

hora e meia a temperatura ambiente. O controle para os experimentos constou da 

omissão dos anticorpos primários, substituídos por solução de PBS. Após a 

lavagem, o material foi incubado com a toxina ligadora do citoesqueleto filamentoso 

de actina (faloidina) associada ao fluorócromo Rhodamina (Invitrogen-Molecular 

Probes) na proporção 1:100 por 1 hora e meia a TA. Após as lavagens finais com 

PBS (2X, 10 minutos cada) e com água destilada (1X, 10minutos), o tecido foi 

montado com o uso de uma gota de Prolong Gold com Dapi (Invitrogen-Molecular 

Probes) e lamínulas, selado com esmalte, sendo após analisado em microscópio 

confocal (Olympus) em aumento de 63x. Foram realizados 20 cortes de 0,3µm 

utilizando zoom digital de 5X na região correspondente à borda de invasão.  

As reações imunoistoquímicas foram realizadas pelo menos duas vezes para 

cada indivíduo, com duplicatas. Durante a análise confocal, apenas as fotos que 

mostraram os campos representativos foram tomadas (5-6 fotos/slide). Todas as 

análises morfológicas (análise qualitativa) foram realizadas por um examinador 



24 

 

devidamente calibrado antes e durante os experimentos. Foi feita sistematicamente 

uma análise da distribuição espacial das isoformas de miosina NMMII-A, NMM-IIB e 

NMM-IIC dentro das amostras teciduais, conforme repartição anatômica estipulada. 

Foram realizadas fotografias de todos os campos possíveis de uma mesma lâmina e 

entregues ao examinador. As figuras foram montadas com o software Olympus 

Fluoview (FV 1000, 2.0), sem processamento. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1. Isoforma de miosina IIA: 

 

5.1.1. Zona Livre:  

 

Em zona livre de tumor (Figura 5), a proteína miosina IIA (Figura 5-C,G) 

apresentou uma marcação na maior parte das células da camada espinhosa do 

epitélio. Intracelularmente, a marcação para MIIA foi observada principalmente na 

região do córtex celular sendo que, em determinadas regiões, apresentou uma fraca 

co-localização com actina (Figura 5-D,H).  

 

5.1.2. Centro do tumor: 

  

 No centro do tumor, observou-se que houve uma menor distribuição da 

marcação de isoforma MIIA pela região tumoral, porém um aumento de intensidade 

(Figura 6-C,G) quando comparado com região de zona livre de tumor. (Figura 5-C,G) 

A isoforma também apresentou uma distribuição difusa no citoplasma celular. 

Também foi possível observar marcação mais pronunciada de co-localização com 

filamentos de actina (Figura 6-D,H) quando comparada com a zona livre de tumor 

(Figura 5-D,H). 

 

5.1.3. Zona de invasão: 

 

 Em zona de invasão a isoforma de miosina IIA distribuiu-se de maneira difusa 

no citoplasma, com fraca presença na região do córtex celular (Figura 7- C,G). A 

isoforma IIA apresentou fraca co-localização com actina (Figura 7-D,H) quando 

comparada com as demais regiões do tumor. 
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5.2. Isoforma de Miosina IIB: 

 

5.2.1. Zona livre:  

 

Em zona livre do tumor, a isoforma de miosina IIB expressou-se mais em 

algumas regiões da camada basal do epitélio (Figura 8-C,G). MIIB foi observada 

envolvendo todo o córtex da maioria das células da camada basal do epitélio 

mostrando co-localização com filamentos de actina (figura 8-D,H). Esta expressão foi 

menos pronunciada em áreas mais distantes da camada basal . Adicionalmente, foi 

observada uma intensa marcação para MIIB nas células localizadas no tecido 

peritumoral. 

 

5.2.2. Centro do tumor: 

 

 Em região central do tumor, MIIB foi marcadamente pronunciada em células 

epiteliais de borda de ilha tumoral, mais próximas de estroma de tecido conjuntivo 

Figura 9-C,G) de maneira similar ao aumento observado em região de camada basal  

na região de zona livre de tumor, bem como nas células do tecido peritumoral 

(Figura 8-C,G). Entretanto, observou-se um aumento na intensidade de marcação na 

região de interface com o tecido peritumoral (Figura 9-C,G), a qual foi acompanhada 

de uma forte co-localização com actina (Figura 9-D,H). Esta isoforma não teve uma 

forte marcação em centro de tumor e sim nas células epiteliais mais externas e 

próximas do tecido conjuntivo. 

