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RESUMO

Lessa RC. ldentificagio de genes hiperexpressos em carcinomas

epidermoides de cavidade ora!. Sdo Paulo; 2007. [Dissertagdo de

mestrado-Fundag6o AntOn io Prudentel.

O carcinoma epiderm6ide de cavidade oral 6 uma das maiores causa de

morbidade e mortalidade no mundo, sendo a sexta neoplasia mais comum.

Mundialmente, s6o diagnosticados, a cada ano, 500.000 novos casos de

cAncer da cavidade oral e da faringe. Apesar dos avangos no tratamento

destas neoplasias, alguns pacientes apresentam evolug6es distintas no

curso da doenga e evoluem com met5stases locoregionais e obito. As

diferengas na evolugdo cllnica de tumores morfologicamente iguais e em um

mesmo est6gio clinico estSo relacionadas a diversas vias de carcinog6nese

que s6o respons6veis pelo progresso dos carcinomas epiderm6ides; sendo

assim, esses tumores podem apresentar comportamentos distintos devido a

diversos padr6es de express6o g6nica. A andlise do perfil de expressSo

gCnica dos tumores, em relagSo ao tecido normal, poder6 identificar novos

potenciais marcadores de diagn6stico, progn6stico e no desenvolvimento de

alvos terap6uticos. O objetivo desta pesquisa foi identificar, por meio da

busca em bancos de dados priblicos de bibliotecas de ORESTES

provenientes de cabega de pescogo, genes que apresentavam expressSo

diferencial em tecidos normais e neopl5sicos. Posteriormente, estas

diferengas foram confirmadas por RT-PCR em tempo real, atrav6s da

an6lise dos niveis de expressSo g6nica em amostras de carcinomas

epiderm6ides de cavidade oral. Foram identificados '109 genes

diferencialmente expressos atrav6s desta an6lise, sendo que destes 40

genes apresentavam hiperexpressSo quando comparados os tecidos

tumorais com os normais. Estes genes tiveram sua hiperexpressSo

confirmada atrav6s dos dados de EST's, sendo entio selecionados 10

genes (ALDOA, AHSAI, ARHGAPI, HDACI, KRT5, KRTOA, POLQ,



PABPC|, RPL19 e RPL23) em que foi levado em considerag6o o nivel de

expressSo dos transcritos, comparagio entre regi6es cromoss6micas

conhecidas como regi6es de ganho, descritas na literatura, o processo

biol6gico e fungSo celular em que o gene est5 envolvido, e a disponibilidade

de anticorpos comerciais, para terem sua expressSo diferencial avaliada em

quarenta e oito amostras de carcinomas epiderm6ides de cavidade oral e em

vinte e cinco amostras de tecidos normais de mucosa de cavidade oral. Este

trabalho permitiu demonstrar que a estrat6gia de escolha de genes, a partir a

anSlise das bibliotecas de ORESTES, foi adequada, pois genes

selecionados para validagdo apresentaram aumento de expressio nas

amostras tumorais analisadas. A quantificagio da expressSo desses genes

revelou que tr6s deles (ALDOA, AHSA1 e POLQ) apresentaram-se com

aumento da expressSo de pelo menos duas vezes em mais de 40% das

amostras testadas, em relagdo d media dos valores de Ct das amostras de

tecidos normais. O aumento de expressSo destes genes nas amostras

tumorais pode indicar uma associagio destes com o processo de

carcinogdnese, por6m estudos mais amplos devem ser realizados a fim de

elucidar e confirmar os achados.



SUMMARY

Lessa RC. fidentification of overexpression genes in ora! squamous

cells carcinomasl. 56o Paulo', 2007. [Dissertagao de mestrado-Fundagio

Ant6nio Prudentel.

Oral squamous cells carcinoma is one of the most reasons of morbidity and

mortality in the world, being the sixth most common malignancy. Annually,

about 500000 new oral and pharyngeal cancers have been diagnosed in the

world. Although the advances in treatment of these neoplasias, some

patients present distinct evolutions in the course of the illness and evolve

with metastases locoregional and death. The differences in clinical evolution

of match morfological tumors and showing same clinical stage are related to

several ways of carcinogenesis that are responsible for the squamous cells

carcinomas progress, thus, these tumors may play distinct behaviors due

several standards of gene expression. The tumors gene expression analysis

may identify new potentials marking of diagnosis, prognostic and in the

development of therapeutical targets. The aim of this research was to identify

genes that are differentially expressed in normal and tumors tissues in public

databases of head and neck ORESTES libraries. Later, these differences

had been confirmed by quantitative real time PCR through the analysis of the

gene expression levels in samples of oral squamous cells carcinomas. This

first analysis had been identified a set of 109 distinguishing express genes,

for a subset of 40 genes were overexpressed when comparing the tumor

tissues with the normal ones. These genes had had its overexpression

confirmed through the database of EST' s, and we selected 10 (ALDOA,

AHSA1, ARHGAP1, HDAC1, KRTI, KRT6A, POLQ, PABPC1, RPL19 ANd

RPL23) best genes candidates for further validation in forty-eight samples of

oral squamous cells carcinomas and in twenty-five normal oral samples. We

demonstrate that the strategy of genes choice through the ORESTES

libraries analysis was adjusted, therefore genes selected for validation had



conferred increase of expression in the tumors samples. The quantification of

these genes expression revealed that three of them (ALD)A, AHSA1 and

POLQ) had been presented with increase of the expression at least two

times in more than 40o/o of tested samples, in relation to average Ct's values

of the normal tissues samples. The genes overexpression in the tumors

samples can indicate an association of these with the process of

carcinogenesis, however ampler studies must be carried to elucidate and

confirm the findings.
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1

1 TNTRODU9AO

1.1 CANCER ORAL

o cdncer de cavidade oral refere-se ao subgrupo de neoprasias de

cabega e pescogo as quais se desenvolvem em l6bio, mucosa jugal, 6reas

retromolares, sulcos buco-alveolares, superior e inferior, llngua, rebordo

alveolar superior e inferior, assoalho de boca e palato duro, de acordo com a

classificagSo lnternacional de Doengas (lcD vers6o 10 categorias c06).

Das neoplasias que acometem a cavidade oral, o carcinoma

epiderm6ide representa de 90o/o d 95% dos tumores malignos que afetam

este sitio anatOmico, sendo considerados as neoplasias epiteliais mais

agressivas. Outras histologias menos freqUentes que podem acometer esta

localizagSo sdo os carcinomas de gldndulas salivares menores, linfomas,

melanomas e sarcomas (GREENLEE et al. 2001; JOHNSON 2003;

TSANTOULIS et a\.2007; PEREIRA et al. 2007).

O carcinoma epiderm6ide e geralmente caracterizado como exofitico

ou ulcerativo ou ainda uma combinagSo destas duas caracteristicas. Os

carcinomas exoflticos sio mais raros, apresentam crescimento mais lento e

s5o menos infiltrativos do que as les6es ulceradas. Estas, por sua vez, sio

mais comuns, e geralmente aparecem como Ulceras vermelhas ou

acinzentadas, com bordos elevados e f5cil sangramento. Estas lesOes

ulceradas podem ser profundamente infiltrativas (DAS e NAGPAL 2OO2).
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Estas les6es sio classificadas tamb6m por seu grau de diferenciagdo como:

bem diferenciado ou grau l, moderadamente diferenclado ou grau ll e pouco

diferenciado ou grau lll (PEREIRA et at. 2007).

Estimativas do INCA para o ano de 2006 apresentam o cAncer de

cavidade oral como i quinta neoplasia mais comum em homens, no Brasil,

contabilizando 10.060 novos casos. Nas mulheres esta estimativa 6 de 3.410

casos, sendo a oitava neoplasia mais freqUente (Minist6rio da Sa0de 2005).

No periodo entre 1979 e 2002, houve 38.263 mortes por c6ncer orar

no Brasil. lsto corresponde a 1,8o/o do total de mortes devido a neoplasias

neste perlodo (BolNG et al. 2006). Estudo realizado por BIAZEVIG et at.

(2006), neste mesmo perlodo, mostrou uma tend6ncia global de incremento

do aumento na mortalidade por cincer de boca e orofaringe na cidade de

sdo Paulo, sendo que o c6ncer de llngua foi respons6vel por mais de um

tergo desses 6bitos. Esta neoplasia apresenta taxas de mortalidade entre

homens e mulheres em uma proporgSo de 4:1.

O c6ncer oral apresenta-se entre a oitava posigSo na inciddncia de

c6ncer no mundo, com variag6es epidemiol6gicas entre as diferentes

regiOes geogr6ficas. Estas neoplasias s6o, na sua maioria, diagnosticadas

em em est6gios avangados da doenga, constituindo, assim, um grande

problema de sauide p0blica (PARKIN et al. 1993; MASSANO et al. 2006).

Apesar dos modernos avangos nos m6todos de diagnostico e

tratamento, incluindo a maior utilizagdo dos regimes quimioter6picos, as

taxas de sobrevida globais entre os pacientes com cdncer de cabega e

pescogo, incluindo os tumores de cavidade oral, nio tOm sido modificadas
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(VARTANIAN et al. 2006). Nas 0ltimas d6cadas, ocorreu uma diminuig6o na

taxa de mortalidade em alguns sitios anat0micos para estes carcinomas,

por6m a cavidade oral nio seguiu esta tendOncia (BolNG et al. 2006).

A etiologia do cAncer de boca e orofaringe 6 multifatorial, integrando

fatores end6genos, como a predisposlgdo gen6tica e fatores ex6genos

ambientais e comportamentais, por6m os maiores determinantes para o

risco de cincer oral no Brasil s6o o tabaco e o consumo de bebidas

alco6licas.

A maior incid6ncia do carcinoma de cavidade oral deve-se a

exposigSo ao tabaco, considerada como respons5vel por 50 a g0% dos

casos em todo o mundo. A incidCncia desta neoplasia em fumantes de

cigarro e de 4 a 7 vezes maior do que em ndo fumantes (NAGLER et al.

2004). BosETTl et al. (2006) mostraram que o risco para desenvolvimento

de neoplasias em ex-fumantes mantinha-se elevado por pelo menos 10 anos

ap6s estes pararem de fumar, diminuindo em torno de 40o/o depois destes

periodo. Alem disso, os ex-fumantes apresentavam duas vezes mais risco

de desenvolverem a doenga do que pessoas que nunca fumaram (SCULLY

e BAGAN 2007).

No tabaco, podem ser identificadas cerca de 4.700 subst6ncias

toxicas tanto na fumaga como no pr6prio tabaco. Dentre estas, 60

apresentam agSo carcinog6nica conhecida, destacando-se as nitrosaminas e

os hidrocarbonetos que estSo presentes em altos niveis em fumantes. Alem

destes, outros compostos s6o formados durante o processo de combustio

do tabaco, como o c6dmio, pol6nio-210, benzopirenos e formaldeldo. Alem
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da ag6o das substancias cancerigenas, a exposigio contlnua ao calor

desprendido pela combust6o do fumo potencializa as agress6es sobre a

mucosa da cavidade bucal WINN 1997; RODU e JANSSoN 2004).

O ato de fumar e/ou mascar tabaco aumenta a permeabilidade da

mucosa bucal promovida pela ag6o destes v6rios agentes carcinOgenos.

Este evento facilita a penetragio das nitrosaminas na mucosa bucal,

desencadeando as reag6es oxidativas, que t6m sido implicadas na iniciagao

de reag6es que produzem radicais livres nos eventos celulares. Assim, a

presenga de oxigEnio reativo pode causar dano ao DNA, o que pode resultar

em mutag6nese e em alteragSo no ciclo celular (ZAIN 2001;

WARNAKULASURIYA et al. 2005).

O consumo de 6lcool apresenta um aumento do risco de g,2 vezes

para ocorr6ncia do c6ncer de boca, faringe e supraglote entre etilistas que

nunca fumaram, quando comparados com n5o etilistas (VISwANATHAN e

WILSON 2004). BROUHA et al. em 2005 mostraram que etilistas e fumantes

s6o os que mais retardam o diagn6stico das les6es de cavidade oral e

faringe.

O dlcool pode ter uma ag6o direta ou indireta sobre a mucosa oral;

este evento ocorre pela conversSo do etanol em acetaldeido promovido

pelas bact6rias da microflora oral, principalmente entre os consumidores de

bebida e tabaco. o dlcool age como um solvente que aumenta a penetragio

dos compostos carcin6genos na mucosa, devido d alteragSo molecular das

membranas celulares. Al6m disso, o alcoolismo cr6nico provoca alteragSo

das gldndulas salivares e, com isso, ha um impacto no fluxo e na
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composigao salivar. Deste modo, a mucosa bucal torna-se lubrificada

insuficientemente, levando a uma maior exposigdo aos carcin6genos

(SCHWARTZ et al. 2oo1; PoSCHL e sEtrZ 2004; HUNTER et al. 2005).

A agSo de agentes virais HPV-Human papillomaviruses - e o HSV-

Herpes simplex viruses - tem sido relacionada com a patogOnese dos

carcinomas epiderm6ides de cabega e pescogo, mas este contexto ainda

mant6m controv6rsias. Podem ainda ser identificados como fatores de risco

para desenvolvimento destas neoplasias o status socioecon6mico, a

moradia em 5reas rurais, a idade, os h6bitos alimentares, a exposigio

ocupacional, o uso de enxaguat6rios bucais, os mecanismos humorais ou

celulares do sistema imunol6gico, por6m estes ainda ndo apresentam seu

papel bem estabelecido (ELMORE e HORWTTZ 1995', cAGARt e KABANI

1995; HASHIBE et al. 2003; BSOUL et al. 2005).

A doenga periodontal cr6nica, a m6 higiene oral, pr6teses mal

adaptadas, ou m6 conservagio dental, tcm sido sugeridas como co-fatores

para o desenvolvimento destas neoplasias (BSOUL et al. 2005). O

desenvolvimento dos carcinomas epiderm6ides de cavidade oral pode ainda

estar relacionado com predisposigio gen6tica familiar (FRANCO et al. 1989;

BIAZEVIC et al. 2006; SCULLY e BAGAN 2007).
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1.2 PROGNOSTICO

O estadiamento do cincer oral 6 convencionalmente realizado com o

uso do sistema de classificagio TNM (Tumor, N6dulo, Metdstase) e sua

variante pTNM, que s6o baseados na avaliaqdo clinica e patol6gica do

tamanho do tumor e envolvimento linfonodal. Contudo, o tradicional

estadiamento 6, na maioria das vezes, inadequado e nem sempre fornece

informagoes precisas sobre o prognostico. Modelos prognosticos que

consideram mfltiplos parimetros e sistemas de scoring baseados em

vari6veis histol6gicas como espessura m6xima do tumor, profundidade de

invasdo, grau de diferenciagSo e invasSo linfovascular e perineural, est6o

sendo utilizados para redefinir o progn6stico e permitir a selegio do

tratamento mais apropriado (KANE et al. 2006; TSANTOULIS et al.2007).

KOWALSKI e CARVALHO (2001) citam, em sua revisSo de literatura,

que o progn6stico das les6es de cabega e pescogo de uma forma em geral,

incluindo as les6es de cavidade oral, est6 diretamente relacionado ao

est6gio clinico em que estas neoplasias foram diagnosticadas. Pacientes

com les6es em est6gios avangados (Estadio lll ou lV) apresentam um

progn6stico pior do que aqueles que sio clinicamente diagnosticados com

les6es em est5gio inicial (Estadio I ou ll).

MASSANO et al. (2006) citam em sua revisio que o atraso no

diagn6stico destas neoplasias aumenta a possibilidade de um maior

crescimento e progressSo tumoral e, consequentemente, o agravamento do

progn6stico. Este fator estd diretamente associado ao mau progn6stico
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destas lesoes, uma vez que a taxa m6dia de sobrevida em cinco anos para

os est6gios iniciais 6 de 80%, enquanto que, nos estdgios avangados, esta

taxa cai para 49o/o. A met6stase linfonodal 6 o fator progn6stico mais forte

para os carcinomas epiderm6ides de cabega e pescogo, sendo que sua

presenga est6 associada d diminuig6o da sobrevida global pela metade,

assim como o aumento das taxas de recorrOncias (MASSANO et al. 2006).

Baseando-se nestes fatos, e altamente recomendado que o

tratamento do cdncer deva ser iniciado logo apos o diagn6stico, para que

ndo haja progressdo da lesSo e para que esta progressio n6o afete o

planejamento do tratamento, com possibilidade de influ6ncia negativa no

progn6stico (FREEMAN 1 998).

Para que haja confirmagio da suspeita clinica de c6ncer, os exames

complementares s5o essenciais para o diagn6stico e estadiamento. No

entanto, os dados cllnicos e histopatol6gicos, utilizados na pr6tica clinica

para o planejamento terapoutico, mesmo quando analisados em conjunto,

n6o sdo preditivos da evolugdo cllnica p6stratamento em um nfmero

significativo de casos. A identificagSo de outros fatores preditivos do

progn6stico 6, portanto, imperativa (CARVALHO et al. 2000, 2OO4).

Atualmente, o tratamento dos carcinomas epiderm6ides envolve a

cirurgia, a radioterapia, a quimioterapia ou a integragio destas terapias. A

cirurgia 6 o tratamento de escolha para as neoplasias de cavidade oral e 6

indicada para a resseca6o de les6es em est6gio inicial, sendo que, para as

lesOes em est6gio avangado, incluem-se a remogSo dos linfonodos regionais
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do pescogo, e associagio com a radioterapia (DAS e NAGpAL 2002, cHlN

et al. 2005; KORNBERG et at. 2005).

Devido ao melhor entendimento do comportamento biol6gico das

neoplasias houve mudanga no seu tratamento, com a implementagio de

altas doses de terapia radioterdpica p6s-operat6ria, os avangos na

tecnologia da radiagSo localizada e t6cnicas cinirgicas, houve uma melhoria

no tratamento destas neoplasias, conseguindo assim um acr6ssimo na

sobrevida dos pacientes. Apesar de todas esses alteragOes que ocorreram

no tratamento das neoplasias, a biologia do tumor representa a mais

importante causa da recorrOncia das lesOes (CARVALHO et al. 2003).

A cura destes paclentes depende do est5gio da doenga e o sitio

especlfico do tumor. As taxas de recorr6ncias locais e regionais, atualmente,

sio os maiores problemas terap6uticos destas neoplasias. N6o so tumores

avangados, mas tamb6m alguns tumores em estdgios iniciais apresentam

altas taxas de recorr6ncia e, consequentemente, altas taxas de mortalidade

(BUNDGAARD et al. 1996; cARzlNo-DEMo et al. 2006; LUNG et at. 2006).

As taxas de metdstases d distAncia, para estas neoplasias, variam de 4oh a

260/o, sendo relativamente menor quando comparado a outras neoplaslas.

Estas met6stases clinicamente se manifestam dois anos ap6s o diagn6stico

do tumor primdrio, e a taxa de sobrevida do paciente 6 de aproximadamente

cinco meses (GARAVELLO et al. 2006).

Observa-se na clinica uma diferenga no curso da doenga de

determinados pacientes. alguns tumores pequenos seguem um curso

agressivo com desfecho fatal, enquanto que tumores maiores podem
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apresentar um curso livre de recorrencia. Alem disso, podem ser

observados, tamb6m, pacientes com mesmo est6glo clinico, apresentando

evolugSo cllnica diferente, evoluindo para quadros metast5ticos, seguidos de

6bito.

Por este motivo, pesquisas na drea de biorogia morecular t6m sido

realizadas, a fim de elucidar eventos na progressio dos tumores que

promovam estas alterag6es de prognostico, para que se possa adequar o

tratamento e proporcionar uma taxa de sobrevida melhor para todos os

pacientes portadores destes carcinomas.

1.3 ALTERA9oES C|TOGENEflCAS E MARCADORES

MOLECULARES

Em 2000, SCULLY et al. Demonstraram, atrav6s de uma revisio de

literatura, que o desenvolvimento do cAncer oral parece ser conseqU6ncia de

mfltiplos eventos gen6ticos em muitos cromossomos e genes. A

consequencia deste dano nos cromossomos 6 a alterag6o na regulagao

celular e nos sinais celulares, do ciclo de divisEo celular e dos mecanismos

de reparo aos danos celulares ou eliminagio de c6lulas n6o funcionais.

Estas alterag6es gen6ticas resultam na inativagdo de genes supressores

tumorais e ativagSo de proto-oncogenes por delegOes, mutag6es pontuais, e

amplificag6es gOn icas.

O ac0mulo destas alterag6es gen6ticas, durante um perlodo de

tempo, parece levar d perda da regulagdo celular, at6 o ponto em que o
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crescimento se torna autOnomo e os mecanismos invasivos conduzem ao

desenvolvimento do carcinoma.

DAS e NAGPAL (2002) citaram, em uma revis6o de literatura, que a

instabilidade gen6mica i'eflete a susceptibilidade do genoma em adquirir

m[ltiplas alterag6es, como a perda de heterozigosidade e a instabilidade

microsat6lite, as quais pode contribuir para a inativag6o dos genes

supressores do tumor. A frequente perda de heterozigosidade nos

cromossomos 3p, 6p, 7p, 8q, 9p, 13q, 17p e 18q tem sido demonstrada em

diversos estudos, como o evento inicial no carcinoma epiderm6ides de

cavidade oral, e tem sido associada com o progn6stico de lesOes pr6-

malignas para estes carcinomas (BERGAMo et al. 2000; sINGH et al. 2oo2;

KIM e CALIFANO 2004).

HUANG et al. (2002) demonstraram que as regiOes mais comuns de

ganho cromoss6mico envolviam 3q, 8q, 5p, 11q12-13 e gq nos carcinomas

epiderm6ides de cavidade oral. A amplificag6o da regiio 11q13 e a

superexpressio da ciclina D1 loram observados em 30 a 60% dos casos

destes carcinomas e tom sido associadas com o aumento das taxas de

met6stases linfonodais e pior prognostico (HUANG et al. z0o2; PEREZ-

ORDONEZ et al. 2006).

Observou-se, ainda, a amplificagSo e hiperexpressio do c-myc/N-myc

em 20 a 40o/o dos c6nceres orais, enquanto que os int-2, hst-l, em 30 a SOo/o

dos carcinomas epidermoides de cavidade oral. Estas amplificag6es est6o

associadas com o mau prognostico destas neoplasias e exercem um papel

importante na tumorig6nese destes carcinomas, estando relacionados com a

FUNDAQAO ANTONTO

PR UD ENTE
BIBLIOTECA
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perda de diferenciagio dos tumores (NAGAI l ggg). Recentemente, a

ativagSo constitutiva do Sfaf-3 tem sido proposta como sendo o evento inicial

na carcinog6nese oral (DAS e NAGpAL 2002).

lnvestigagOes recentes t6m demonstrado numerosos alvos biologicos

para terapia de v6rios cAnceres. Novos tratamentos t6m sido desenvolvidos

com base nestas novas descobertas, incluindo o adenovirus como mediador

do p53 para o interior celular, os inibidores de tirosina quinase bcr-abl e o

bloqueio do receptor do fator epidermal de crescimento por anticorpos

monoclonais (GONZALEZ et al. 2003).

Os carcinomas de cavidade oral apresentam expressio do receptor

do fator de crescimento epidermal (EGFR), o qual tem sido proposto como

um importante alvo terap6utico. A superexpress6o deste fator tem sido

associada com pior progn6stico, resistoncia ao tratamento, maior

angiog6nese, aumento da proliferagEo e pela express6o de mediadores do

fen6tipo metast6tico (DAS e NAGPAL 2002; MODJTAHEDT 2005).

O uso dos inibidores do EGFR pode exercer um importante papel no

tratamento destas les6es, em combinagSo com outros agentes biologicos,

radioterapia ou quimioterapia. Apenas 20 a 30o/o dos pacientes que

apresentam tumores EGFR dependentes sio beneficiados por esta terapia,

al6m disso o tratamento crOnico pode levar ao desenvolvimento de

resist6ncia a estes inibidores. Por isso, 6 importante a busca por novos

marcadores para estabelecer um painel de valor cllnico e biologico os quais

possa ser usado n6o s6 para selecionar quais os pacientes que podem

ganhar melhores beneflcios com o uso dos inibidores do EGFR, como
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tamb6m atender aqueles que apresentem outros perfis de alterag6es

moleculares (MODJTAHEDI 2005; BONNER et at. 2006).

A an6lise e identificagSo de alvos moleculares t6m o potencial de

poder auxiliar na prevengSo, diagnostico e planejamento terap€utico do

cancer de cabega e pescogo. Ndo ha, atualmente, nenhum marcador

molecular especlfico em uso que possa predizer o comportamento dos

carcinomas epiderm6ides de cabega e pescogo. A identificagdo de

marcadores com relevdncia biologica pode levar ao desenvolvimento de

estrat6gias terap6uticas mais eficientes contra uma populagio especifica de

pacientes que n6o apresentem resposta satisfatoria aos tratamentos

convencionais (MODJTAHEDI 2005).

A atividade de genes expressos em neoplasias malignas em

comparagSo com seus correspondentes em tecidos normais, pode ajudar a

delinear a extens6o da origem das alteragOes moleculares e elucidar os

mecanismos da tumorigOnese (BRENTANI et al. 2003).

1.4 PROJETO GENOMA HUMANO DO CANCER

Em 1991, ADAMS et al. propuseram o m6todo de seqUenciamento

parcial das mol6culas de RNA mensageiro, o qual permitiu o aumento no

n0mero de genes humanos conhecidos e a identificag6o de uma grande

s6rie de genes importantes em diversas patologias e processos celulares.

Esta t6cnica 6 denominada ESr seguencing (sequenciamento de "etiquetas

de genes expressos") e consiste na obtengdo de uma seqU6ncia parcial,



13

derivada de uma das extremidades dos RNAs mensageiros transcritos a

partir dos genes. Estas sequoncias, ainda que parciais, sdo armazenadas

em bibliotecas e refletem a populagSo de genes transcritos em uma c6lula.

Nesta t6cnica, geralmente, a informagio gerada 6 oriunda das extremidades

dos genes, portanto a porgdo central destes ndo 6 representada.

DIAS NETO et al. (1997) desenvolveram uma t6cnica de

sequenciamento da regiio central dos transcritos g6nicos que foi

denominada de oRESTES (open Reading Frames Expressed sequences

rags). Este m6todo permite a obtengio de sequCncias de DNA

extremamente ricas em informagOes complementares, sendo que os dados

obtidos podem ser somados com dados disponfveis em base de dados

publicos para melhor caracterizagdo das sequOncias g€nicas (DE soUZA et

al. 2000; DIAS NETO et al. 2000; CAMARGO et at. 2001).

A t6cnica de ORESTES baseia-se na geragdo de pequenos

fragmentos de cDNA atrav6s de RT-PCR, usando primers com sequOncias

arbitr6rias, sobre condig6es de baixa estring6ncia. Esta t6cnica permite uma

melhor amostragem dos transcritos raros, o que se reflete em uma tend6ncia

de normalizag?,o dos dados obtidos (DIAS NETO et al. 2000; CAMARGo et

al. 2001).

Em 1999, o lnstituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cdncer e a FApESp

financiaram a realizagao do Projeto Genoma Humano do c6ncer (HCGp), o

qual tinha por objetivo descobrir novos genes envolvidos na formagSo dos

tumores de maior importdncia epidemiol6gica no Brasil, atrav6s da an6lise

de bibliotecas de ORESTES. Neste projeto, foram gerados mais de um
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milhio de ORESTES, provenientes de 31 tipos de tecidos, sendo que,

dentre estes, cerca de 30% representavam sequ6ncias humanas ineditas.

Todas as sequoncias produzidas neste projeto foram depositadas em

bancos de dados p0blicos, permitindo o seu uso por toda a comunidade

cientifica internacional (www.ncbi.ntm.nih.qov) (DE SouzA et al. 2000; DIAS

NETo et al. 2000). Atraves do m6todo de ORESTES, foram geradas cerca

de 200.000 seqU6ncias oriundas de tecidos tumorais e normais de cabega e

pescogo.

REIS et al. (2005) realizaram um estudo de expressdo g€nica grobal,

baseado nos dados de oRESTES, disponiveis no banco de dados p0blicos,

provenientes de amostras de carcinomas epiderm6ides de cabega e

pescogo e tireoide. Neste estudo, foram selecionadas as sequencias que

mapeavam regi6es gen6micas onde jd havia sido descrita a perda de

heterozigosidade ou amplificag6es em carcinomas epiderm6ides de cabega

e pescogo e tiroide. Dentre estas seqU6ncias, foram identificados genes

diferencialmente expressos nos tumores em relagio ao tecido normal.

Alguns dos genes candidatos foram validados por RT-PCR em tempo real e

foi confirmada a hiperexpressSo de dois destes genes em tumores de laringe

e de cavidade oral. Estes resultados demonstram o potencial da estrat6gia

de utilizagio dos dados de ORESTES para a identificagdo de genes

humanos diferencialmente expressos e que podem ser candidatos a

marcadores moleculares para diagn6stico ou progn6stico destas neoplasias.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAL

o objetivo deste estudo 6 identificar novos genes que apresentem

hiperexpressSo em carcinomas epidermoides de cabega e pescogo.

2.2 OBJETIVOSESPECIFICOS

a ldentiflcar genes hiperexpressos em carcinomas epiderm6ides de

cabega e pescogo, atrav6s da comparagdo dos dados priblicos de

ORESTES, gerados a partir de amostras de carcinomas epiderm6ides

de cabega e pescogo e tecidos normais.

validar a hiperexpressSo destes genes selecionados em amostras de

carcinomas epidermoides de cavidade oral, comparando com a

expressSo em mucosa normal.

ldentificar genes constitutivos mais est6veis para serem utilizados

como normalizadores em estudos de expressdo g6nica de RT-PCR

em tempo real, em amostras de cavidade oral.

o

a
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3 MATERTAIS E METODOS

3.1 CASUISTTCA E OBTENqAO OES AMOSTRAS DE TECIDO

Para selegSo das amostras utilizadas na validagdo dos genes

candidatos, foi realizado um levantamento de dados no Servigo de Arquivo

Medico e Estatlstico (SAME) do Hospital do c6ncer A.c. camargo, por meio

de an6lise dos prontu6rios de pacientes atendidos neste hospital, no perlodo

de 2000 a 2005. Foram selecionados os pacientes portadores de carcinomas

epiderm6ides prim5rios de cavidade oral, os quais ndo receberam nenhum

tratamento pr6vio e que possufam amostras disponiveis no banco de

tumores.

A utilizagSo das amostras foi autorizada pela ComissSo de Etica em

Pesquisa do Hospital do CAncer A.C. Camargo (Processo n'738/05) e o

termo de consentimento p6s-informado foi devidamente assinado por todos

os pacientes. As amostras foram colhidas a fresco durante o ato cir0rgico e

submetidas a exame intra-operat6rio pelo m6todo de congelamento paru a

selegSo de 6reas tumorais representativas e livres de necrose. As amostras

foram submetidas a congelamento r6pido em nitrogEnio liquido e

armazenadas a -70o C no Banco de Tumores do Hospital do C6ncer A.C.

Camargo.

Atrav6s de uma colaboragSo com a Escola Baiana de Medicina e

sa[de P(blica - curso de odontologia, tamb6m puderam ser utilizadas no
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estudo 25 amostras de mucosa normal provenientes de individuos sadios e

que n5o apresentavam nenhuma alterag6o patol6gica na cavidade oral.

Estes individuos foram submetidos a cirurgias pr6-prot6ticas ou cirurgia de

3' molares inclusos. Estas amostras foram colhidas no momento da cirurgia

e foram congeladas imediatamente em banho de gelo seco e etanol e, em

seguida, foram estocadas em freezer -70"C.

Dentre as amostras tumorais, encontravam-se amostras de assoalho

bucal (11 casos), llngua oral (28 casos), e drea retromorar (4 casos). As

amostras normais estavam divididas entre os sitios anatOmicos de Srea

retromolar (15 casos), gengiva inferior (6 casos) e gengiva superior (4

casos).

As amostras tumorais representam todos os estadios clfnicos, sendo

que 4o/o dos casos eram estadio l, 30% estadio ll, 28o/o estadio llt e 3g%

estadio lV. Estes dados refletem a descrigSo da literatura de que os tumores

de cavidade oral s6o geralmente diagnosticados em estddios avangados.

3.2 EXTRAqAO DE RNA

A extragio dos RNAs das amostras foi realizada utilizando-se o

reagente Trizol (lnvitrogen), seguindo as recomendagOes do fabricante.

Basicamente, cada amostra foi homogeneizada com 800 pl de trizol e 20 pl

de glicog€nio (10 pg/pl) e em seguida incubada por 5 minutos d temperatura

ambiente. Ap6s esta incubagSo, foram adicionados 160 pl de cloroformio e

apos centrifugagio por 5 minutos para separar as fases, a fase aquosa
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(superior) foi transferida para um novo tubo e re-extralda com g00 pl de

Trizol e 160 prl de clorof6rmio. Ap6s nova centrifugagio por5 minutos para

separar as fases, a fase aquosa (superior) foi novamente transferida para

um outro tubo e os RNAs foram precipitados pela adig6o de 0,7 volumes de

isopropanol gelado, e incubados a -20"c, por 12 horas. Ap6s este perlodo,

os tubos foram centrifugados por 30 minutos a 4"c a 12.ooa rpm. o

sobrenadante foi descartado e o peltet de RNA foi lavado com 500 pl de

etanol 70%. o pellet foiseco e dissolvido em 40 plde 6gua livre de RNAase.

Ap6s a extragSo, todos os RNAs obtidos foram quantificados em

espectrofotOmetro (NANO DR2P-ND1000) e suas integridades foram

avaliadas atrav6s de eletroforese em gel de agarose 1% contendo 0,5 pg/ml

de brometo de etidio. Para isso, utilizou-se 1pg de cada RNA, em um

volume de 5 pl, acrescentando-se igual volume de tampio desnaturante (2X

TAE, 7M de Ur6ia e 30% de Glicerol). As amostras foram incubadas a 65oc

por 10 minutos antes de serem submetidas i eletroforese.

os RNAs das amostras tumorais foram extraidos pelo Banco de

Acidos Nucl6icos do Hospitaldo CAncer A. C. Camargo.

3.3 SirureSe DE CDNA

Apos a extragdo e avaliagSo da qualidade, os RNAs das amostras

foram utilizados para a slntese de cDNAs. Para isso, 2pg de RNA total foram

misturados a 1pL de Oligo dT (0,5 pg/pl - lnvitrogen), 1 pL de dNTps (10 mM)

e 5gua livre de RNAase em um volume de 13pL. A mistura foi incubada a
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65'c durante 5 minutos e incubada em gero por aproximadamente 1 minuto.

Em seguida, foram adicionados 4 pL de 5X First strand Buffer,l pL de DTT

0,1M, 1 pL de RNAse ouf inibidor de RNAase (40 unidades/pl) e 1 pL da

enzima SuperScrpf lll (200U/pL lnvitogen), perfazendo um volume final de

reagio de 20 pL. A reagio foi incubada a 50'c por t hora e depois a 7o"c

por'15 minutos. Apos o t6rmino da reaqio, todos os cDNAs foram diluidos

10 vezes atrav6s da adigSo de 180;rL de 6gua autoclavada.

3.4 AVALIA9AO Oe QUALTDADE DOS CDNAS

Ap6s a slntese, a qualidade dos cDNAs foi verificada por meio da

amplificagSo de um fragmento de 311pb na regiio 5' do gene NorcH2 (NM

024408) utilizando-se os primers Direto 5'-TGTGGCCAACCAGTTCTCCT-3'

e Reverso 5'-GGCAGTCATCAATATTCCTC-3'. As seguintes condigOes de

amplificagdo foram utilizadas: 2 ltL de MgCl2 (25 mM), 0,5 prL dNTps

(10mM), 1,6 pL de cada primer (5pM), 2,5 ltL de tampdo de reagio 10X,

0,25 pL de TaKaRa Ex Taq Polimerase (5 U/pl -TaKaRa Biomedicals) e 2 pL

de cDNA como molde em um volume final de reag6o de 25 pL.