 

5.2.3. Zona de Invasão:  

 

 Em região de zona de invasão, a isoforma de miosina IIB distribuiu-se 

difusamente ao longo da região tumoral.(Figura 10- C,G), principalmente nas células 

localizadas na periferia do tumor. MIIB apresentou uma marcação puntiforme na 

região do córtex celular, com uma forte colocalização com o citoesqueleto de 

actina(Figura 10-D,H). Adicionalmente, algumas células tumorais apresentaram 

marcação na região perinuclear. 
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5.3. Isoforma de Miosina IIC: 

 

5.3.1. Zona livre: 

 

 Na zona livre do tumor, MIIC mostrou-se fracamente expressa (Figura 11-

C,G), distribuída na maior parte das células da camada espinhosa. A marcação para 

colocalização com filamentos de actina também mostrou-se restrita a algumas 

células localizadas em áreas distantes da membrana basal do epitélio.(Figura 11-

D,H). 

 

5.3.2. Centro do Tumor:  

 

 No centro do tumor, MIIC apresentou uma intensa marcação (Figura 12-C,G) 

quando comparada à zona livre do tumor (Figura 11-C,G), estando localizada de 

maneira puntiforme no citoplasma celular e bem organizada na região do córtex 

celular com uma forte co-localização com o citoesqueleto de actina (Figura 12-D,H). 

Sua distribuição foi consideravelmente difusa ao longo da região tumoral e não 

manteve um padrão constante em termos de morfologia, podendo apresentar-se ou 

em formato de estrias mais achatadas e alongadas ou mais curtas e espessas. 

 

5.3.3. Zona de invasão: 

 

 Na região de zona de invasão, a isoforma de miosina IIC apresentou-se 

fracamente expressa (Figura 13-C,G). Quando presente, foi observada uma 

marcação nas células em contato com o tecido peritumoral com uma distribuição 

puntiforme na região do córtex celular com fraca localização com actina (Figura 13-

D,H). 

 

 

 

 

 



34 

 

 

 

 

 

 

 

  



35 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14- Quadro de resultados do presente estudo mostrando as marcações, distribuições e 

localizações da isoformas de miosina não muscular tipo II (A, B e C) nas três distintas regiões de 

tumor: zona livre, centro e zona de invasão. 

 

 

 

 

 

 

 

ISOFORMA Análise Z.livre Centro Z. Invasão 

 

MIOSINA IIA 

Marcação BAIXA ALTA BAIXA 

Distribuição 

Localização 

Difusa 

Córtex 

Difusa 

Córtex/Citoplasma 

Difusa 

Citoplasma 

 

MIOSINA IIB 

Marcação BAIXA BAIXA ALTA 

Distribuição 

Localização 

Pontual/Cam.Basal 

Córtex 

Pontual/Cam.ext 

Córtex 

Difusa 

Córtex 

 

MIOSINA IIC 

Marcação BAIXA ALTA BAIXA 

Distribuição 

Localização 

Difusa 

Citoplasma 

Difusa 

Córtex 

Puntiforme 

Córtex 
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6 DISCUSSÃO 

 

Pacientes com carcinoma epidermóide de células escamosas em cabeça e 

pescoço, após receber o tratamento padrão, apresentam uma elevada taxa de 

recorrência do tumor. Esta taxa de recorrência é proporcional ao estágio de 

agressão da doença, sendo 30% para grau II, 50% para grau III e mais de 70% para 

grau IV (Meyers, 2010). Adicionalmente, estes pacientes apresentam um elevado 

desenvolvimento de metástases locais e distantes à origem do tumor, sendo este um 

indicativo do fenótipo migratório que as células tumorais adquirem. O progresso no 

desenvolvimento de tratamentos efetivos e de estratégias preventivas para o 

carcinoma epidermóide de células escamosas tem apresentado avanços modestos 

principalmente devido ao limitado conhecimento sobre os mecanismos celulares 

envolvidos no desenvolvimento, progressão e metástase da doença.  

É provável que muitos dos mecanismos que dirigem a migração e 

manutenção de células normais estejam alterados tanto em relação à expressão, 

quanto à regulação da ação de proteínas como miosina não muscular tipo II durante 

a metástase de células tumorais. Portanto, o entendimento sobre o grau de 

expressão e de regulação de moléculas protagonistas da migração, contribui para o 

surgimento de novos candidatos a biomarcadores tumorais, bem como alvos 

potenciais de novas terapias coadjuvantes à remoção cirúrgica do tumor.  

Entre as diferentes proteínas envolvidas no controle da migração celular, 

destacam-se as isoformas de miosina não-muscular do tipo II (MIIA, MIIB e MIIC). 

Estas proteínas estão relacionadas à contratilidade celular e, apesar de alta 

homologia, as isoformas apresentam características bioquímicas diferentes, as quais 

permitem alterações na performance migratória das células. No presente estudo foi 

observado que as três isoformas de miosina II (A, B e C) apresentaram perfil de 

distribuição e de expressão diferentes quando comparada a zona livre de tumor com 

as zonas centrais e de borda de invasão. As principais alterações foram 

relacionadas ao perfil de distribuição de MIIA e MIIC na região de centro de tumor, 

as quais apresentaram aumento na expressão e intensa marcação para 

colocalização com actina quando comparadas com a região de zona livre de tumor. 

Estas fortes imunomarcações para MIIA e MIIC não foram observadas em região de 

zona de invasão. Ao passo que observamos um aumento da expressão e intensa 
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marcação para colocalização com actina da isoforma de miosina IIB em região de 

zona de invasão, característica essa que não observamos em centro de tumor. 

Adicionalmente, MIIA apresentou uma marcação difusa em todas as amostras 

analisadas. Estes resultados, em concordância com Friedl & Alexander (2011), 

sugerem que, de acordo com o microambiente em que se encontra, a célula tumoral 

é capaz de modular o seu maquinário protéico relacionado à migração celular, o que 

geraria um perfil migratório mais adequado às barreiras que o tecido peritumoral 

impõe à célula tumoral. Esta plasticidade morfológica contribui para a criação de 

diversas rotas e programas de invasão tumoral, aumentando a heterogeneidade do 

tumor e sustentando a disseminação metastática. 

Supõe-se a partir de nossas observações, que durante o processo de 

desenvolvimento do tumor, estas proteínas, em resposta à interação das células 

epiteliais com o microambiente tumoral, podem estar relacionadas a diferentes 

etapas do crescimento tumoral, uma vez que as isoformas sobressaíram-se 

distintamente de acordo com a região do tumor. As isoformas de miosina IIA e IIC 

tiveram uma maior marcação em região de centro de tumor, quando comparadas 

com zona livre o que nos permite supor que as mesmas estariam relacionadas mais 

com o evento de proliferação das células tumorais ao passo que a isoforma de 

miosina IIB marcou mais fortemente em região de zona de invasão quando 

comparada com ambas as isoformas e com zona livre de tumor, o que faz com que 

suponhamos que esta isoforma esteja mais intimamente relacionada com o alterado 

aspecto migratório que compõe o fenótipo das células invasivas. 

O controle da distribuição das isoformas de miosina, pode estar relacionado à 

ação das células do tecido peritumoral. A regulação de miosina durante o 

desenvolvimento do tumor pode estar sendo influenciada pela relação que existe 

entre as células epiteliais tumorais e a matriz extracelular. O metabolismo da matriz 

extracelular é um importante aspecto da homeostase tecidual e pode determinar 

como as células respondem a um estresse agudo ou crônico. Clássicos estudos  

ultraestruturais e imunoistoquímicos como de Van den Hooff (1988) demonstram a 

alteração do estroma durante críticas etapas do processo neoplásico. Além disso, 

este estudo documentou mudanças na expressão de proteínas como vimentina, 

desmina e miosina muscular, que quando em resposta à inflamação, produzem 

muitas outras proteínas que refletem em um programa de diferenciação celular 

mesenquimal. Durante o desenvolvimento do tumor, estas proteínas e moléculas de 
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matriz extracelular embebidas no tecido neoplásico terminam por favorecer 

angiogênese, proliferação e migração de células dentro de compartimentos 

ectópicos teciduais (Tlsty & Coussens,2006). Sendo assim, a miosina não muscular 

tipo II, como uma proteína altamente envolvida em migração celular, pode ter um 

papel essencial durante este processo, ao interagir com moléculas e células da 

matriz extracelular, tais como os fibroblastos, através de regulados e recíprocos 

diálogos de sinalização que favoreçam a malignidade. 