O programa da PCR consistiu-se de 5 minutos iniciais de

desnaturagSo d temperatura de g4oC, 35 ciclos de 30 segundos a g4oc, 45

segundos a 60'C e 45 segundos a 72oC. Por fim, um passo fnico de 7

minutos a72oC. O produto obtido foivisualizado por meio de eletroforese em

gel de poliacrilamida 8o/o, com posterior coloragSo por prata (SANGUINETTI

et al. 1994).



20

3.5 ANALISES DE BIOINFORMATICA

As an6lises de Bioinform6tica foram realizadas atrav6s de uma

colobaragio com o Dr. Felipe Rodrigues da Silva (cenargen - Embrapa),

utilizando-se os dados de oRESTES disponlveis nos bancos de dados

ptlblicos.

Nesta an6lise, as 946.260 sequOncias oRESTES depositadas no

NCBI em formato FASTA foram comparadas com as 29.529 sequ€ncias-

refercncia de genes humanos, presentes no banco de dados RefSeg,

utilizando-se a ferramenta blastn (PRUITT et al. 2005). o melhor hit da

seqU6ncia ORESTES com um gene humano foi utilizado para definir o gene

do qual ela se originou, sem nenhuma inspegio visuar. Apenas hr'fs com e-

values melhores que 1 x 10-10 foram considerados, com isso, apenas

570.214 ORESTES prosseguiram na an6lise. O resultado da comparagdo foi

carregado em um banco de dados relacional.

Para identificar genes com expressSo alterada entre os tumores de

cabega e pescogo e os seus correspondentes normais, foram analisadas

apenas as bibliotecas de ORESTES oriundas destes tecidos, conforme

descrito na Tabela 1.
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Tabela 1 - Localizag6o e identificag6o das bibliotecas de ORESTES
incluidas na andlise.

LocalizagSo No Bibliotecas incluidas

Hipofaringe normal 15

Laringe normal 16

Tumor de laringe 1

106

Tumor de laringe 2 148

Tumor de laringe 3 62

Tumor de laringe 4 44

Tumor de laringe 5 42

Tumor de hipofaringe 187

Tumores de Cavidade Oral
291

Estas bibliotecas foram utilizadas
epiderm6ides de cabega e pescogo

para as anSlises de comparag6o entre carcinomas
e tecidos normais.

Para permitir a identificagio de genes diferencialmente expressos nos

carcinomas epiderm6ides, foram realizadas as seguintes comparagoes entre

as bibliotecas:

* Laringe Normal + Hipofaringe Normal x Tumor de Cavidade Oral

J( Laringe Normal x Tumor de Laringe 1

x Laringe Normal x Tumor de Laringe 2

x Laringe Normal x Tumor de Laringe 3

x Laringe Normal x Tumor de Laringe 4

t Laringe Normal x Tumor de Laringe 5

x Hipofaringe Normal x Tumor de Hipofaringe

Para identificar genes diferencialmente expressos dentro dos

conjuntos formados, foi empregado o Teste Exato de Fischer (SIEGEL

Bibliotecas incluidas

HN0001 a HN0015

HN0016 a HN0032

HT0030 a HT0135

HT0400

HT0815 a HT0963

HT0964 a HT1026

HT1128 aHT1172

HT1 189 aHT1231

HT0627 a HT0814

HT0001 a HT0029,

HT0136 a HT0399
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1956). Foram considerados genes diferencialmente expressos, aqueles que

apresentavam diferenga de express6o significativa com p < 0,05.

3.6 DESENHO DOS PRIMERS

As seqU6ncias dos primers para os genes candidatos selecionados

foram desenhadas com o auxilio do program a Gene Runner. para isso, as

seqU6ncias dos RNAs mensageiros foram obtidas a partir no site do NCB/

(httD.//vl.v!,w.ncbi.nlm.nih.qov/entrez/querv.fcqi?CMD=search&DB=nucleotidey

As fronteiras intr6n/ex6ns foram determinadas atrav6s de an6lises no site da

University of Calif6rnia Sanfa Cruz (http://www.qenome.ucsc.edu/coi-

bin/hqBlat).

os primes para RT-PCR foram desenhados em ex6ns diferentes, a

fim de evitar a amplificagSo de possfvel contaminagio de DNA gen6mico.

Al6m disso, buscou-se desenhar os primers preferencialmente nos ex6ns

mais proximos d porgSo 3' e o tamanho dos fragmentos amplificados variou

entre 89 a 490 pares de base. Na tabela 2, sdo fornecidas as sequOncias

dos primers de todos os genes avaliados no estudo.

Os primers para os genes selecionados como genes de refer6ncias

ou normalizadores j6 haviam sido descritos na literatura e foram obtidos

atrav6s da pesquisa no site http://www.qene-quantification.orq/. Os primes

foram selecionados para estudos de expressdo g6nica com a utilizag6o de

SYBR Green como agente de fluoresc6ncia. Na Tabela 3, sdo fornecidas as

sequoncias dos primers utilizados como normalizadores neste estudo.
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3.7 CALCULO DA EXPRESSAO RELATIVA E ESCOLHA DO

GENE NORMALIZADOR

O c5lculo da expressSo g6nica relativa foi realizado utilizando-se a

equagSo 2'^ ct descrita por LIvAK e scHlMlrrGEN (2ooj). o metod o do 2-

^^ct ou m6todo comparativo de ct 6 uma equagdo matem6tica em que as

mudangas na expressio g6nica s6o calculadas baseadas nas diferengas

entre as amostras calibradoras e as experimentais, normalizadas por uma

refer€ncia.

Vale destacar que o valor inferido a ACt equivale d diferenga entre o

valor da m6dia dos cts do gene de interesse e a m6dia dos cts do gene

normalizador. J6 o cdlculo da f6rmula AACI envolve a subtragSo entre o valor

de ACt para cada amostra experimental e o valor de ACt para as amostras

calibradoras.

O gene ideal para ser utilizado como normalizador destas reagOes

seria aquele que nio mostrasse variagSo no nivel de expressSo entre as

amostras avaliadas (experimental e calibradora). E importante ressaltar que

esta variagSo 6 relevante e pode gerar uma interpretagio err6nea na an6lise

do perfil da expressSo g6nica. consequentemente, esta questdo faz surgir

um outro importante ponto no aspecto do desenho experimental: a escolha

de um gene apropriado para normalizar essas variag6es.

Diversos trabalhos t6m realizado um painel de normalizadores a fim

de buscar os genes que apresentem expressdo mais est6vel para um

determinado tipo de tecido. Para se chegar a estes genes, v6rios modelos
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matematicos foram desenvolvidos, sendo que os mais utilizados nas

recentes publicag6es de selegSo de genes normalizadores sao o GeNorm e

o Normfinder.

o GeNorm utiliza um modelo matem6tico em que 6 determinado um

valor de estabilidade "M" para cada gene normalizador. os genes que

apresentam maior valor de "M" seguem um passo de exclusao, at6 restar os

dois genes mais est6veis. Os autores recomendam que sejam utilizados, no

minimo, estes dois genes para as andlises de expressdo gCnica. o

programa realiza uma segunda an6lise em que e sugerida a melhor

quantidade de genes a serem utilizados nas an6lises. Esta an6lise est6

baseada na determinagio de um valor de variagio aos pares "v" entre os

genes normalizadores, portanto um valor de ponto de corte (cut-off) de 0,15

determina o nfmero de genes que devem ser utilizados para a normalizag6o

(VANDESOMPELE et al. 2002).

o programa NormFinder 6 um algoritmo que classifica os genes de

acordo com sua estabilidade de expressio em um grupo de amostras,

atrav6s de um modelo matemdtico que usa uma ferramenta de estatistica

s6lida para estimar tanto a variagdo total da expressio, como tamb6m a

variagSo entre subgrupos de amostras (ANDERSEN et al.2OO4).

Para a obtengio dos dados a serem inseridos em ambos os

programas, foi realizada a m6dia aritm6tica dos valores de Cts das triplicatas

de cada amostra para todos os normalizadores. Estes valores foram

transformados em quantidades relativas, atrav6s do m6todo comparativo de

ct proposto pelo manual do programa. As variag6es experimentais, como
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variagoes de pipetagem e alterag6es na eficir3ncia enzim6tica, foram

descartadas com a replicata dos experimentos.

3.8 QUANTIFICA9AO DA EXPRESSAO CET.IICI POR MEIO DE

RT.PCR EM TEMPO REAL

A t6cnica de RT-PCR em tempo rear se baseia na coleta de dados, d

medida que o processo de PCR ocorre; assim, a amplificagdo e a detecaio

se realiza em um 0nico passo. lsto a difere da reagdo de RT-pcR

convencional, na qual a detecado acontece depois de um n0mero fixo de

ciclos, o que representa a quantidade final de cada produto acumulado.

Nesta t6cnica, o acumulo do produto na fase rogaritmica da reagao de

amplificagio estd diretamente relacionado d quantidade de molde existente

no inicio da reag6o. Os valores para serem utilizados na quantificagao sdo

obtidos atrav6s da determinagSo do threshold. como 6 observado na flgura

1, o threshold 6 o ciclo da PCR (ct - Threshotd cycte) em que o nivel de

fluoresc6ncia atinge um ponto pr6-estabelecido da fase logaritimica de

amplificagSo. Este ponto 6 utilizado para calcular a quantidade de produto

presente no inlcio da reagSo.

lnicialmente, as reag6es de padronizagdo foram realizadas em RT-

PCR, sendo utilizadas as seguintes condig6es: 2,5 pL de tampdo Taq

Platinum (10X), 2 pL de MgCl2 (50 mM), 0,25 prl de Taq platinum DNA

polimerase (5 U/pL) (lnvitrogen), 0,8 pL de cada primer (10 pM), 0,5 pL de

dNTPs (10 mM) e 2 pL de cDNA como molde, em volume final de 25 pL. O
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programa da PCR apresentava 2 minutos iniciais de desnaturagio a

temperatura de gsoc, 35 ciclos de 1 minuto a gSoc, 1 minuto com a

temperatura de annealing variando entre 56oC e 70oc e 1 minuto a 72oc e

no final, um passo rinico de 7 minutos a 72oc. o produto amplificado foi

submetido d eletroforese em gel de acrilamida 8o/o par" visualizagio dos

produtos resultantes.

Legenda: As reag6es foram realizadas em triplicata. A linha verde representa o threshold e

o ponto vermelho representa o Ct (threshold cycle). A primeira curva representa uma

amostra tumoral e, por apresentar um valor de Ct mais baixo, pode-se concluir que

apresenta uma maior expressSo deste gene. A segunda curva representa uma amostra

normal, em que o gene ALDOA apresenta uma menor expreesSo, pois o valor de Ct foi mais

alto.

Figura 1 - Grdfico de amplificagio do gene ALDoA em duas amostras de

tecido da cavidade bucal.
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Ap6s a obtengSo de um produto 0nico e especifico, foram realizadas

as reagoes de RT-pcR em Tempo Real, no aparelho ABp 7oo0 seguence

Detection Sysfem (Apptied Biosystems), sendo utilizados 2pL Tampdo Taq

Platinum (10x), 0,8 pL de Mgcl2 (50mM), 0,4 pL de dNTps (10 mM),0,4 pL

de cada primer (10 pm), 0,2 1tL de Taq platinum DNA polimerase (5 U/pL-

lnvitrogen), 1 lrl de DMSo 1oo% (sigma chemlcal co.), 0,2 pL de sybr

Green I (lnvitrogen) diluldo 100 vezes em 6gua est6ril, 2 pL de cDNA, em

um volume final de reag6o de 20 pL.

As condig6es utilizadas nos experimentos dos genes de refer6ncias e

da ACTB e GAPDH foram: desnaturagdo inicial a 95"c por 2 minutos,

amplificagSo com 40 ciclos de 95"c por 15 segundos, i temperatura de

annealing, previamente determinada para cada gene por 30 segundos, e

72C por 30 segundos.

Para os demais primers dos normarizadores, foi utilizada a

padronizagSo descrita na referencia bibliogr5fica (Tabela 3). Assim, seguindo

esta padronizaglo n6o foi utilizada a fase de extensdo, sendo realizada a

amplificagSo com 40 ciclos de g5'C por 15 minutos, e a temperatura de

annealing determinada por 60 segundos.

Todas as reagOes foram realizadas em tripricadas em placas de 96-

wells. Em cada placa, sempre esteve presente um controle positivo,

representado por uma linhagem celular que foi utilizada para todas as

padronizaqOes e um controle negativo, reag6o em que foram adicionados

todos os reagentes, exceto os cDNAs. para as quantificagOes foram

utilizadas as m6dias das triplicatas. Quando uma das triplicatas apresentava
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discrep6ncia de um ciclo ou mais entre as outras duas, esta foi descartada e

a m6dia foi realizada com o valor de Ct das duas replicatas restantes.

Por6m, quando a diferenga entre as tr6s era maior ou igual a um ciclo, ou

quando n6o havia amplificaqio de uma das triplicatas, a reagdo para esta

amostra era repetida.

O valor do threshold determinado com a curva padrdo para c6lculo da

eficidncia de ampllficagSo de cada gene foi utilizado para todas as seguintes

reag6es analisadas (Tabela 14).

3.9 cALcuLo DE EFtclEncle DE AMpLtFtcAgAo

Para a utilizagao do m6todo 2-^ ct (LlvAK e scHlMlrrGEN 2001) no

c6lculo da expressSo gonica, 6 necess6rio que as eficiEncias de

amplificagSo dos genes alvos e dos genes normalizadores sejam de 100% +

1 0% (Application Note-Gene Expression 122 A?OS-}1).

Para obter a curya de eficicncia de amplificagio para cada gene,

foram realizadas reag6es com diluigOes seriadas de 1x, 10x, 100x e 1000x

de um cDNA da linhagem celular FaDu, utilizada previamente na

padronizag5o. As reagOes com estas diluigdes geraram curvas,

apresentando uma diferenga de aproximadamente tr6s ciclos. Com os dados

destas diluig6es coletados durante a fase exponencial do gr6fico gerado na

reagSo de RT-PCR em Tempo Real, foi gerada uma curua sfandard. Esta

curva fornece um valor de s/ope que foi utilizado para calcular a efici€ncia de

amplificagSo de cada conjunto de primers, atrav6s da f6rmula abaixo.
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Efici6ncia = [1 0c1/srope)]-1

3.10 ANALTSE ESTATISTICA

Para avaliar a possivel correragdo dos genes hiperexpressos com o

local do tumor e o estadiamento cllnico, foi utilizado o teste n6o param6trico

de Kruskal-wallis, considerando como significativo um valor de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 SELE9AO DOS GENES CANDTDATOS

Atrav6s de an6lises de bioinformdtica, os dados priblicos de

ORESTES de cabega e pescogo foram analisados e 1og genes

diferencialmente expressos em carcinomas epiderm6ides de cabega e

pescogo foram identificados. Destes, 40 genes eram hiperexpressos no

tecido tumoral, quando comparados d expressdo no tecido normal. com o

objetivo de selecionar os candidatos que deveriam prosseguir no estudo e

serem submetidos ao processo de validag6o, este grupo de 40 genes

hiperexpressos foi minuciosamente analisado por inspegio manual,

utilizando-se diversas ferramentas disponiveis on-line (Tabela 4), Os crit6rios

de an6lises adotados foram:

1- Validagdo do nlvel de expressSo do transcrito pelas andlises de

ORESTES com os dados de ESTs em tecidos tumorais e normais de

cabega e pescogo.

2- comparagdo entre localizagdo cromossOmica dos genes e

comparagSo entre regiOes cromoss6micas descritas na literatura

como regiOes de ganho em cabega e pescogo.

3- Processo biol6gico em que a proteina codificada pelo gene est6

envolvida

FUNDASAO ANTONIO
PRU D ENTE

BIBLIOTECA

4- Envolvimento com o processo de carcinogOnese
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5- Genes previamente descritos como envolvidos com carcinomas de

cabega e pescogo foram desconsiderados.

6- Disponibilidade de anticorpo comercial para uma eventual validagio

do aumento de expressdo por imunohistoquimica.

Seguindo estes crit6rios pr6-estabelecidos, foram selecionados 17

candidatos (ALD1A, AHSA1, ARHGA7I, coLgA3, coL17A1, HDAC1,

KRT', KRT6A, KRT|4, PABPC|, POLQ, POLR2K, PRR4, RPL1OA, RPLIg

e RPL23), sendo assim selecionamos preferencialmente aqueles que

apareciam nas bibliotecas de cavidade oral e que apresentavam o maior

valor do nlvel de expressdo em oRESTES. Ao fim desta avaliagio, 10 genes

(ALDOA, AHSAI, ARHGA?I, HDACI, KRTI, KRT6A, pABpCl, ?OLQ,

RPL19 e RPL23) foram escolhidos para serem validados em um primeiro

momento (tabela 5). A maioria dos genes selecionados se localiza em

regi6es j6 descritas na literatura como sendo regiOes de ganho de material

cromoss0mico, excegSo ds regiOes 1p34 (HDACI) e 16q22-q24 (ALD)A),

ainda n5o associadas a este evento (HUANG et al. 2OO2).



34

Tabela 4 - Ferramentas disponiveis on-line utilizadas para a avaliagdo
dos genes candidatos.