Em nossos resultados, foi observado que em região de centro de tumor, as 

células epiteliais mais próximas do estroma apresentaram uma forte marcação para 

co-localização de MIIB com actina ao longo da ilha tumoral. Acredita-se que a densa 

infiltração de fibroblastos que se interdigitam com ilhas tumorais em carcinomas de 

células escamosas de cabeça e pescoço pode promover um permissivo crescimento 

do microambiente tumoral (Lynch & Matrisian, 2002; Almholt & Johsen,2003). A 

aceleração de malignidades epiteliais dependentes de fibroblastos tem sido 

estabelecida em estudos in vivo e in vitro e estes estudos sugerem que mudanças 

na sinalização entre epitélio e estroma pode levar ao desenvolvimento e à 

progressão de um tumor (Meyers,2010). Neste contexto, o aumento no nível de 

expressão de miosinas associado a fatores indutores de alteração epitelial podem 

ter uma forte participação no processo de transição epitélio-mesênquima (TEM). 

Recente estudo realizado por Beach et al. (2011) utilizando células epiteliais 

mamárias revelou um dramático aumento da expressão de miosina IIB e da 

fosforilação da cadeia pesada de miosina IIA após transição epitélio-mesênquima 

induzida por TGF-β. Além disso, inibindo-se a expressão de MIIB após TEM houve 

redução da transmigração e da invasão das células. Sugere-se que a expressão 

destas isoformas podem ser componentes críticos no conjunto global de mudanças 

que induzem invasão celular durante processo de TEM. 

Uma possível explicação para o perfil de alteração da expressão destas 

isoformas, pode estar relacionada à organização topográfica da matriz extracelular 

do tecido peritumoral. Quando observadas em matriz tridimensional, as células 

cancerígenas utilizam diferentes modos de migração em que se incluem a: 1- 

migração mesenquimal integrina-dependente, relacionada à adesão celular à matriz 

rmodelada por metaloproteases (MMPs) e; 2- migração ameboide baseada na 

contração de células mais arredondadas (Poincluxa et al.,2011). A migração 

ameboide depende de alterações na morfologia das células tumorais de uma 
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maneira dependente da atividade de miosinas. Em nosso estudo, foi possível 

observar que miosina IIB, teve um aumento de expressão no córtex celular em 

região zona de invasão. Adicionalmente, observamos que estas células, quando 

comparadas com células de centro de tumor, possuíam um formato mais 

arredondado com forte marcação perinuclear da isoforma. Estes dados indicam que 

as células podem ter diferentes comportamentos conforme a região do tumor em 

que se encontra, onde em região central estariam mais envolvidas com migração 

mesenquimal (dependente de adesão celular), enquanto que na periferia ocorrem 

uma migração do tipo ameboide (dependente da atividade de MIIB).. 

O controle celular da migração do tipo ameboide desempenha papel 

importante na transição epitélio-mesênquima. Beach et al. (2011) demonstraram, in 

vitro, que durante a TEM as isoformas de miosina IIB, mas não de IIA, 

permaneceram polarizadas com aumento de expressão da isoforma especificamente 

em regiões perinucleares. Esta diferença indica que MIIB pode facilitar a constrição 

nuclear e citoplasmática para que as células possam espremer-se em espaços mais 

limitados, passo este essencial para o processo de invasão intra e extratumoral. Em 

nosso estudo, observamos que na região de centro de tumor e na zona de invasão 

estas células apresentaram-se mais arredondadas a alongadas além de uma forte 

marcação da isoforma IIB em região perinuclear. Neste mesmo estudo realizado por 

Beach et al. (2011), durante o processo induzido de transição epitélio-mesênquima a 

isoforma de miosina IIA embora tenha revelado um aumento de expressão de 

fosforilação de cadeia pesada, ao contrário de miosina IIB ela não manteve-se 

polarizada durante o processo de transmigração.  

Até o momento não foram realizados estudos com delineamentos 

semelhantes que explorem o nível de expressão especificamente de isoformas de 

miosinas não musculares tipo II em tumores. Os estudos realizados com pacientes 

com carcinoma epidermóide não basearam-se em imunolocalização protéica mas 

sim do emprego de técnicas proteômicas para caracterização de expressão de 

miosinas musculares esqueléticas (Qing-Yu He et al., 2004; Ibrahim et al., 2005; 

Turhani et al., 2006; Lo et al. ,2007). 

 Actina e miosina são proteínas-chave do citoesqueleto que capacitam 

mobilidade celular e invasão, comportamento este que é essencial para a formação 

de um tumor epitelial (Friedl & Gilmour, 2009; Olson & Sahai, 2009). Betapudi (2010) 

mostrou que as isoformas de miosina IIA e IIB apresentam diferentes funções na 
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regulação da rede de filamentos de actina e formação de contatos focais 

determinam o destino da extensão do lamelipódio durante o processo de 

espalhamento celular. Jong et al., (2010), em estudo realizado em pacientes com 

lesões pré-malignas e malignas orais, revelou um aumento significativo da quantia 

de miosina e de actina na saliva de pacientes com lesões mais agressivas 

(malignas) quando comparadas com as lesões pré-malignas. Estes resultados 

quantitativos vêm de encontro com os resultados neste trabalho, onde observamos 

que ocorre um aumento da co-localização de miosina com filamentos de actina para 

as três isoformas em região central destes tumores com alta grau de agressividade, 

quando comparado com as zonas livres do mesmo tumor. 

A maioria dos estudos de caracterização do papel da miosina no controle da 

atividade migratória têm sido realizados in vitro, através do uso de diferentes 

linhagens de células tumorais. Por exemplo, Beadle et al.. (2008) observaram um 

aumento de expressão de isoformas de miosina IIA e IIB em linhagens de células de 

gliomas. Já em células de tumores de mama o uso de inibidores e/ou estimulantes 

de MIIA e MIIB influenciou diretamente o comportamento migratório destas células 

tumorais (Betapudi et al., 2006; Dulyaninova et al., 2007; Di Wu et al., 2009; Deryck 

et al., 2011; Kim & Adelstein, 2011). Siddarha et al., (2006) mostrou em seu estudo 

que um subtipo de miosina não muscular IIC é requerida para a ocorrência de 

citocinese em linhagens de células tumorais pulmonares. Apesar dos expressivos 

resultados, estudos in vitro necessitam ser interpretados com cautela em termos de 

implicações terapêuticas uma vez que estes estudos pobremente reproduzem o 

ambiente tridimensional, multicelular, hipóxico e vascular dos tumores in vivo. Não 

se tem realizado estudos in vivo explorando células epiteliais e em região oral de 

animais. Recente estudo realizado in vivo induzindo formação tumoral em pernas de 

ratos por indução de um agente pró-cancerígeno (Saha et al., 2011) após realização 

de imunolocalização para as três isoformas de miosina, identificou um significativo 

aumento de expressão de isoformas de miosina IIA e IIB em fibroblastos quando 

comparado o tecido sadio com o tecido tumoral, ao passo que a isoforma de miosina 

IIC expressou-se de forma desprezível. No presente trabalho, demonstramos pela 

primeira vez que as células dos fragmentos de peça cirúrgica oriundos do centro do 

tumor expressaram de maneira significativa as isoformas MIIA e MIIC quando 

comparadas com as células da zona livre de tumor, ao passo que as células 

oriundas de zona de invasão expressaram de maneira significativa a isoforma de 
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miosina IIB, indicando que estas isoformas podem participar de maneiras distintas 

na regulação do comportamento tumoral. 

Apesar dos avanços, ainda são necessários mais estudos observacionais que 

averiguem não apenas o grau de expressão dessas isoformas, mas também o seu 

nível de regulação. Adicionalmente, torna-se necessário comparar não apenas as 

zonas livres com as tumorais de biópsias de pacientes com alto grau de 

agressividade de tumor, mas também analisar e correlacionar as diferenças de 

expressão de miosina tipo II entre as lesões potencialmente malignas, para assim 

fornecer uma maior compreensão de como estas proteínas são reguladas durante a 

progressão tumoral.  
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7 CONCLUSÃO 

 

 A análise de fragmentos de tecidos de pacientes com carcinoma epidermóide 

bucal demonstrou que as três isoformas de miosina não muscular tipo II 

expressaram-se diferentemente e apresentaram distribuição distinta de acordo com 

a região de amostra do tumor. A zona livre de tumor teve uma fraca marcação e 

difusa distribuição para as isoformas de miosina IIA e IIB. No presente estudo as 

isoformas de miosina IIA e IIC pareceram estar mais relacionadas com o evento de 

proliferação tumoral, onde foi possível observar uma forte marcação de ambas para 

a região de centro de tumor bem como uma forte marcação para colocalização com 

o citoesqueleto de actina e ambas tiveram uma fraca marcação em região de zona 

de invasão. Ao passo que a isoforma de miosina IIB pareceu estar mais envolvida 

com o processo de invasão tumoral, onde revelou forte marcação tanto para a 

isoforma quanto para colocalização com citoesqueleto de actina em região de zona 

de invasão e uma fraca marcação para região de centro de tumor, indicando que as 

isoformas podem participar de formas distintas na regulação do comportamento e do 

desenvolvimento do tipo de tumor analisado. 
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9.3. Anexo C 
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10 APÊNDICES 