Sigla Banco de

Dados

NCBI

ABCAM

Santa Cruz

Dako

ScQuest

GeneCards

CGAP

UniGene

OMIM

LocusLink

PubMed

QED

Principal fungSo

lnformag6es gerais

Comercializageo de anticorpos

Comercia lizagio de anticorpos

Comercializaqeo de anticorpos

Comercia lizagSo de anticorpos

lnformag6es gerais

Dados de expressSo de SAGE

lnformag6es gerais e dados de

expressSo em ESTs
Cat5logo de genes humanos e

desordens gen6ticas

lnformagdes gerais

lnformag6es na literatura

Busca por anticorpos

Enderego do ureD-sife

www.ncbi.nih.gov

www.abcam.com

www.scbt.com

www.dakousa.com

www. sciq uest. com

bioinfo.weizmann. ac. il/cards/index. htm I

www.cgap.nci.nih.gov

http ://www. ncb i. n lm. nih. gov/U niGene

www. ncbi. nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi

?db=OMIM

www.ncbi. nlm. nih.gov/LocusLink

www.ncbi.nlm.nih.gov

www.qedbio.com
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Algumas das principais caracteristicas dos genes selecionados sdo.

ALDOA (aldolase A, fructose- biphosfafase): o produto deste gene 6

uma enzima glicolitica que cataliza a conversdo reversivel da frutose-

1-6- bifosfato para gliceroldeido 3- fosfato e dihidroxiacetona fosfato.

A aldolase A e associada ao desenvolvimento do embrido e 6

produzida em grande quantidade em m0sculos de adultos, por6m sua

expressio 6 reprlmida no figado, nos rins e nos intestinos de adultos.

A deficiGncia desta protelna est6 associada com a anemia hemolitica

e com a mlopatia.

AHSAI (activator of heat shock g1kDa protein ATpase homolog 1).

este gene pode ser denominado tamb6m como p3g; AHA|; cl4orf3,

ja foi identificado em bibliotecas de ESTs de col6n, timo, intestino,

pulmSo e sangue.

ARHGAP| (Rho GTPase activating protein 1): a familia das proteinas

Rho ativadoras de GTPase exercem um papel importante na

regulagSo de muitos aspectos do comportamento celular, incluindo

progressdo do ciclo celular, reorganizagio do citoesqueleto,

polaridade celular, invasio e migrag6o. As alteragOes gen6ticas nesta

familia de genes leva d carcinogOnese, atrav6s da desregulagdo das

GTPases tipo Rho/Rac/cdc42. Estudos mostram que, em tumores

primdrios coloretais, a famflia do ARHGAp encontra-se com aumento

de expressSo.

HDAOI (histone deacetylase 7): as histonas sdo proteinas nucleares

que se ligam ao DNA e formam os nucleossomos; est6o diretamente

,(
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x

envolvidas tanto no empacotamento do DNA, como na regulagio da

transcrigio, portanto, a acetilagdo e a desacetilag6o de histonas

exercem um papel importante na regulagS0 da express60 g6nica. A

prote[na codificada por este gene pertence a familia histonas

desacetilases/acuc/apha. Esta proteina forma um complexo com a

RB1 que estS relacionado com o controle da proliferagdo e

diferenciagio celular; ainda est6 envolvido na desacetilagdo do p53,

modulando os seus efeitos de apoptose e regulagio da proliferagdo

celular.

KRTS (keratin 5): a proteina codificada por este gene 6 um membro

da familia das queratinas, reracionadas com os filamentos

intermediSrios das c6lulas epiteriais. pode ser dividida em 2

subfamllias. 6cidas (tipo 1) e b6sicas (tipo ll); as KRrs fazem parte da

subfamllia das proteinas bSsicas. Estas proteinas estio coexpressas

durante a diferenciagdo dos tecidos epiteliais simples para o

estratificado. Este tipo de citoqueratina 6 especificamente expresso

na camada basal da epiderme com os membros da familia da

queratina 14 (tipo I ou 6cida) Na doenga "epiderm6lise bolhosa

simplex" foram observadas diversas mutagOes pontuais no gene

KRT5.

KRT6A (keratin 64). a proteina codificada por este gene 6 outro

membro da familia das queratinas. Este gene 6 expresso com os

membros da familia KRT16 elou KRT17 na papila filiforme da lingua,

no epitelio estratificado da mucosa oral, no esOfago e no epitelio

x
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x

glandular. Existem mais de 6 tipos diferentes de isoformas da proteina

KRT6, que est6o relacionadas com a estrutura do gene e os nlveis

das seqUOncias dos amino6cidos identificados. A multiplicidade deste

gene 6 atribulda a seus sucessivos eventos de duplicagio. MutagOes

neste gene estSo associadas com a paquioniquia congOnita

autossOmica recessiva ou sindrome de Jadassohn-Lewandowsky.

PABPCI (poly(A) binding protein, cytoplasmic 1): esta proteina e

encontrada no complexo da cauda de poli A e estd envolvida na

tradugSo e degradagdo do RNA mensageiro, estabilizagdo do s-cap,

al6m disso, exerce um papel importante na deadenilagdo (remog6o da

cauda de poliA) e na protegio da cauda de poliA.

POLQ (polymerase (DNA directed), theta): esta proteina foi

identificada por SHARIEF et al. (1999) e pode participar tanto da

replicagio do genoma quanto dos seus processos de reparo. Esta

proteina j6 foi identificada em bibliotecas de cDNA de cerebelo, de

tecido linf6ide e nas linhagens celulares KB e HeLa.

RPL19 (ribosomal protein L79): este gene codifica uma proteina

ribossomal que comp6e a subunidade 60s dos ribossomos; esta

proteina pertence d familia das proteinas ribossomais LlgE e est6

localizada no citoplasma. DRESSMAN et al. (2003) mostraram que o

RNA mensageiro codificado por esta protelna estava mais abundante

em amostras de cancer de mama as quais expressavam altos niveis

de erbB-2.
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x RPL23 (ribosomal protein L23)'. este gene codifica uma proteina

ribossomal que compoem a subunidade 605 dos ribossomos; esta

proteina pertence d famllia das proteinas ribossomais Ll4E e est6

localizada no citoplasma. Tanto a proteina ribosomar s13 como a

RPL23 je foram previamente descritas como tendo aumento de

express6o em linhagens celulares de cancer g6strico que apresentam

resist6ncias a drogas (SHl et a|.2004).

4.2 COLETA DAS AMOSTRAS E EXTRAqAO DO RNA

Foram selecionados 51 casos tumorais presentes no Banco de

Tumores do Hospital do cancer A. c. camargo, dos quais foram

confeccionadas ldminas com corte de 0,5 mm e estas foram coradas em

hematoxilina e eosina para avaliagio do material e confirmagio do

diagn6stico pelo Dr. AntOnio Hugo Campos, do Departamento de Anatomia

Patol6gica do Hospital do CAncer A.C. Camargo. Foram excluidos tr€s casos

por falta de material vi5vel, permanecendo no estudo, portanto, 48 casos

tumorais.

Os casos analisados que apresentavam tecido conjuntivo, fibrose ou

outros tecidos que pudessem alterar a qualidade do RNA extraido, foram

micro dissecados manualmente pelo mesmo patologista e o material vi6vel

foi conservado em freezer a -70'C.

As quantidades de RNA obtidas das amostras tumorais variaram de

2,89 a 190,80 pg. Das amostras normais se conseguiu de 7,20 a 136,34 prg
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de RNA. Os valores do rafio (razilo de absorb6ncia entre os valores

2601280) para amostras tumorais variaram de 1,65 a 1,g3 e, para as

amostras normais, estes valores foram de 1,76 a 2,24 (Tabela 6 e 7),

demonstrando a boa qualidade dos RNAs obtidos.

Tabela 6 - Valores de quantificagio do RNA das amostras tumorais

ldentificagio Ratio ug totais
01 T 1,83 134,88
027 1,81 41,28
037 1,80 26,16
047 1,71 10,72
057 1,80 63,00
067 1,80 28,92
077 1,83 169,44
087 1 70 6 16

097 1.67 10,48
107 1,78 30,16
127 1,75 28,96
137 1,77 29,36
147 1,80 57,12
157 1,81 40,40
167 1 80 16 16

177 1,81 36,24
187 1,70 15,64
197 1,80 14,48

207 1,80 75,60
217 1,83 26,80

227 1,82 96,12
237 1,73 12,48

257 1,80 17,88
267 1,82 28,4
277 1,71 18,88

287 1,80 25,44
297 1,80 29,24
307 1,81 32,64
31 T 1,70 7,36
327 1,79 16,56
337 82 131 52

347 1,75 8,28
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357 1,82 24,04
367 1,85 31,84
377 1 158,64
387 1,80 1 24
397 1,76 10,88
407 1,83 190,80
417 1,81 34,08
427 1,76 59,40
437 1,82 60,36
447 1,75 34,92
457 1,80 45,48
467 1,77 74,52
477 1,80 72,60
497 1,80 111,24
507 75 39 00
5rT 1,80 16,36

Tabela 7
normais.

- Valores da quantificagSo dos RNAs das amostras de

!dentificagSo Ratio ug totais
01B 1,93 136,34

o2B 2,07 20,95

038 2,13 15,39

048 2,07 18,36

05B 1,86 31,62

06B 2,10 16,14

07B 2.24 7,20

088 2,13 8,73

098 1,92 21,04

10B 88 18 12

118 1,76 11,02

128 98 78 41

138 99 69 81

148 1,88 12,86

1sB 1,92 't8,24

168 1 19,10

178 1,93 26,2',1

18B 1 97 51 05

198 1 92 20,65

208 1,99 100,32

218 1 97 61,58

228 1,90 23,44

1

1
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23t3 1,94 108,67

248 1,93 19,00
258 1,95 33,32

lD: identificagSo das amostras, R. razSo de absorbdncia entre os valores 26Ot2gO

Apos a eletroforese em gel de agarose, foram considerados RNAs

de boa qualidade aqueles que apresentaram bandas nitidas

correspondentes aos RNAs riboss6micos 28S e 185 (Figura 2a e 2b). Todas

as 48 amostras tumorais que foram encaminhadas para extragio do RNA

apresentaram RNA de boa qualidade assim como as 25 amostras normais,

portanto, todas as amostras prosseguiram no estudo.

hFFFFFFF
_N<.oo(fr@(r)(O9OONNN

Legenda: a) amostras tumorais e b) amostras normais.

Figura 2 - Gel de agarose a 1o/o mostrando a qualidade do RNA extraido de

alguma das amostras.
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cerca de 2 pg de cada RNA foram utilizados para a sintese de

mol6culas de cDNA e a qualidade dos produtos obtidos foi avaliada por meio

de RT-PCR, utilizando primers localizados na extremidade 5' do gene

NorcH2, resultando em um produto de tamanho esperado de 311 pares de

base. Pelo fato deste gene possuir mais de 11Kb e da slntese da primeira fita

de cDNA ocorrer a partir da cauda pori-A (utilizando-se oligo-dr como

iniciador), a amplificagdo de um fragmento localizado na extremidade 5' deste

gene indica a presenga de mol6culas de RNA longas e integras na amostra

inicial e uma boa eficiCncia da reagio de sintese de cDNA. para todas as

amostras utilizadas no estudo, foi obtida a amplificag6o para o gene N)TCH2,

o que demonstra que para todas elas foi possivel conseguir uma boa

efici6ncia na sintese do cDNA (Figura 3).

Legenda: Na canaleta 1 est6 representado o marcadorde peso molecular (100 pb DNA

Ladder- lnvitrogen); nas canaletas de 2 a 11 estSo presentes as amostras de cDNAs

avaliadas, apresentando amplificagSo eficiente, demonstrado pela presenga das bandas

de 311pb; na canaleta 13 est6 representado o controle negativo da reagSo. Gel de

poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. a) amostras tumorais, b) amostras

normais.
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Figura 3 - AmplificagSo de um fragmento de 31 1pb do gene NocrH2, gel

de poliacrilamida 8o/o, atestando a qualidade da slntese do cDNA

sintetizado de algumas das amostras.

4.4 ESCOLHA DO GENE NORMALIZADOR

Os genes normalizadores s6o genes constitutivos utilizados para

corrigir variag6es nas quantidades iniciais de cDNA nos experimentos de

RT-PCR em tempo real. ldealmente, estes genes devem apresentar

pequena variagao no nlvel de expressao de RNAm entre as diferentes

populag6es de amostras estudadas.

A Tabela 8 apresenta os genes (ACTB, B2M, BGUS, GA1DH, HMBS,

HPRT1, PGK, PPIA, RPL? e TBP) que foram avariados neste estudo. Todos

eles s6o genes descritos na literatura com tendo expressSo constitutiva em

v6rios tipos celulares, e estando envolvidos em diferentes processos

celulares, como glicosilag6o, metabolismo, imunidade, constituinte do

citoesqueleto, biosslntese de protelnas. Estes genes j6 foram utilizados

como normalizadores em estudos isolados de expressio gEnica em cabega

e pescogo ou em outras localizag6es. Uma vez que estes genes apresentam

classes funcionais diferentes, as chances deles serem co-regulados 6

bastante reduzida.

Para minimizar variag6es experimentais, todos os genes foram

avaliados em cDNAs oriundos de uma mesma reagdo de slntese, e as

amostras tumorais e normais foram testadas na reagdo de RT-PCR em

tempo real.
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Foram selecionadas, inicialmente, 10 amostras tumorais aleat6rias de

carcinoma epiderm6ide de cavidade oral e 10 amostras de tecido bucal

normal. A expressSo dos 10 genes normalizadores neste conjunto de

amostras foi determinada atrav6s de experimentos de RT-pcR em tempo

real e os genes mais est6veis foram selecionados atrav6s de an6lises

realizadas pelo programa GeNorm. Uma replicata independente deste

experimento foi realizada.

Atrav6s desta an5lise, foram classificados como genes mais

est5veis o PGK, PPIA, TBP, HPRT1, B2M, R?LO, BGUS, HMBS, ACTB e o

menos estdvel o GAPDH (Tabela 9). Conforme pode ser observado na

Figura 4, levando em consideragio o cut-off de 0,1s, a utilizagdo dos tr6s

genes mais est6veis (PGK, PPIA, TBP) foi sugerida pelo programa para a

normalizagdo de amostras de carcinoma epiderm6ide de cavidade oral e de

tecido bucal normal, pois a comparagio entre 2 e 3 genes apresentou um

cut-off de 0,16, indicando que usar 3 genes 6 melhor que usar apenas 2,

enquanto que a comparagao entre 3 e 4 genes apresentou um culoff de

0,12, mostrando que nio se observa melhora quando se usam 4 genes. A

replicata do experimento confirmou os mesmos achados.
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Legenda:A comparagSo entre 2 e 3 genes apresentou um "cut-off'de 0,16, ou seja, acima
do "cut-offl' determinado pelo programa, enquanto que a comparag6o entre 3 e 4 genes
apresentou um "cut-off' de 0,12. Assim, pode-se inferir que o melhor n[mero de genes a
serem usados no calculo da expressSo g6nica s6o os 3 genes mais est6veis.

Figura 4 - Gr6fico que mostra a determinagio do melhor nfmero de genes a
serem utilizados para normalizagSo.

Com o objetivo de validar estes resultados, os mesmos 1O genes

foram analisados em outras 10 amostras tumorais e outras 10 amostras

normais. Foram realizados todos os passos conforme o primeiro

experimento. Por6m, o resultado deste segundo experimento foi discordante

do experimento anterior. Nesta segunda andlise, foram classificados, em

ordem, como genes mais est6veis o RPLO, IBP, seguidos por H7RT|,

PPIA, HMBS, PGK, ACTB, 8GUS, GAPDH e B2M. Na an6lise para

determinagSo do melhor nfmero de genes a serem utilizados para

normalizagio, o programa sugeriu a utilizagdo dos quatro genes mais

est6veis, ou seja, RPLO, TBP, HPRT| e PPIA (Tabela g). Neste segundo

experimento, a replicata tamb6m confirmou os achados.

O racional da utilizag6o do programa GeNorm para selegio de

normalizadores pressup6e que se avalie um dado numero de genes em uma
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amostragem representailva dos grupos que se pretende comparar.

Entretanto, em face da diferenga dos resultados obtidos nos dois

experimentos, uma vez que o primeiro indicou a utilizag6o dos genes pGK,

PPIA, rBP como normalizadores e o segundo, os genes RpLo, TBp,

HPRT1 e PPIA, ficou evidente a impossibilidade de se identificar os

melhores normalizadores atrav6s desta abordagem. Diante disto, foi

decidido avaliar os 10 genes normalizadores no grupo total de amostras

incluidas no estudo. Foram entSo repetidos todos os passos j6 descritos

para as restantes 28 amostras tumorais e 5 amostras normais.

Esta an6lise global classificou os genes conforme suas estabilidades,

a partir do mais est6vel, nesta ordem: RPLO, TBp, pptA, pGK, H7RT|,

BGUS, HMBS, B2M, GAPDH e ACTB (figura 5). Esta an6lise sugeriu a

utilizagio de tr6s genes normalizadores para a an6lise de expressdo genica

nas amostras de carcinoma epiderm6ide de cavidade oral, uma vez que a

variagSo dos pares V273 ?p[esentou um cut-off de 0,211, demonstrando que a

insergSo de um terceiro normalizador nas an5lises de expressdo gdnica

traria signific6ncia, enquanto que a variagSo V37a ?presentou um valor de

0,145, indicando que a insergio do quarto nio traria diferenga significativa.

Portanto, esta an6lise global evidenciou que os melhores normalizadores

para o grupo total de amostras seriam RPLO, TBP e PPIA (Tabela 9).
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Tabela 9 - Classificagio gerada atrav6s da an6lise dos dados de expressdo
pelo programa GeNorm.

Experimento. 1 Experimento 3

PGK RPLO

PPIA TBP

TBP PPIA

HPRTl PGK

82M HPRTl

RPLO BGUS

BGUS HMBS

HMBS 82M

ACTB GAPDH

GAPDH ACTB

Os 10 genes foram avaliados nos 3 grupos de amostras e ordenados conforme suas
estabilidades (do mais est5vel para o menos estSvel). Em negrito sio apresentados os
genes sugeridos pelo programa para compor o conjunto de genes normalizadores em
andlises de expressSo g6nica em amostras de carcinoma epiderm6ide de boca e de tecido
bucal normal, utilizando-se RT-PCR em tempo real.