 

10.1. Apêndice A 
 

FACULDADE DE ODONTOLOGIA 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

Av. Ramiro Barcelos, 2492 Sala 503 
(51) 3308 5023 

 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

Você será submetido a uma cirurgia para fins de diagnóstico ou tratamento. O 
cirurgião irá remover um fragmento de tecido para realizar alguns exames. O 
resultado destes exames será utilizado para melhor planejar seu tratamento. Após 
os testes, o material que sobrar será descartado (jogado no lixo).  

Nós gostaríamos de guardar o tecido restante para pesquisas, que será 
coletado no bloco cirúrgico durante sua cirurgia. Se você concordar, este tecido será 
armazenado e poderá ser usado em pesquisas que nos ajudarão a melhor entender 
as doenças bem como a prevenção e o desenvolvimento de novos tratamentos.  

Dados sobre a pesquisa realizada com seu tecido e/ou sangue não estarão 
disponíveis para você ou seu cirurgião e estes dados não serão anexados ao seu 
prontuário. A pesquisa não terá nenhuma repercussão no seu tratamento.  

A escolha do armazenamento do tecido no Biorrepositório para pesquisas 
futuras é sua. Seu tratamento não será afetado independentemente da sua escolha. 
Caso decida autorizar o armazenamento do seu tecido, você poderá mudar de idéia 
a qualquer momento. Para isso você deve entrar em contato com a administração do 
Biorrepositório e solicitar a retirada do seu tecido.  

No futuro, pesquisadores poderão precisar de informações sobre sua saúde. 
Estes dados serão fornecidos pela administração do Biorrepositório, porém sem 
conter seu nome, endereço, número de telefone ou qualquer outra informação que 
permita o pesquisador ou outro membro da pesquisa identificá-lo.  

O tecido e/ou sangue poderão ser utilizados para pesquisas genéticas (estudo 
de doenças que ocorrem entre familiares). Se seu tecido e/ou sangue forem 
utilizados para este tipo de pesquisa, os resultados não serão colocados no seu 
prontuário. Seu tecido e/ou sangue serão usados somente para pesquisa e não 
serão vendidos . Não há riscos adicionais além da cirurgia já programada pelo seu 
cirurgião. A equipe de administração do Biorrepositório compromete-se a manter em 
sigilo as informações que possam identificá-lo, como nome, endereço e número de 
telefone.  

Pelo presente consentimento informado, declaro que fui esclarecido, de forma 
detalhada e livre de qualquer constrangimento, da justificativa e dos procedimentos 
que serei submetido pelo presente projeto de pesquisa.  
Fui igualmente informado da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou 
esclarecimento a qualquer dúvida dos procedimentos, riscos, benefícios e outros 
assuntos relacionados com a pesquisa.  
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O professor responsável pelo Biorrepositório da Patologia Bucal é o Prof. Dr. 
Manoel Sant’Anna Filho (fone: 51-3308 5011). O coordenador deste projeto de 
pesquisa é o Prof. Dr. Marcelo Lamers (fone:51-3308 5023).  

Qualquer dúvida referente a este termo de consentimento podem ser 
resolvidas diretamente com os pesquisadores responsáveis ou junto ao comitê de 
Ética da UFRGS (51-3308-3629)  
 
 
__________________________________________________________________  

     Nome e Assinatura do voluntário 
Data: _________________ Telefone: ____________________  
 
 
___________________________________________________________________ 

     Nome e assinatura do pesquisador  
Data: ___________________ Telefone: ____________________  
 
Observação: o presente documento, baseado no item IV das Diretrizes e Normas Regulamentares 
para Pesquisa em Saúde do Conselho Nacional de Saúde (resolução 196/96), será assinado em 
duas vias, de igual teor, ficando uma em poder do paciente e a outra da administração do Banco de 
Tecidos. 
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10.2. Apêndice B 
 