Os mesmos dados de expressSo g6nica dos 10 genes normalizadores

obtidos com as an6lises de expressdo gdnica nos trCs diferentes grupos de

amostras tamb6m foram analisados, utilizando-se o programa NormFinder. A

an6lise do primeiro grupo de dados (experimento 1) classificou como gene

mais est6vel o TBP, seguido pelo PPIA, PGK, RPLO, HPRT1, B2M, HMBS,

BGUS, GAPDH e ACTB. Em seguida, foi analisado o segundo grupo de

amostras, sendo classificado o RPLO como gene mais estav6l entre as

amostras, seguido do TBP, HMBS, PPIA, HPRTI, BGUS, ACTB, PGK ,

GAPDH e B2M. A an6lise global indicou como genes mais est6veis o IBP,

RPLO, PPIA, PGK, HPRTl, BGUS, HMBS, B2M, GAPDH e ACTB (Tabela

10).

Experimento 2

RPLO

TBP

HPRT|

PPIA

HMBS

PGK

ACTB

BGUS

GAPDH

82M
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Tabela 10 - classificagio gerada atrav6s da an6lise dos dados de
expressSo pelo programa NormFinder.

Experimento 1 Experimento 3

TBP TBP

PGK RPLO

PPIA PPIA

RPLO PGK

HPRTl HPRTl

82M EGUS

HMBS HMBS

BGUS B2M

ACTB GAPDH

GAPDH ACTB

os 10 genes foram avaliados nos 3 grupos de amostras e ordenados conforme suas
estabilidades (do mais est6vel para o menos est6vel).
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Legenda: O primeiro gene representado (ACTB) 6 o gene menos estSvel na an6lise global
das amostras; os genes que o seguem apresentam um aumento na m6dia da estabilidade
e na extremidade oposta 6 representado os dois genes mais estiveis (RpLo eTBp).

Figura 5 - Grdfico que representa a media de estabilidade da expressio dos
genes normalizadores testados para todas as amostras do estudo.
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Experimento 2

RPLO

TBP

HMBS

PPIA

HPRTl

BGUS

ACTB

PGK

GAPDH

82M
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Levando-se em consideragSo os 3 primeiros genes identificados por

cada um nos programas em cada um dos grupos analisados (independente

da ordem em que aparegam), nota-se que existe uma excelente correlaqdo

nos achados. No primeiro experimento, os genes mais estdveis classificados

por ambos os programas foram o pGK, pplA e TBp. No segundo

experimento, o GeNorm classificou como mais est6veis os genes RpLo,

TBP e HPRT1, enquanto que, segundo o Normfinder, os genes mais

estSveis s6o RPLQ TBP e HMBS. Na an6lise global, a classificagao feita

pelos dois programas sugere uma intersegio entre os grupos de genes

selecionados nos experimentos anteriores, ou seja, os genes apontados

como melhores normalizadores tanto pelo GeNorm quanto pelo NormFinder

sao RPLO, PPIA e TBP (Tabeta 1 1).

Portanto, paru a normalizagSo das andlises de quantificagdo relativa

da expressdo gOnica realizadas a seguir, neste estudo, foi utilizada a m6dia

aritim6tica dos valores do Cts dos tr6s genes normalizadores selecionados

(RPLO, TBP e PPIA) para todo o grupo de amostras.
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Tabela 11 - ClassificagSo dos genes normalizadores quanta d estabilidade,
sugerida pelos programas de GeNorm e NormFinder nos tr6s experimentos.

Experimento 1 Andlise Global

GeNorm Normfinder

PGK TBP

PPIA RPLO

TBP PPIA

HPRTl PGK

82M HPRTl

RPLO BGUS

BGUS HMBS

HMBS 82M

ACTB GAPDH

GAPDH ACTB

A tabela demonstra que, no primeiro lote de amostras, os tr6s genes selecionados como
mais estSveis foram o PGK, PPIA e TBP para os dois programa!, por6m para o segundo
lote de amostras estes genes n6o se repetiram na mesma ordem, sendo classificadosiomo
mais est6veis o RPLo, TBP, HPRT| e pptA. Neste lote houve uma diferenga quanto d
classificagSo do HPRT| e o HMBS quando este lote foi comparado entre os dois programas.
Quando foi realizado a an6lise global das amostras, os genes selecionados como mais
est6veis foram o RPL1, TBP e PPIA,tanto para o GeNorm como para o Normfinder.

4.s QUANTIF|CA9AO DA EXPRESSAO OEUICR EM RT-PCR EM

TEMPO REAL

lnicialmente, foi rcalizada a padronizagao das temperaturas de

annealing e concentragao de cloreto de magn6sio para todos os genes,

utilizando-se cDNAs das linhagens celulares de carcinomas de cabega e

pescogo, O12, O13, O28, FaDu e a linhagem de epitelio de mucosa oral

imortalizado, Hacat. Concentrag6es de MgCl2 entre 1 e 4 mM foram

testadas. As temperaturas de anneling e as concentrag6es de MgCl2

Experimento 1

Normfinder GeNorm Normfinder GeNorm

TBP RPLO RPLO RPLO

PGK TBP TBP TBP

PPIA HPRTl HMBS PPIA

RPLO PPIA PPIA PGK

HPRTl HMBS HPRTl HPRTl

82M PGK BGUS BGUS

HMBS ACTB ACTB HMBS

BGUS BGUS PGK 82M

ACTB GAPDH GAPDH GAPDH

GAPDH 82M 82M ACTB
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padronizadas para todos os genes do estudo podem ser observadas nas

Tabelas 4 e 5. Estas temperaturas foram determinadas a partir das an6lises

da curva de dlssociagdo das reagOes de amplificagio dos genes. para todas

as reagoes dos genes do estudo, somente foram consideradas as reag6es

em cujas curvas de desnaturagio estavam representadas com um [nico

pico, o que indicava uma reagio altamente especifica e determinava a

temperatura de annealing ideal

Tabela 12 - ciclagem da RT-PCR em tempo real e concentragio de
MgCl2 padronizadas para os genes do estudo.

Gene [] MgCl2
AHSAl 2mM

ALDOA 2mM
ARTGAPl 2mM

2mM

KRTS 2mM
KRT6A 2mM

PABPCl 2mM

POLQ 2mM

RPLl9 2mM

RPL23 2mM

Ciclagem da PCR

95'C15s; 68'C 30s; 72'C 30s

95"C15s; 70'C 30s; 72'C 30s

95'C15s; 66'C 30s; 72'C 30s

95'C15s; 68'C 30s; 72'C 30s

95"C15s; 70"C 30s; 72'C 30s

95"C15s; 60'C 30s; 72'C 30s

95'C15s; 70"C 30s; 72'C 30s

95"C't5s; 66"C 30s; 72"C 30s

95'C15s; 70'C 30s; 72'C 30s

95"C15s; 62'C 30s; 72'C 30s
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Tabela 13 - ciclagem da RT-pcR em tempo real e concentragio de
MgCl2 padronizadas para os genes normalizadores.

Gene tI Mg
TB 2mM

82M 2mM
BGUS 2mM

2mM
HMBS 2mM

HPRTl 2mM
PGK 2mM
PPIA 2mM

RPLPO 2mM
TBP 2mM

Em seguida, foram determinados os valores de eficiEncia de

amplificagSo dos tr6s genes normalizadores selecionados e de cada um dos

dez dos genes selecionados como diferenciarmente expressos em

carcinoma epiderm6ide de cabega e pescogo. Esta an6lise revelou que para

os normalizadores e para nove dos genes candidatos, os valores de

eficiOncia de amplificagdo obtidos foram sempre pr6ximos a looo/o (Tabela

12). Com refercncia ao gene ARHTGAPT, mesmo apos vdrias tentativas, o

melhor valor de eficiOncia obtido foi de 760/o, o qual foi considerado

insatisfat6rio. Neste caso, deveriam ser desenhados novos primers para este

gene, a fim de se obter uma melhor eficidncia de amplificagio, por6m optou-

se por concentrar-se os esforgos nos outros 9 genes e deixar a an6lise deste

gene para um segundo momento.

Ciclagem da PGR

95"C15s;58"C 30s; 7 30s

95"C15s;60"C 60s

95'C15s;68'C 60s

95'C15s;65"C 30s; 72" C 30s

95'C15s;60'C 60s

95'C15s;60'C 60s

95"C15s;65'C 60s

95'C15s;65'C 60s

95'C15s;65"C 60s

95"C15s;63"C 60s
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Tabela 14 - Valores de eficidncia de amplificagSo obtidos para cada um dos
genes incluidos no estudo.

Genes Efici6ncia Slope Threshold

ACTB 100o/o -3,317553

AHSAl 98% -3,364244 220.0992

ALDOA 100% -3,311121 3't5.0667

ARTGAPl 760/o -2,130859 103.7528

BzM 99o/o -3.330204 213.1527

EGUS 99o/o -3.340794 102.5987

GAPDH 100o/o -3,307926 145.0641

HDACl 98% -3,367501 129.4196

HMBS 99o/o -3.334265 144.5440

HPRTl 960/o -3.408421 230.2062

KRTS 99% -3,372146 233.3458

KRT6A 100o/o -3,319612 194.8469

PABPCl 96% -3,226331 315.0667

PGK 95o/o -3.428078 169.2046

POLQ 99o/o -3,333,713 305.2669

PPIA 100o/o -3.311372 1 15.1546

RPL|9 'looo/o -3,308700 243.5940

RPL23 97o/o -3,371135 265.4605

RPLO 100o/o -3.314152 98.902s9

TBP 1O0o/o -3.312409 230.2062

S/ope: valor utilizado no c6lculo da eficiOncia gerado pela curua standard e
Threshold: valor utilizado no grSfico de amplificagao para obter o valor de eficiOncia,
posteriormente utilizado em todas as anelises.

A quantificagao do nivel de expressao dos nove genes selecionados

como candidatos diferencialmente expressos em carcinoma epiderm6ide de

cabega e pescogo, foi realizada em 37 amostras de carcinoma epiderm6ide

de cavidade oral e em 25 amostras de tecido de cavidade oral normais. A

partir dos resultados gerados pelas reag6es de RT-PCR em tempo real,

foram calculadas as m6dias aritmeticas dos valores de Cts destas amostras

para ser utilizada na f6rmula 2-^ ct.

254.2924
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Foram consideradas amostras com aumento de express6o aquelas

que apresentaram os valores de 2-^ ct pelo menos duas vezes maior em

relagSo ao valor de express6o da m6dia de amostras normais. Foram

considerados como tendo a express6o diferencial validada os genes

candidatos que apresentaram um aumento de expressdo em pelo menos

25% das amostras testadas (LoGlNG et al. 20oo). Dos nove genes

avaliados, quatro deles (ALDOA, pOLe, AHSA1 e RpL23) apresentaram um

aumento de expressdo nas amostras tumorais testadas em relagSo ao tecido

normal, segundo os crit6rios adotados (Tabela 15).

Tabela 15 - Porcentagem de amostras com hiperexpressio nos genes
inclu[dos.

Simbolo do Gene % (nl Aumento de expressSo

ALDOA 81,08% (30/37)
POLQ 54,05o/o (20137)

AHSAl 51,35Yo (19137)

RPL23 27,02o/o (10137)

HDACl 2O,Q0o/o (4120)

RPL19 16,21o/o (6137)

PABPCl 13,51o/o (5137)

KRTS 8,10o/o (3137)

KRT6A 2,70o/o (1137)
Porcentagem de amostras com aumento de expressSo de pelo menos duas vezes em
relagSo d media dos Cts das amostras normais, para os genes analisados (nrimero de
amostras com aumento de expressSo / n0mero total de amostras testadas).
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Os genes (ALDOA, pOLe, AHSA1 e RpL23) que apresentaram um

aumento de expressS0 nas amostras tumorais em relagS0 ds amostras

normais, foram entSo analisados em mais 11 amostras tumorais, pois a

quantidade de cDNA destas amostras n6o era suficiente paru a dosagem de

todos os 9 genes selecionados. A hiperexpressio do gene ALDoA foi

confirmada em 77,08o/o das amostras (37 amostras das 4g analisadas).

Tanto o gene AHSAT quanto o poLe tiveram sua hiperexpress6o

confirmada em 43,75oh das amostras (21 amostras das 4g analisadas),

enquanto que, o RPL23 apresentou hiperexpressio em apenas 20,g3% das

amostras analisadas (10 de 48 amostras) (Figura 6). Na primeira an6lise,

com 37 amostras tumorais, o RPL23 estava hiperexpresso em 27o/o dos

casos, entretanto, com a an6lise de mais 11 amostras tumorais (total de 4g

amostras), observou-se uma queda nesta proporgdo para 2oo/o, sendo que

este valor 6 inferior ao limiar pr6-estabelecido (25Yo) para ser considerado

como hiperexpresso. Portanto, segundo os resultados obtidos neste estudo,

apenas os genes ALD)A, POLQ e AHSAT puderam ser classificados como

hiperexpressos em carcinoma epiderm6ide de cavidade oral.

Nas an6lises estatlsticas foram analisados parAmetros especificos

na tentativa de realizar correlag6es cllnicas. Para todos os parAmetros

analisados n6o foi observado nenhum resultado estatisticamente significativo

(Tabela'16).
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Tabela 16 - caracteristicas dos pacientes incluidos no estudo.

Pa16metros Casos (48)

Sitio Tumoral

Assoalho Bucal

Llngua Oral

Area Retromolar

le ll
lll e lV

Masculino

Feminino

lgnorado

Sim

N6o

lgnorado

Sim

N6o

lgnorado

Sexo

Fumantes

Etilistas

25o/o

60,50%

14,500/o

33,30%

66,700/o

77,10yo

20,900/o

2,100/o

77,100

20,800/o

2,100/o

66,700/o

31,200/o

2,100/o

Estadiamento Clinico

Pa16metros analisados pela an6lise estatistica afim de buscar correlag6es clinicas. N0mero
de casos e porcentagem.

12

29

7

16

32

37

10

I

37

10

1

32

15

I
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Legenda: Todas as amostras que apresentaram valores acima de dois foram consideradas
hiperexpressas. Nos genes ALDOA, AHSA1 e pOLe mais de 40% das amostras
apresentaram nlveis de express6o maiores que dois, por6m o RPL23 apresentou somente
20,83% das amostras acima do ponto de corte determinado.

Figura 6 - Gr6fico de dispersao que compara o nivel de expressao das
amostras tumorais com o n[vel de expressao das amostras normais.
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A an6lise do nivel de expressio dos genes ALDOA, pOLe, AHSA1 e

RPL23, nos diferentes sitos anat6micos das amostras tumorais, mostrou

que o gene ALDoA apresenta-se mais frequentemente hiperexpresso em

lingua e em assoalho de boca do que na regiao retromolar (p=0,023). As

demais correlagOes n6o se mostraram estatisticamente significantes (Figura

7).
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Legenda: Os sitios anat6micos foram divididos em lingua, regiSo retromolar e assoalho

bucal. Foram considerados como "cut-off' o nlvel de expressSo 2 para as amostras

tumorais. Houve diferenga estatisticamente significante para o gene ALDOA em relagao d

localizagSo na cavidade oral; os demais genes n5o apresentaram diferenga estatisticamente

significativa.

Figura 7 - os greficos de dispersSo demonstram a anelise de cada um dos

genes com relagao d localizagao.
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Em seguida, foi realizada a an6lise das amostras quanto ao estadiamento
clinico, po16m n5o foi observada nenhuma diferenqa estatisticamente

signiflcante para nenhum dos quatro genes.
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5 DISCUSSAO

os carcinomas epiderm6ides de cabega e pescogo, incluindo os de

cavidade oral, representam uma das maiores causas de morbidade e

mortalidade por cancer. Apesar dos avangos no tratamento destas

neoplasias nos Ultimos anos, n6o houve melhora significativa na sobrevida e

na qualidade de vida destes pacientes. O maior problema terapdutico destes

tumores 6 a alta taxa de recorr€ncia locoregional nos dois primeiros anos de

follow-up.

Muitos pesquisadores tentaram desenvolver modelos progn6sticos

que pudessem determinar com maior precisdo a evolugdo clinica dos

tumores e, portanto conseguir delinear um melhor planejamento terap6utico.

Estes estudos correlacionam m0ltiplos parimetros como estadiamento TNM,

caracteristicas histologicas dos tumores, entre outros tentando predizer a

evolugSo dos tumores, contudo nenhuns destes estudos apresentaram

resultados que expliquem a diversidade de curso clinico de tumores

morfologicamente iguais e com um mesmo estadiamento (BUNDGAARD et

al. 1996; wooLGAR et al. 1999; MYERS et at. 2001; SHEAHAN et ar. 2003;

GARZINO-DEMO et al. 2006; KANE et at. 2006).

Provavelmente esta diversidade de evolugio clinica ocorra devido aos

m0ltiplos passos que desencadeiam a carcinogOnese oral, onde vdrios

eventos gen6ticos levam ao rompimento das vias regulatorias normais que

controlam as fung6es b6sicas celulares incluindo divis6o, diferenciaqSo e

morte celular, seguida de uma evolug6o clonal. Alguns genes j6 t6m seus

FUNDAQAO ANTONI0
PR U DENTE

BIBLIOTECA
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papeis estabelecidos na carcinogOnese destas neoplasias, como a

expressSo aberrante do EGFR, TGF-x, ras, c-myc, int-2, hst-1, pRAD-| e

bcl-1- Alguns genes envolvidos nas vias de sinalizag6o celular, como o H-

ras, K-ras e N-ras, permanecem intrinsecamente ativados durante a

carcinogonese oral. outros genes, como o Tp53, p21, B1-integrina, o6B4

entre outros tamb6m estio envolvidos neste processo (wlLL|AMS 2ooo).