 

Prontuário:____________________ Data:__________ Entrevistador:______________ 

 

1. Dados Pessoais: 
 

1.1. Nome_____________________________________________ 

1.2. Identidade__________________________________________ 

1.3. Endereço___________________________________________ 

1.4. Telefone____________________________________________ 

1.5. Sexo    1( ) masculino       2( ) feminino 

1.6. Data de nascimento___________________________________ 

1.7. Qual sua idade hoje___________________________________ 

1.8. Sua raça ou cor 1( ) branca   2( ) negra   3( ) parda  4( ) amarela 5( ) indígena 

1.9. Você está 1( ) casado   2( ) solteiro   3( ) divorciado   4( ) viúvo 

1.10. Você é alfabetizado  1( ) sim   2( ) não 

1.11. Você estudou  1( ) nunca estudou   2( ) 1-4 série  3( ) 5-8 série  4( ) 2o grau 

incompleto  5( ) 2o grau completo 6( ) superior incompleto 7( ) superior completo 

 

2. Hábitos de Higiene Bucal 

2.1. Com que freqüência você escova os dentes  

1( ) 1x dia  2( ) 2x dia  3( ) 3x dia  4( ) mais que 3x dia  5( ) não escova 

2.2. Você divide sua escova com outras pessoas 1( ) sim   2( ) não 

2.3. O que você usa para limpar seus dentes  

1( ) nada  2( ) palito  3( ) fio dental   4( ) outro 

2.4. Você usa algum produto para bochecho 1( ) sim  2( ) não  

Qual _____________________________ Há quanto tempo__________________ 

2.5. Com que freqüência   

1( ) 1x dia  2( ) 2x dia  3( ) 3x dia  4( ) mais que 3x dia  5( ) não usa 

2.6. Quando iniciou o uso 1( ) antes  2 ( ) depois do diagnóstico de câncer 

2.7. Quando foi a última vez que você foi ao dentista 1( ) muitos anos atrás  

2( ) 1-3 anos atrás  3( ) menos de 1 ano atrás   4( ) não lembra  5( ) nunca visitou 

 

3. Percepção das Condições Bucais 

Nos últimos 12 meses você teve: 

3.1 mau hálito, gosto ruim 1( ) freq   2( ) ás vezes   3( ) raro 4( ) nunca 
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3.2 dor de dente 1( ) freq   2( ) ás vezes   3( ) raro 4( ) nunca 

3.3 dentes frouxos 1( ) freq   2( ) ás vezes   3( ) raro 4( ) nunca 

3.3 sensação de apertamento   1( ) freq   2( ) ás vezes   3( ) raro 4( ) nunca 

3.4 sensação de boca seca 1( ) freq   2( ) ás vezes   3( ) raro 4( ) nunca 

3.5 dor enquanto escova 1( ) freq   2( ) ás vezes   3( ) raro 4( ) nunca 

3.6. feridas na gengiva 1( ) freq   2( ) ás vezes   3( ) raro 4( ) nunca 

3.7. sangramento na gengiva 1( ) freq   2( ) ás vezes   3( ) raro 4( ) nunca 

 

4. Fatores Comportamentais 

4.1. Você fuma atualmente 1( ) sim   2 ( )  não 

4.2 Tipo _______________________________ 

4.3 Quantos cigarros por dia _______________ 

4.4 Há quantos anos _____________________ 

4.5 Você fumou anteriormente 1( ) sim  2( ) não 

4.6. Quantos cigarros por dia _______________ 

4.7. Por quantos anos _____________________ 

4.8 Quanto tempo faz que você parou de fumar_____________________ 

4.9 Você toma chimarrão 1( ) freq  2( ) ás vezes  3( ) raro  4( ) nunca 

4.10 Você ingere bebidas alcoólicas   

1( ) freq  2( ) ás vezes  3( ) raro  4( ) nunca   5( ) parou há ________ 

4.11 Qual tipo de bebida 1( ) nenhum  2( ) cerveja  3( ) cachaça  4( ) vinho 

4.12 Quantas doses/copos você ingere por semana___________________ 

4.13 Há quanto tempo 1( ) 1 ano  2( ) 5 anos  3( ) 10 anos  4( ) mais de 10 anos  

 

5. Fatores Psicossociais  

Nos últimos 3 anos você teve algum(a):  