De todos os genes estudados at6 o momento, o EGFR tem sido

utilizado como importante alvo terap6utico no tratamento de tumores de

cabega e pescogo avangados que apresentam superexpressdo deste

receptor. Entretanto, somente uma parcela destes pacientes podem se

beneficiar da terapia, pois, devido a presenga de mutagOes nestes genes

nem sempre h6 uma resposta cllnica satisfat6ria. Deve ser comentado ainda

que pacientes com uso cr6nico desta droga podem apresentar resist€ncia a

estes inibidores (cAPoNlGRo et at. 2005; HARART e HUANG 2005;

PFISTER et al. 2006).

A terapia combinada com diversas drogas biol6gicas poder6 englobar

as vias de carcinog6nese, aumentando assim a efic5cia do tratamento e

atendendo a uma maior quantidade de pacientes. Assim, o melhor

entendimento da biologia destes tumores 6 de suma importAncia para o

desenvolvimento de novas drogas biol6gicas que possam atender estes

requisitos.

Estudos de an6llse de expressio g6nica global t€m sido

desenvolvidos para melhor conhecimento dos genes envolvidos na

carcinog6nese das neoplasias. A an6lise das bibliotecas de oRESTES
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contribuiu para a ldentlficagao de genes humanos e transcritos variantes de

diversos tecidos neopl6sicos e seus correspondentes normais, incluindo

nestes os tumores de cabega e pescogo. Esta t6cnica possibilitou a leitura

de uma quantidade maior de transcritos, levando ao conhecimento de genes

at6 entSo n6o correlacionados com a carcinogOnese destes tumores.

DIAS NETO et al. (2000) demonstraram que as bibliotecas de

ORESTES exibiam um desempenho similar ao das bibliotecas normalizadas,

em termos de acessar genes com baixos nlveis de expressio. com isso,

grande parte dos transcritos identificados por esta t6cnica nio

representavam produtos derivados de genes altamente expressos. Este fato

se refletiu em uma maior abund6ncia relativa de produtos derivados dos

transcritos menos variantes nas c6lulas.

CAMARGO et al. (2001) demonstram que a quantidade de

seqU6ncias de transcritos altamente e moderadamente expressos era similar

a dos transcritos raros ou pouco expressos concluindo portanto, que a

t6cnica de oRESTES apresenta uma capacidade inerente de amostrar, com

a mesma frequ€ncia, transcritos raros e abundantes, ou seja, esta t6cnica

apresenta uma caracterlstica normalizadora.

Apesar desta caracterlstica da t6cnica de ORESTES , existem na

literatura estudos que utilizam esta metodologia como ponto de partida para

identificagio de genes diferencialmente expressos. LEERKES e

colaboradores (2002) realizam uma comparagdo in silico dos transcritos

derivados de tecidos normais e tumorais de mama. Este estudo analisou as

sequ€ncias provenientes das bibliotecas de ORESTES dos tecidos de
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interesse, focando a atengio para os genes que se apresentavam

exclusivamente nos tumores, para identificar candidatos que se

apresentavam hiperexpressos nas neoplasias de mama. os candidatos

selecionados tiveram seu nivel de expressio confirmado atrav6s dos dados

de sAGE (Sena/ Analysis of Gene Expression), onde os testes Exato de

Fischer ou Qui-quadrado foram utilizados para testar a significancia da

diferenga de freqU6ncia de aparecimento das fags entre as bibliotecas dos

tecidos. Atrav6s de RT-PCR semi-quantitativa, eles demonstraram que

dentre 11 candidatos selecionados, nove estavam hiperexpressos nos

tumores de mama avaliados.

Em um outro estudo, REls e colaboradores (2005) analisaram as

sequoncias de carcinomas de cabega e pescogo e tireoide geradas pela

t6cnica de ORESTES buscando revelar novos candidatos a marcadores

moleculares. Eles analisaram as 134.49s sequOncias de oRESTES

proveniente de cabega e pescogo e as 79.141 sequEncias de oRESTES

proveniente de tire6ide visando a identificagSo de novos transcritos, de

novas isoformas de splicing e de possiveis marcadores moleculares para

estas neoplasias. Eles selecionaram genes localizados em regi6es j6

descritas como regi6es de ganho cromossOmico ou de perda de

heterozigosidade em carcinomas epiderm6ides de cabega e pescogo e

validaram o nlvel de expressSo destes genes candidatos atrav6s de RT-PCR

em tempo real, em tumores e em tecido normal de cabega e pescogo. Dos

tros genes selecionados para validag6o, dois apresentaram aumento de

expressao nas amostras tumorais de cavidade oral e laringe e um deles



66

apresentou diminuigSo de expressio nas amostras tumorais de laringe,

demonstrando a viabilidade da estrat6gia adotada.

Estes dois grupos puderam demonstrar que a anSlise detalhada dos

dados das bibliotecas de ORESTES pode ser 0til na identificag6o de genes

diferencialmente expressos. sendo assim, e com o prop6sito de contribuir

para a identificagdo de posslveis alterag6es na expressdo de genes

envolvidos no processo de carcinogGnese das lesOes de cavidade oral, o

presente estudo buscou avaliar a expressSo diferencial entre tecidos de

cabega e pescogo neopl5sico e n6o neopl6sico de genes selecionados a

partir de an6lises dos dados p0blicos de ORESTES.

Para isso realizamos uma an6lise in silico das seqU6ncias ORESTES

depositadas no banco de dados p0blicos e estas foram comparadas com as

sequdncias de genes humanos. As sequOncias foram organizadas em sete

grupos de comparagSo para identificar genes com expressio alterada entre

os tumores de cabega e pescogo e os seus correspondentes normais.

Assim, foram identificados 109 genes diferencialmente expressos nestes

carcinomas, sendo que 40 apresentavam hiperexpressio na comparagdo

entre tecido normal e tecido tumoral. Atrav6s de uma inspegSo visual das

ferramentas disponiveis on line foram observados crit6rios para a selegdo

dos genes hiperexpressos. Foram selecionados dez candidatos para

validagSo quanto d expressio gonica por meio da t6cnica de RT-pcR em

tempo real em amostras de carcinoma epiderm6ide de cavidade oral, destes

genes foi posslvel identificar 3 (ALD)A, AHSA1 e PoLQ) que apresentaram

aumento de expressdo nas amostras tumorais.
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A t6cnica de RT-PCR em tempo real tem se tornado a t6cnica mais

utilizada para as andlises de expressdo g6nica. Apesar de todas as

vantagens desta t6cnica, a normalizagSo dos dados continua sendo o maior

fator de critica destes estudos.

A normalizagSo das reagOes 6 de suma importdncia para o controle

de erros experimentais. A estrat6gia mais utilizada para este fim 6 o uso de

um gene normalizador como refer6ncia interna das reaq6es. Muitos autores

t6m concordado com o fato de que os genes convencionalmente utilizados

como normalizadores destas rea96es, como ftactina, GA7DH e HpRT,

variam consideravelmente devido ao crescimento neopl6sico, hip6xia ou

outras condig6es teciduais (zHoNG e stMoNS 1999; wU e REES 2000;

GolDlN et al. 2001). A utilizagdo de um gene norm alizador que apresente

variagSo de expressio entre as amostras estudadas pode levar a erros

quanto ao perfil de expressdo gOnica do gene de interesse.

consequentemente, o uso destes genes como referCncia neste tipo de

anSlise n6o 6 conveniente, uma vez que estas variagOes podem influenciar a

interpretagSo correta dos resultados (DHEDA et al. 2005).

Com o intuito de identificar genes normalizadores mais est6veis em

um determinado grupo de tecidos, vANDESOMpELE et al. (2002)

desenvolveram um programa denominado GeNorm. Eles avaliaram 10

genes de diferentes classes funcionais e diferentes express6es em v5rios

tecidos humanos, e demonstraram que o uso convencional de um rinico

gene normalizador leva a erros em 25% dos casos. Eles concluiram, ainda

que a estrat6gia de selegSo de normalizadores mais est6v6is atrav6s de
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uma amostragem pode ser aplicada por quaisquer numeros ou tipos de

genes e que este conjunto gera resultados precisos.

Em 2004, ANDERSEN et al. desenvolveram um programa tamb6m

com este mesmo prop6sito. Esta nova estrat6gia de avaliaqio foi

denominada de "modelo baseado na aproximagSo da estimativa da variagdo

da expressSo" ott Normfinder. Eles afirmam que esta metodologia classifica

e seleciona os dois melhores genes candidatos estimando a minima

variagSo inter e intra grupos, e deixam claro que as an6lises realizadas s6o

diferentes das do GeNorm uma vez que este tende a selecionar aqueles

genes com maior nivel de similaridade de expressao entre o grupo de

amostras, selecionando portanto os dois genes com a menor variagao intra

grupo e n6o detalha esta selegSo quando 6 levado em conta a variagdo inter

grupo.

Nos tiltimos anos v6rios trabalhos tem sido publicados tentando

analisar a melhor forma de selecionar um gene normalizador mais est5vel

entre um determinado tecido (RUBIE et al. 2005; oHL et al. 2005, 2006;

sAvlozzl et al. 2006; NAlLls et al. 2000). Por6m, at6 o presente n6o h6

relato de estudos que selecionaram genes normalizadores mais est6veis

para estudos de expressSo g6nica em carcinomas de cavidade oral. Por isso

selecionamos 10 genes (ACTB, B2M, BGUS, GAPDH, HMBS, H?RTI, pGK,

PPIA, RPL? e TBP) descritos com genes constitutivos, para terem seus

niveis de expressdo determinados em carcinomas de cavidade oral e

mucosa normal de boca, os quais foram avaliados quanto d estabilidade

pelos programas GeNorm e NormFinder.
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Para esta an6lise foram realizados inicialmente dois experimento com

amostras tumorais e amostras normais distintas. para o primeiro

experlmento foram classificados como genes mais est6veis, pelo GeNorm, o

PGK, PPIA, TBP, HPRT1, B2M, R?LO, 8GUS, HMBS, ACTB e o GApDH. O

segundo experimento foi realizado com o objetivo de validar este resultado,

por6m os resultados n6o se repetiram e uma outra classificagdo quanto d

estabilidade entre as amostras foi sugerida por este programa. Nesta

an6lise, foram classificados, como genes mais est5veis o RpLo, TBp,

seguidos por HPRT1, PPIA, HMBS, pGK, ACTB, BGUS, GA7DH e B2M.

No nosso estudo observou-se que os resultados obtidos na an6lise do

primeiro grupo de amostras se mostraram discordantes daqueles obtidos

com um segundo grupo independente de amostras. Uma possivel raz6o para

esta discordancia, 6 a heterogenicidade dos tumores de cavidade oral que

compunham cada grupo. Embora todas as amostras avaliadas fosem

oriundas da porgSo inferior de cavidade oral, no grupo 1 tinhamos 35% das

amostras oriundas da regiSo retromolar, 3so/o da lfngua, 20% da gengiva

inferior e 10o/o de assoalho de boca, enquanto que, no grupo 2 tinhamos

58% das amostras oriundas da regido retromolar, 160/o da rlngua, s% da

gengiva e 21o/o de assoalho de boca, ou seja a apesar da composigdo

destes dois grupos serem bastante semenhantes proporcionalmente elas

apresentavam diferengas quanto a quantidade de amostras em cada

localizag6o.

A mucosa oral apresenta modificagOes estruturais tanto na porgSo

epitelial quanto no tecido conjuntivo em diferentes regiOes da cavidade oral,
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fornecendo tr6s tipos histologicos. Estes tipos de tecidos correspondem a

sua fung6o, assim temos: tecido masilgatorio representado pela mucosa da

gengiva e do palato duro; tecido de revestimento representado pela mucosa

dos l6bios, bochechas, vestlbulo, mucosa alveolar, palato mole, assoalho de

boca e face inferior da lingua; e o tecido especializado representado pela

mucosa do dorso da llngua. H6 caracteristicas comuns nestes v6rios tecidos

e nos produtos celulares desta mucosa, contudo estas caracteristicas

associadas com diferentes tipos de mucosa oral proporcionam uma ampla

diferenciagSo e variaqdo histot6gica (wlNNtNG e TowNSEND 2oo0).

Portanto, o que podemos especular sobre a causa da diferenga de

estabilidade entre os dois grupos estudados 6 que esta variabilidade entre

as amostras ocorre provavelmente pela grande heterogenicidade biol6gica e

estrutural desta mucosa. ANDERSEN et al. (2004) sugerem que quanto

maior a quantidade de amostras analisadas, principalmente em um grupo

heterogdneo, melhor 6 a acurScia da an6lise de estabilidade. A escolha dos

melhores candidatos dentro de um grupo de genes selecionados 6 realizada

pela diferenga de expressio entre os grupos, com isso em um grupo com

maior n0mero de casos esta diferenga se torna mais evidente.

Levando em consideragio a afirmativa de ANDERSEN et ar. (2004)

que o Normfinder proporciona uma medida mais precisa e robusta da

estabilidade da expressSo gOnica do que o GeNorm. Decidimos, portanto

repetir as anSlises dos dois primeiros experimentos atrav6s do Normfinder e

posteriormente, realizar uma an6lise pelos dois programas incluindo todas

as amostras do estudo.
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A an6lise do primeiro experimento pelo Normfinder apresentou a

classificagdo bastante semelhante d classificagdo proposta pelo GeNorm,

por6m nos trds primeiros genes selecionados houve uma modificagio na

sua ordem, sendo selecionados pelo GeNorm o pGK, pplA e rgp enquanto

que para o segundo programa foram selecionados o rBp, pGK e pplA.

Na andlise do segundo experimento pelos dois programas, por6m

houve uma inversSo dos genes selecionados como os terceiros mais

est6veis, o GeNorm indicou o HPRT| enquanto que o Normfinder indicou o

HMBS. os demais genes selecionados apresentaram a mesma posigdo na

classifica96o.

Na an6lise global o evento ocorrido no primeiro grupo se repetiu,

portanto a classificagSo dos genes segundo o GeNorm foi RpLo, TBp e

PPIA, enquanto que para o Normfinder foi o TBp, R?LO e pplA.

considerando o fato de que os dois programas utirizam moderos

matem6ticos e estatfsticos distintos e que estes encontraram resultados

muito similares para os tr6s experimentos realizados, podemos inferir que os

resultados experimentais s6o s6lidos e portanto as diferenga observadas

entre os experimentos devem ser decorrentes da heterogenicidade das

amostras avaliadas. Alem disto, estes dados sugerem que a escolha de

qualquer um dos dois programas para a selegSo dos genes normalizadores

levaria a resultados bastante semelhantes e certamente nio modificaria os

achados finals de expressSo g6nica.

Em vista disso, podemos considerar que para os estudos de

expressSo g6nica em carcinomas epiderm6ides de cavidade oral o conjunto



72

destes tros genes devem ser confiavelmente utilizados como

normalizadores.

Dos nove genes seleclonados, o ALD)A, o AHSA1 e o poLe

apresentaram aumento de expressdo em mais de 4Oo/o das amostras

analisadas, ou seja, 33% dos candidatos selecionados foram validados.

Esses resultados atestam que para o objetivo de se identificar genes

diferencialmente expressos, 6 correta a abordagem proposta, ou seja, a

busca nos dados priblicos de oRESTES, validagdo pelos dados p0blicos de

ESTs e a selegSo de candidatos. Vale a pena ressaltar que as bibliotecas

utilizadas para selegdo dos genes diferencialmente expressos foram geradas

a partir de amostras de carcinomas epiderm6ides de cabega e pescogo e a

validagio dos candidatos selecionados foi realizada apenas em amostras de

cavidade oral, pois o objetivo deste estudo era identificar genes

hiperexpressos nos carcinomas epiderm6ides desta regi6o. Entretanto,

pode-se supor que, caso tivessem sido utilizadas na validagio ndo s6

amostras da cavidade oral, mas tamb6m amostras de cabega e pescogo

uma maior proporgio de candidatos poderiam ter sido validados.

O gene ALDOA quando normalizado pelos genes selecionados,

apresentou aumento de expressSo em 77o/o das amostras tumorais testadas,

quando comparado ao tecido normal. o aumento de expressdo deste gene

j6 foi descrito em algumas neoplasias e sua defici6ncia esta relacionada com

a miopatia e a anemia hemolftica.

Estudos realizados por CASTALDO et al. (2000) compararam o nlvel

de expressSo do ALDOA atrav6s de RT-PCR ndo competitiva, em bi6psias
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de flgado de pacientes com carcinoma hepatocelular e com sorologia

positiva para hepatite c, de pacientes que apresentavam doengas ndo

neopl6sicas de flgado e de pacientes saud6veis. A concentragio do RNAm

da aldolase A foi aproximadamente 10 vezes maior em pacientes com

carcinoma hepatocelular do que nos outros grupos.

Em 2003, CASTALDo et al. rearizaram um estudo com objetivo de

identificar um marcador molecular que pudesse identificar micromet6stases

sangufneas em pacientes portadores de cdncer de pulmSo. Seus resultados

mostraram que a aldolase A se encontrava expressa no sangue circulante

de pacientes saud6veis. Portanto eles concluiram que a presenga deste

gene no sangue circulante de pacientes sadios limitaria o seu uso na

identificagSo dos casos de micrometdstases sangulneas, nEo sendo,

portanto um sinalizador especlfico para este tipo de neoplasia.

Em estudos de expressdo prot6ica com cdncer coloretal foram

identificados protelnas, entre elas a aldolase A (ALDOA), que se

apresentavam diferencialmente expressas. Nas an5lises de Western btot e

por imunohistoqulmica foi observado um aumento significante da express6o

desta protelna nos tecidos tumorais quando comparado com a mucosa

normal adjacente. os autores sugerem que o aumento de expressio desta

protelna pode indicar um novo posslvel marcador molecular para os

carcinomas coloretais (TOMONAGA et al.2004).

Estudos realizados por ZOU et al. (2005) identificaram atrav6s de

andlises de espectrometria de massa seis proteinas, entre elas o ALDOA,

que induziam a resposta humoral em pacientes com leucemia mieloide
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cr6nica, sendo que este evento n6o ocorria em pacientes sadios. Apesar

desta associagSo, estes pesquisadores afirmam que estudos futuros devem

ser realizados para se determinar a real associag6o desta proteina com este

tipo de neoplasia, por6m a deteca6o dos anticorpos contra aos antigenos

associados d leucemia podem ser fteis no "screening", diagn6stico e

segmento dos pacientes portadores de leucemia mieloide cronica ou alnda

na imunoterapia baseada em antlgenos.

A identificagio do aumento de expressSo deste gene em carcinomas

epiderm6ides de cavidade oral pode ser ritil na identificagdo de um novo

marcador de diagn6stico, prognostico ou ainda importante alvo terap6utico,

uma vez que j5 foram detectadas associag6es importantes deste gene com

determ inadas neoplasias.

outro gene identificado como hiperexpressos nos carcinomas

epiderm6ides de cavidade oral foi o AHSA7. Este gene apresentou 43o/o das

amostras com aumento de expressSo quando comparadas com os tecidos

normais. Este gene 6 tamb6m conhecido como p38 e fazparte de uma das 3

sub-famflias das MAPKs (protefnas quinases ativadoras da ativagdo da

mitose). Estas proteinas s6o respons6veis por manter a homeostase das

c6lulas em condig6es normais, quando esta condigio 6 quebrada por

instabilidades gen6ticas, como ocorre nas c6lulas cancerosas, este balango

entre a proliferaqSo e a morte celular 6 alterado (MISHIMA et al. 2002).

A MAPKs p38 6 altamente ativada por citocinas pr6-inflamat6rias

como a lnterleucina I (lL-1) e o fator de necrose tumoral u (TNF-a). Muitas

propostas terapOuticas pr6-inflamat6rias baseadas na estimulagio da
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expressao genica da ciclooxigenase-2 (cox-2), tamb6m estimulam a

MAPKs p38, portanto drogas anti-inflamatorias n5o esterodais (NSAIDs) que

freqUentemente tdm sido descritas como inibidoras do crescimento tumoral,

podem tamb6m inibir estas proteinas quinases (MlsHlMA el al. 2oo2).

Estudos realizados por LEE et al. (2006) demonstraram que as

linhagens celulares de queratin6citos orais humanos imortalizados (IHOK) e

de um carcinoma de assoalho bucal (HN4) tratadas com DFo

(Deferoxamine), um quelante de ferro, eram capaz de suprimir a

diferenciagSo dos queratinocitos provavelmente devido a indu96o da

fosforilagSo da via do p38, atraves da transmissSo do sinal para ativagao da

cascata de enzimas apopt6ticas e consequentemente, a ativagdo de

caspases.

A ativagdo do AHSAlou p3B, em diferentes c6lulas, pode ser

respons6vel tanto por efeitos pr6 como os anti apopt6ticos, e estes vdo ser

determinados pelo tipo de estimulo e/ou o estado de proliferagio ou

diferenciagSo celular. Esta proteina 6 ativada durante a apoptose induzida

por cisplatina em carcinomas de pulmdo, de ov6rio e de es6fago, podendo,

portanto, exercer um importante papel na sinalizagSo das c6lulas cancerosas

para a apoptose durante a terapia com esta droga.

Estudos realizados por ZHANG et al. (2005) levantam a possibilidade

do p38 ser o componente central que desencadeia m0ltiplas vias que levam

a morte celular programada. Eles afirmam ainda, que se esta possibilidade

se confirmar, futuramente ser6 posslvel formular combinag6es de novas
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droga que promovam a ativagdo sin6rgica do p3g produzindo uma melhor

efic6cia terap6utica e menores efeitos adversos.

A identificagio de pacientes portadores de carcinomas epiderm6ides

de cavldade oral com aumento de expressdo do p3g (AHSA7) pode ser riill

como m6todo de selegio para aqueles que apresentem maior eficdcia na

utilizagio de drogas capazes de bloquear a ag6o de fatores de crescimento

e citocinas. Al6m disso, a identificagio do perfil de expressio deste gene

para pacientes portadores desta neoplasia poder6 identificar aqueles que

poderiam vir a se beneficiar dos agentes quimioter5picos para o tratamento

da doenga.

o POLQ codifica uma protelna que promove o reparo de trocas de

nucleotideos, estando localizada em sitios de replicagio durante a fase "S"

do ciclo celular e se acumulam nos sitios inicias das forquilhas de replicagao.

Este gene foi identificado com aumento de expressSo em 43% das amostras

estudas quando comparado com o tecido normal.

Poucos estudos t6m sido realizados com o intuito de identificar o

padrio de expressSo gonica deste gene em tecidos tumorais. Em 2004 foi

publicado um artigo que investiga o envolvimento do pOLe na

carcinog6nese atrav6s de an6lises de express6o por RT-PCR, Norfhen ou

Western blot em diversos tecidos. Eles mostraram que a expressSo deste

gene e/ou protefna esta aumentada nos tecidos tumorais proveniente de

pacientes portadores de cincer de pulm6o, de est6mago e de col6n quando

comparado com os respectivos tecidos normais. Neste estudo foi ainda

determinado que pacientes que apresentavam altos nlveis de expressio
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desta proteina tinham um pior curso clfnico da doenga (KAWAMURA et al.

2004).

Por6m, alguns estudos referem que o pOLe exerce um papel na

modulagSo da sensibilidade celular aos agentes quimioter6picos (drogas

baseadas em compostos platlnicos). No estudo realizado por ALBERTELLA

et al. (2005), foi demonstrado que a PoLQ representa um importante papel

na resposta celular a cisplatina, podendo haver implicag6es na resistOncia

intrinseca ou adquirida a estes agentes qulmioter5picos. Neste estudo a

aus€ncia da expressSo de P?LQ levou a diminuig6o da eficir3ncia da

cisplatina de bloquear a fase "S" do ciclo celular das c6lulas neopl6sicas,

sugerindo, portanto que esta protelna est6 envolvida na slntese de

compostos que promovem este bloqueio na replicagSo. Os autores sugerem

que estes achados podem promover um profundo impacto na resposta a

estes agentes quimioter6picos, uma vez que poderd influenciar na

estratificag6o de pacientes ou sugestSo de novos avangos terap6uticos para

melhorar o tratamento do cAncer por estes compostos platlnicos.

Para conseguir uma resposta terap6utica mais consistente, a

combinagSo da cisplatina com gemcitabina 6 normalmente adotada com

eficiCncia, pois durante o tratamento o uso de uma 0nica droga pode levar a

tolerdncia da indugio ao dano no DNA e a capacidade de reparo. O estudo

publicado por CHEN et al. (2006) mostrou que hd uma forte ligagdo entre a

expressdo do POLQ e a sensibilidade celular a gemcitabina, a cisplatina e

principalmente a combinagSo destas drogas. Os resultados encontrados

mostraram que este gene exerce um importante papel na determinagSo da
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sensibilidade celular aos agentes terapOuticos. Eles sugerem que o pole

poder6 n6o s6 ser utilizado como alvo farmacologico para o desenvolvimento

de novos agentes anti-neopl6sicos como tamb6m poderd fornecer novas

diregoes para melhorar os regimes qulmioterdpicos, por6m estudos

complementares devem ser realizados paru melhor entendimento dos

mecanismos de agio desta protefna e destes compostos terapduticos e

assim auxiliar no desenvolvimento de drogas mais eficazes.

Assim, futuramente a confirmagdo da hiperexpressio do pole nas

amostras de carcinomas epidermoides de cavidade oral poder6 exercer um

importante papel na identificagio de pacientes que possam ter uma melhor

resposta terap6utica a agentes quimioter6picos e assim, estes pacientes

poderio se beneficiar destas drogas no seu planejamento terap€utico.

vale a pena ressaltar que a maioria dos marcadores molecular, em

utilizagio at6 o momento, beneficia apenas uma porcentagem dos pacientes

que apresentam um perfil de expressSo g6nica especlfico. Por este motivo 6

imperativo a busca por novos marcadores que possam se tornar novos alvos

terap6uticos ou ainda ser utilizados em conjunto com os j5 existentes com o

intuito de melhorar a efic6cia destes agentes no combate da doenga.
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6 CONCLUSAO

x

A abordagem utilizada neste estudo para a identificagio de genes

diferencialmente expressos atrav6s da andlise dos dados p0blicos de

ORESTES oriundos de tecidos normais e tumorais de carcinomas

epidermoides de cabega e pescogo foi adequada, pois, foram

identificados genes hiperexpressos em carcinoma epiderm6ide de

cavidade oral.

Atrav6s da anSlise de um painel de 10 genes constitutivos foi posslvel

selecionar, atrav6s dos programas GeNorm e Normfinder, tr6s genes

(RPLO, TBP e PPIA) para serem utilizados como normarizadores em

estudos de expressSo gonica atrav6s de RT-pcR em tempo real, em

amostras de cavidade oral.

O nivel de expressSo dos 9 genes (ALDOA, AHSA1, HDAC1, KRTS,

KRT6A, PABPC1 , POLQ, RPL19 e RPL23) selecionados peta an6lise

dos dados de ORESTES foi avaliado em amostras de carcinomas

epidermoides de cavidade oral e foram encontrados trds destes genes

(ALDOA, POLQ, AHSA1 ) com aumento da expressdo em mais de

40% das amostras tumorais.

x



80

7 REFERENGIAS BIBLIOGRAFICAS

Adams MD, Kelley JM, Gocayne JD, Dubnick M, et al. complementary DNA

sequencing: expressed sequence tags and human genome project. Science
'1991 ; 252.1651-6.

Albertella MR, Green cM, Lehmann AR, o'connor MJ. A role for polymerase

eta in the cellular tolerance to cisplatin-induced damage. cancer Res 2005;

65:9799-806.

Andersen CL, Jensen JL, Orntoft TF. Normalization of real-time quantitative

reverse transcription-PCR data: a model-based variance estimation approach

to identify genes suited for normalization, applied to bladder and colon

cancer data sets. Cancer Res 2004; 64:5245-50.

Bergamo NA, Rogatto sR, Poli-Frederico RC, et ar. comparative genomic

hybridization analysis detects frequent over-representation of DNA

sequences at 3q, 7p and 8q in head and neck carcinomas. cancer Genet

Cytogenet 2000; 1 19:48-55.

Biazevic MG, castellanos RA, Antunes JL, Michel-Crosato E. Trends in oral

cancer mortality in the city of Sao Paulo, Braztl, 1980-2002. cad saude
Publica 2006; 22:2105-1 4.

Bieche l, Parfait B, Laurendeau l, Girault l, Vidaud M, Lidereau R.

Quantification of estrogen receptor alpha and beta expression in sporadic

breast cancer. Oncogene 2001 ; 20:8109-1 5.

Boing AF, Peres MA, Antunes JL. Mortality from oral and pharyngeal cancer

in Brazil: trends and regional patterns, 1979-2002. Rev Panam Salud

Publica 2006;20.1-8.



81

Bonner JA, Harari PM, Giralt J, et al. Radiotherapy plus cetuximab for
squamous-cell carcinoma of the head and neck. N Eng! J Med 2006;
354:567-78.

Bosetti c, Gallus S, Garavello w, La Vecchia c. smoking cessation and the
risk of oesophageal cancer. Oral Onco! 2006; 42:gST-64.

Brentani H, Caballero oL, camargo AA, et al. The generation and utilization

of a cancer-oriented representation of the human trascrlptome by using

expressed sequence tags. Proc Nafl Acad sci usA 2003; 100:1341g-23.

Brouha X, Tromp D, Hordijk GJ, winnubst J, De Leeuw R. Role of alcohol

and smoking in diagnostic delay of head and neck cancer patients. Acta
Otolaryngol 2005; 125:552-6.

Bsoul sA, Huber MA, Terezhalmy GT. Squamous cell carcinoma of the oral

tissues: a comprehensive review for oral healthcare providers. J Contemp
Dent Pract 2005; 6:1-16.

Bundgaard r, Bentzen sM, wildt J, sorensen FB, sogaard H, Nielsen JE.

Histopathologic, stereologic, epidemiologic, and crinical parameters in the
prognostic evaluation of squamous cell carcinoma of the oral cavity. Head

Neck 1996; 18:142-52.

camargo AA, Samaia HPB, Dias Neto E et al. The contribution of 700,000

ORF sequence tags to the definitions of the human trascriptome. Proc Nat!

Acad Sci USA 2OO1',98:12103-8.

caponigro F, Formato R, caraglia M, Normanno N, laffaioli RV. Monoclonal

antibodies targeting epidermal growth factor receptor and vascular

endothelial growth factor with a focus on head and neck tumors. curr opin
Oncol 2005; 17.212-7.



82

Carvalho AL, Salvajoli JV, Kowalski LP. A Comparison of radiotherapy or

radiochemotherapy with symptomatic treatment alone in patients with

advanced head and neck carcinomas. Eur Arch otorhinolaryngol 2000;

257'.164-7.

Carvalho AL, Magrin J, Kowalski LP; Sites of recurrence in oral and

oropharyngeal cancers according to the treatment approach. oral Dis 2003;

9:112-8.

Carvalho AL, Bhuvanesh S, Spiro RH, Kowalski LP, Shah JP. Cancer of the

oral cavity: a comparison between institutions in a developing and a
developed nation. Head Neck 2004;26.31-8.

castaldo G, calcagno G, sibillo R, et al. Quantitative analysis of aldolase A

mRNA in liver discriminates between hepatocellular carcinoma and cirrhosis.

Clin Chem 2000; 46:901-6.

Castaldo G, Tomaiuolo R, SanduzziA, Ponticiello A, Marchetiello l, Salvatore

F. Carcinoembryonic antigen mRNA analysis detects micrometastatic cells in

blood from lung cancer patients. Eur Respir J 2003; 22.418-21.

Chen YW, Cleaver JE, Hanaoka F, Chang CF, Chou KM. A novel role of

DNA polymerase eta in modulating cellular sensitivity to chemotherapeutic

agents. Mol Cancer Res 2006; 4:257-65.

Chin D, Boyle GM, Williams RM, et al. Novel markers for poor prognostic in

head and neck cancer. lnt J Cancer 2005; 113.789-97.

Das BR, Nagpal JK. Understanding the biology of oral cancer. Med Sci

Monit 2002;8:258-67.



83

de souza sJ, camargo AA, Briones MR, et al. ldentification of human

chromosome 22 transcribed sequences with oRF expressed sequence tags.

Proc Nat! Acad Sci USA 2000; 97.12090-3.

Dheda K, Huggett JF, chang JS, et al. The implications of using an

inappropriate reference gene for real{ime reverse transcription PCR data

normalization. Anal Biochem 2005; 344.141-3.

Dias Neto E, Harrop R, Correa-Oliveira R, Wilson RA, pena SD, Simpson AJ.

Minilibraries constructed from cDNA generated by arbitrarily primed RT-

PCR: an alternative to normalized libraries for the generation of ESTs from

nanogram quantities of mRNA. Gene 1997; 186:1 35-42.

Dias Neto E, Correa RG, Almeida SV, et al. Shotgun sequencing of the

human trascriptome with oRF expressed sequence tags. Proc Nafl Acad

Sci USA 2000; 97.3491-6.

Dressman D, Yan H, Traverso G, Kinzler KW, Vogelstein B. Transforming

single DNA molecules into fluorescent magnetic particles for detection and

enumeration of genetic variations. Proc Natl Acad Sci USA 2003; 100:8817-

22.

Elmore JG, Honuitz Rl. Oral cancer and mouthwash use: evaluation of the

epidemiologic evidence. Otolaryngol Head Neck Surg 1995; 1 13:253-61.

Erovic BM, Pammer J, Hollemann D, et al. Motility-related protein-1/CD9

expression in head and neck squamous cell carcinoma. Head Neck 2003;

25.848-57.

Franco EL, Kowalski LP, Oliveira BV, et al. Risk factors for oral cancer in

brazil'. a case-control study. lnt J.Cancer 1989; 43:992-1000.



84

Freeman HP. cancer in the socioeconomically disadvantaged. GA cancer J.

Clin 1989; 39:266-88.

Gagari E, Kabani s. Adverse effects of mouthwash use: a review. oral surg
Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 1g95; 80:432-9.

Garavello w, ciardo A, Spreafico R, Gaini RM. Risk factors for distant

metastases in head and neck squamous cell carcinoma. Arch otolaryngo!
Head Neck Surg 2006 132:762-6.

Garzino-Demo P, Dell'Acqua A, Dalmasso P, et al. clinicopathological

parameters and outcome of 245 patients operated for oral squamous cell

carcinoma. J Craniomaxillofac Surg 2006; 34.344-50.

Gerard cJ, Andrejka LM, Macina RA. Mitochondrial ATP synthase 6 as an

endogenous control in the quantitative RT-PCR analysis of clinical cancer

samples. Mol Diagn 2000; 5:39-46.

Girault l, Lerebours F, Amarir s, et al. Expression analysis of estrogen

receptor alpha coregulators in breast carcinoma: evidence that NCoRI

expression is predictive of the response to tamoxifen. Glin Cancer Res

2003; 9:1259-66.

Goidin D, Mamessier A, Staquet MJ, Schmitt D, Berthier-Vergnes O.

Ribosomal 185 RNA prevails over glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase and beta-actin genes as internal standard for quantitative

comparison of mRNA levels in invasive and noninvasive human melanoma

cell subpopulations. Ana! Biochem 2001 ',295'.17-21.

Gonzalez HE, Gujrati M, Frederick M, et al. ldentification of 9 genes

differentially expressed in head and neck squamous cell carcinoma. Arch

Otolaryngol Head Neck Surg 2003; 129'.754-9.



85

Greenlee RT, Hill-Harmon MB, Murray T, Thun M. cancer statistics, 2001.

cA cancer J clin 2001;5'1:15-36. Erratum in: cA cancer J clin zool;
51:144.

Harari PM, Huang S. Radiation combined with EGFR signal inhibitors: head

and neck cancer focus. Semin Radiat Onco! 2006; 16:3844.

Hashibe M, Jacob BJ, Thomas G, et al. socioeconomic status, lifestyle

factors and oral premallgnant lesions. Oral Onco! 2003; 3g:664-71.