5.1 problema sério de saúde   1( ) sim   2( ) não   3( ) não sei 

5.2 problema sério de saúde na família 1( ) sim   2( ) não   3( ) não sei 

5.3 morte de alguém próximo 1( ) sim   2( ) não   3( ) não sei 

5.4 outro problema tenha lhe afetado 1( ) sim   2( ) não   3( ) não sei 

 

Em relação ao seu presente trabalho: 

5.5 Você está 1( ) empregado 2( ) desempregado   3( ) aposentado, do lar  

5.6 Quantas vezes por semana você trabalha______ horas. Profissão: _________ 

5.7 Você esteve desempregado por mais de 3 meses nos últimos 3 anos  

1( ) sim  2( ) não 

5.8 Se esteve, por quanto tempo______________ meses 
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5.9 Você acha que os ganhos mensais de sua família  

1( ) não são suficientes para pagar suas contas    

2( ) são suficientes apenas para pagar as contas   

3( ) são suficientes para pagar as contas e economizar um pouco 

5.10 Você considera sua qualidade de vida  

1( ) muito ruim  2( ) ruim  3( ) razoável   4( ) boa   5( ) muito boa 

 

6. Nível Socioeconômico  

6.1 Quanto você recebe por mês  

1( ) até 1 SM   2( ) 1-2 SM  3( ) 2-3 SM  4( ) 4-5 SM   5( ) 5-10 SM    6( ) 10-20 SM  7( ) +20 

SM   8( ) não respondeu  9( ) não recebe salário 

Quantos.... você possui: 

6.2 Tv colorida 1( ) não possui 2( ) um 3( ) dois 4( ) três 5( ) quatro ou + 

6.3 rádio 1( ) não possui 2( ) um 3( ) dois 4( ) três 5( ) quatro ou + 

6.4 banheiro 1( ) não possui 2( ) um 3( ) dois 4( ) três 5( ) quatro ou + 

6.5 carro 1( ) não possui 2( ) um 3( ) dois 4( ) três 5( ) quatro ou + 

6.6 empregado(a) 

mensalista 
1( ) não possui 2( ) um 3( ) dois 4( ) três 5( ) quatro ou + 

6.7 aspirador de pó 1( ) não possui 2( ) um 3( ) dois 4( ) três 5( ) quatro ou + 

6.8 máquina de lavar 1( ) não possui 2( ) um 3( ) dois 4( ) três 5( ) quatro ou + 

6.9 videocassete ou DVD 1( ) não possui 2( ) um 3( ) dois 4( ) três 5( ) quatro ou + 

6.10 geladeira 1( ) não possui 2( ) um 3( ) dois 4( ) três 5( ) quatro ou + 

6.11 freezer (indep. ou 

geladeira duplex) 
1( ) não possui 2( ) um 3( ) dois 4( ) três 5( ) quatro ou + 

 

6.12 Quantas pessoas dependem economicamente de você __________ 

6.13 Quantas pessoas moram com você________________ 

 

7. História Médica 

7.1 Diabetes 1( ) sim 2 ( ) não 3( ) não sei 

7.2 Asma, alergia a alimentos, pó 1( ) sim 2 ( ) não 3( ) não sei 

7.3 Doença cardíaca ou renal 1( ) sim 2 ( ) não 3( ) não sei 

7.4 Artrite 1( ) sim 2 ( ) não 3( ) não sei 

 

7.5 Outro problema de saúde (HIV, hepatite...) 

1( ) sim 2 ( ) não 3( ) não sei 

Qual?  
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7.6 Você está usando alguma medicação 1( ) sim 2 ( ) não 3( ) não sei 

Qual?  
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10.3. Apêndice C 
 
 
Ficha de Informações dos Pacientes HCPA 

Paciente número_____________________________ 

Leito______________________________________ 

 

Sexo ( ) 1 masculino       ( ) 2 feminino 

 

Prontuário_______________________________ 

 

Data da Cirurgia__________________________ 

 

Localização do Tumor_____________________________________________ 

 

Estadiamento_____________________________________________________ 

 

Tumor Primário ( ) 1                Metástase ( ) 2 

 

Tumor: 

Tamanho___________________________________ 

 

Macroscopia____________________________________________________________ 

 

Número do AP__________________________________________________________ 

 

Graduação HP___________________________________________________________ 

 

Número de fragmentos: ___________________________________________________ 

 

Número no Biorrepositório_________________________________________________ 
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