Huang Q, Yu GP, Mccormick sA, et al. Genetic differences detected by

comparative genomic hybridization in head and neck squamous cell

carcinomas from different tumor sites: construction of oncogenetic trees for

tumor progression. Genes, Chromosomes, Canc er 200! 34:224-33.

Hunter KD, Parkinson EK, Harrison PR. Profiling early head and neck

cancer. Nat Rev Cancer 2005; 5:127-35.

Johnson NW. Global epidemiology. ln. Shah JP, Johnson NW, Batsakis JG,

editors. Ora! cancer. London. Martin Dunitz; 2003. p.3-32.

Kane SV, Gupta M, Kakade AC, D'Cruz A. Depth of invasion is the most

significant histological predictor of subclinical cervical lymph node metastasis

in early squamous carcinomas of the oral cavity. Eur J Surg Oncol 2006;

32:795-803.

Kawamura K, Bahar R, Seimiya M, et al. DNA polymerase theta is

preferentially expressed in lymphoid tissues and upregulated in human

cancers. lnt J Cancer 2OO4; 109:9-16.

Kim MM, Califano JA. Molecular pathology of head and neck cancer. lnt J
Cancer 2004; 1 12:545-53.



86

Kornberg LJ, Villaret D, Popp M, et al. Gene expression profiling in

squamous cell carcinoma of the oral cavity show abnormalities in several

signaling pathways. Laryngoscope 2005; 1 15:690-8.

Kowalski LP, carvalho AL. lnfluence of time delay and clinical upstaging in

the prognosis of head and neck cancer. Oral Oncol 2001.,37.g4-g.

Lee sK, Jang HJ, Lee HJ, et al. p38 and ERK MAp kinase mediates iron

chelator-induced apoptosis and -suppressed differentiation of immortalized

and malignant human oral keratinocytes. Life Sci 2006; 79.141g-27.

Leerkes MR, caballero oL, Mackay A, et al. ln silico comparison of the

transcriptome derived from purified normal breast cells and breast tumor cell

lines reveals candidate upregulated genes in breast tumor cells. Genomics

2002,79:257-65.

Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of relative gene expression data using

real-time quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) method. Methods

2001;25:402-8.

Loging WT, Lal A, Siu lM, et al. ldentifying potential tumor markers and

antigens by database mining and rapid expression screening. Genome Res

2000; 10:1393402.

Lung T, Tascau OC, Almasan HA, Muresan O. Head and neck cancer,

treatment, evolution and post therapeutic survival - Part 2: a decade's results

1993-2002. J Craniomaxillofac Surg 2007; 35:1 26-31 .

Massano J, Regateiro FS, Januario G, Ferreira A. Oral squamous cell

carcinoma. review of prognostic and predictive factors. Ora! Surg Oral Med

Oral Pathol Oral Radio! Endod 2006; 102:67-76.



87

Max N, willhauck M, wolf K, et al. Reriability of pcR-based detection of

occult tumour cells: lessons from real-time RT-pcR. Melanoma Res 2001

11 371-8.

Minist6rio da Sa0de. Secretaria de Atengio d Sa0de. lnstituto Nacional do

Cdncer. Estimativa 2006: incid6ncia do cdncer no Brasil. Rio de Janeiro:

INCA; 2005.

Mishima K, lnoue K, Hayashi Y. overexpression of extracellular-signal

regulated kinases on oral squamous cell carcinoma. ora! oncol 2oo2;

38.468-74.

Modjtahedi H. Molecular therapy of head and neck cancer. cancer
Metastasis Rev 2005; 24:129-46.

Myers JN, Greenberg JS, Mo V, Roberts D. Extracapsular spread: a

significant predictor of treatment failure in patients with squamous cell

carcinoma of the tongue. Cancer 2001;92:3030-6.

Nailis H, Coenye T, Van Nieuwerburgh F, Deforce D, Nelis HJ. Development

and evaluation of different normalization strategies for gene expression

studies in Candida albicans biofilms by realtime PCR. BMC Mo! Biol 2006;

7.25.

Nagai MA; Genetic alterations in head and neck squamous cell carcinomas

Braz J Med Bio Res 1999; 32:897-904.

Murphy RM, Watt KK, Cameron-Smith D, Gibbons CJ, Snow RJ. Effects of

creatine supplementation on housekeeping genes in human skeletal muscle

using realtime RT-PCR. Physiol Genomics 2003; 12.163-74.



88

Nagler RM, Reznick AZ. Cigarette smoke effects on salivary antioxidants and

oral cancer-novel concepts. lsr Med Assoc J 2004;6:691-4.

ohl F, Jung M, Xu c, et al. Gene expression studies in prostate cancer

tissue: which reference gene should be selected for normalization? J Mol

Med 2005; 83.1014-24.

Ohl F, Jung M, Radonic A, Sachs M, Loening SA, Jung K. ldentification and

validation of suitable endogenous reference genes for gene expression

studies of human bladder cancer. J Uro! 2006; 1T3:1915-20.

Parkin DM, Pisani P, Ferlay J. Estimates of the worldwide incidence of

eithteen major cancer in 1985. lnt J Cancer 1993; 54:594-606.

Pereira MC, Oliveira DT, Landman G, Kowalski LP. Histologic subgpes of

oral squamous cell carcinoma: prognostic relevance. J Can Dent Assoc

2007 73:339-44.

Perez-Ordonez B, Beauchemin M, Jordan RC. Molecular biology of

squamous cell carcinoma of the head and neck. J CIin Pathol 2006; 5g:445-

53.

Pfister DG, Su YB, Kraus DH, et al. Concurrent cetuximab, clsplatin, and

concomitant boost radiotherapy for locoregionally advanced, squamous cell

head and neck cancer: a pilot phase ll study of a new combined-modality

paradigm. J Clin Oncol 2006; 24.1072-8.

Poschl G, Seitz HK. Alcohol and cancer. Alcoho! Alcohol 2004;39:155-65.

Pruitt KD, Tatusova T, Maglott DR. NCBI Reference Sequence (RefSeq): a

curated non-redundant sequence database of genomes, transcripts and

proteins. Nucleic Acids Res 2005; 33(Database issue):D501-4.

FUNDAQAO ANToNlo
P RUDENTE

BIBLIOTECA



89

Reis EM, ojopi EPB, Alberto FL, et al. Large scale transcriptome analysis

reveal new genetic marker candidates of head, neck, and thyroid cancer.

Cancer Res 2005; 65:1693-9.

Rodu B, Jansson c. Smokeless tobacco and oral cancer: a review of the

risks and determinants. Crit Rev Oral Biol Med 2004;15:252-63.

Rubie c, Kempf K, Hans J, et al. Housekeeping gene variabirity in normal

and cancerous colorectal, pancreatic, esophageal, gastric and hepatic

tissues. Mo! Cell Probes 2005; 19:101-9.

sanguinetti cJ, Dias Neto E, simpson AJ. Rapid silver staining and recovery

of PCR products separated on polyacrylamide gels. Biotechniques 1gg4;

17:914-21.

Saviozzi S, Cordero F, Lo lacono M, Novello S, Scagliotti GV, Calogero RA.

Selection of suitable reference genes for accurate normalization of gene

expression profile studies in non-small cell lung cancer. BMC Cancer 2006;

6:200.

Schwartz SM, Doody DR, Fitzgibbons ED, Ricks S, Porter PL, Chen C. Oral

squamous cell cancer risk in relation to alcohol consumption and alcohol

dehydrogenase-3 genotypes. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 2001;

10:113744.

Scully C, Field JK, Tanzawa H. Genetic aberrations in oral or head and neck

squamous cell carcinoma: 1. carcinogen metabolism, DNA repair and cell

cycle control. Oral Onco! 2000; 36:256-63.

Scully C, Bagan JV. Recent advances in oral oncology. Ora! Oncol 2007;

43:107-15.



90

Sharief FS, vojta PJ, Ropp PA, copeland wc. croning and chromosomal

mapping of the human DNA polymerase theta (pole), the eighth human

DNA polymerase. Genomics 1999; 59:90-6.

Sheahan P, o'Keane c, sheahan JN, o'Dwyer Tp. predictors of survival In

early oral cancer. Otolaryngol Head Neck Surg 2OO3;12g:571-6.

shi Y, zhai H, wang X, et al. Ribosomal proteins s13 and L23 promote

multidrug resistance in gastric cancer cells by suppressing drug-induced

apoptosis. Exp Cell Res 2004; 296.3374G.

siegel s. Nonparametric statistics for the behavioral sciences. New

York: McGraw-Hill; 1956.

singh B, stoffel A, Gogineni s, et al. Amplification of the 3q26.3 rocus is

associsted with progression to invasive cancer and is a negative prognostic

factor in head and neck squamous cell carcinomas. Am J pathol 2002;

161 :365-71.

steckelbroeck s, watzka M, Lutjohann D, et al. characterization of the

dehydroepiandrosterone (DHEA) metabolism via oxysterol Talpha-

hydroxylase and 17-ketosteroid reductase activity in the human brain. J

Neu rochem 2002', 83.7 1 3-26.

Tomonaga T, Matsushita K, Yamaguchi S, et al. ldentification of altered

protein expression and posttranslational modifications in primary colorectal

cancer by using agarose two-dimensional gel electrophoresis. Clin Gancer

Res 2004; 10:2007-14.

Tsantoulis PK, Kastrinakis NG, Tourvas AD, Laskaris G, Gorgoulis VG

Advances in the biology of oral cancer. Oral Oncol2007;43:523-34.



91

Vandesompele J, De Preter K, Pattyn F, et al. Accurate normalization of real-

time quantitative RT-PCR data by geometric averaging of multiple internal

control genes. Genome Biol 2002; 3(7):RESEARCHOO34.

vartanian JG, carvalho AL, Toyota J, Kowalski rs, Kowarski Lp.

Socioeconomic effects of and risk factors for disability in long-term survivors

of head and neck cancer. Arch otolaryngol Head Neck surg 2006; 132.32-

5.

viswanathan H, wilson JA. Alcohol-the neglected risk factor in head and

neck cancer. Clin Otolaryngo! Allied Sci 2004; 2g:295-300.

Warnakulasuriya S, Sutherland G, Scully C. Tobacco, oral cancer, and

treatment of dependence. Ora! Oncol 2005; 41.244-60.

williams HK. Molecular pathogenesis of oral squamous carcinoma. Mol

Pathol 2000; 53'.1 65-72.

Winn DM. Epidemiology of cancer and other systemic effects associated with

the use of smokeless tobacco. Adv Dent Res 1997; 11:313-21.

Winning TA, Townsend GC. Oral mucosal embryology and histology. Glin

Dermatol 2000; 18:499-51 1 .

Woolgar JA, Rogers S, West CR, Errington RD, Brown JS, Vaughan ED.

Survival and patterns of recurrence in 200 oral cancer patients treated by

radical surgery and neck dissection. Oral Oncol 1999; 35:257-65.

Wu YY, Rees JL. Variation in epidermal housekeeping gene expression in

different pathological states. Acta Derm Venereol 2000; 80:2-3.

Zain RB. Cultural and dietary risk factors of oral cancer and precancer-a brief

overview. Oral Oncol 2OO1 ; 37 :2O5-1O.



92

Zhang QX, Feng R, Zhang W, Ding y, yang Jy, Liu GH. Role of stress-

activated MAP kinase P38 in cisplatin- and DTT-induced apoptosis of the

esophageal carcinoma cell line Eca109. world J Gastroenterol 2005;

11.4451-6.

Zhong H, simons JW. Direct comparison of GAPDH, beta-actin, cyclophilin,

and 28s rRNA as internal standards for quantifying RNA levels under

hypoxia. Biochem Biophys Res Commun 1999; 259:523-6.

Zou L, Wu Y, Pel L, et al. ldentification of leukemia-associated antigens in

chronic myeloid leukemia by proteomic analysis. Leuk Res 2005, 29'.1387-

91.



ANEXOS



.9o
(u
.qo
40
c)o
(E

6{u
o)

.gocg
a
E66E
EE
sx
iDo
trd)
;EEo
ts€
o-o
E
CL

.(ooc

.(E

.oo
{5
c)oo
o
{E
o
E
o):o
(u'o
c
<)of

6'o
c
rN

.a
E{
o)

G

{o
o)

x
=

o
=

.9
G

'o,
o
E.
ooEoco
C:

ooE
.(u
6
(E

oo
E
o)
E'o
o-
o
{Ec
.o
(E
c
.o
o)
o)

oo
E'oco

oo

.o
(o
c
.9
o)
E
ooEo
o
.E

Eo
0)
(u

o
{!
o)
E
0)
E'
(U

oc(l)
o
:f

E
o)
ao
tro
E

o
Eo(,
Eoo
Ao
L6(D6
6Fo-
6E-c!
:'6
OE
Fo
Eo
o
,oc.l
E

E
q)

oo
(E

o
{!
o)

=

HgE
3='EE
: E 3;.,oxo
gE E E'60()6
troEo
; E:!o-c o o)o o'6E o
F€ E Ets
E 8 5E 6ooo!c
EE e EE
F70;:ESFE;
E e?f;:

EgEEs
:;E E i
EETE
cLo6
E E:E

$ EE€
6 E'e
1(0

Eoo
o)
q)
E
E
f,
coot0ce
uiooE
.+E
'= .oEN
.qE(6G
9do-
Pb
oEt (.:,

o6
€eoe
L6
eG
CC

Eo
c)o
(E

o
TE

o)

Eoo
o
oE
E
=Ec
9o
.ee(s0)
OE
CE
EA
cGotr
-Goai
EEoJ-
6b
E<o
aaOE
8.,CGOE

=
E
o)
oq
(6

@
{!
{)

=

o(o
co
.EE
'o
E
6
=o
E
0)

Eo
to
q)
E
.9o
E
Eo
o
!oc
€

E
o,
o)o(o
o
{E
Q)

=

z xz oz z Nz
(E
Nz Nz

o
Nz

(f)z

.E
{o
E.E

o_

o
E
lF

oE
.o
6
6
It)o
oEo
o-
o
'(E

o
s
E.C
o
o
E
J

o

o
{!
E.E
o-
o
E

o
EI
(s
oc

.0)
E
q,

sE
o(!z

f
=o
.c
o
Eoc'o
(u
o

osoco
.E
E
.e
(o

E
6
=
E
0)

oc
o)
E
l
o
Eo
N
Eoo
o
E
f
F

.o
(5

E
o
fo
Eo
Eo
$
9o(gs
orp
tro)ot
erE
0)E
.o6
E
E
o
o
E
f

F

o
'(E
co
.Eo
.o
C'
E
(u
fo
E
o)

E

r{'
c)ro
-a
G
E
Eoo

E
f

F

o cio
6 005 Ro,
=o=of oo -

89iil,
o'f o)o o
E rv:6

E;3t€
o 3: o o)

*'oooP
EE; fi Jt890,-
,- H o oo::9aE
EPE"BEa'o.l! -tr:O6oX6oo
€E-9 P'< (E 

==,q €B
o!

3:3oo
3E
oo
9€.
6drF

= 
8g'-6C

3as
b 3Etrp 6
=.o 

oF.P.'
nq6o b-E
6oE
s Eg6Eop.E 

=e:6OO
O'E
-9 o)

fiE
=E

.g
oc

rtE

,t2o
,a!
oo
tE

o
.aE

o

=

o
o
!,
oc
o

=

o
.tE

E

o-

o
E
F
o
E'
o

raE
oc
o,
x
IU

,2
a!

F xF oF
a
tr F

N
F

oF
(E
$
F

o$F

l
o
(5'6
c

(O
a
f
(U

$c
.9
.(I,(!
EP
o- ((U

r.a
otl
E,<s
Eo
offiT*a
o'(U
'3E
CE
.9oXEoo
o!)
-o)gE
Eiart )(UO
-oo
EPo (c)

a
oft,o
$o'= 0)
ou,o'6
SE.o)dpo-
-A'83

ootrogE
G:o--tr

=BZ.a
l-avO
oEo.(I'
c0)

-LoL

€8().O
o t(uoo

FL'-a A
_85
Oo
I (l)

-(S o"ocx0)
PE
{o-

g
6
0)

Eo
(t
c)E
.9
6
E
tr-Xo
6n-9Fb
OF
s!
OLcO
b'e.cE
OGEro6
€E
gE
'E@
.=

E
f

Eo
oo6
o{!
o)

=



Anexo 2 - Grupamento de Est6dios para o cAncer de cavidade oral baseada na
classificagSo clinica (TNM) - extensSo do tumor prim6rio, presenga ou ausencia de
comprometimento de linfonodos regionais e a aus6ncia ou presenga de met6stase
d distdncia.

Grupamento por Est6dios

EstSdio 0 Tis N0 M0

Estddio I T1 NO MO

EstSdio ll T2 NO MO

Estddio lll
T1,T2 N1 tuo

T3 NO, N1 MO

Est6dio IVA
T1,T2, T3 N2 MO

T4a N0, N1, N2 M0

Est6dio IVB
Qualquer T N3 M0

T4b Qualquer N M0

Estddio IVC QualquerTQualquerNMl
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Anexo 4 - Medida da expressSo diferencial atrav6s do metodo 6o 2-nact das amostras tumorais
em relagSo d m6dia dos valores de Cts das amostras normais, normalizadas pela media de
expressio dos genes RPLO, TBp e pplA.

o
o
o
o
E

ALDOA POLQ AHSAl RPL23 RPLl 9 PABPCl KRT5 KRT6A HDACl

017 3,93598 3,64773 4,30119 0,31117 0,60599 0,33471 1,20665 0,58951 0,8359
027 5,58403 6,87606 6,91304 6,5147 6,99 0,84609 0,93882 0,21899 0,66711
037 3,35596 9,85142 7,7529 1,65762 2,'13965 1,25786 2,15498 1,53077 2,18062
047 0,25661 1,26539 0,84909 0,34669 0,58776 0,34156 0,14229 0,06684 0,61019
057 2,77273 1,85093 0,403't3 1 ,'18951 0,44812 0,85'198 0,90684 0,74855 ND
067 2,2757 2,41705 1,00998 1,40642 0,58925 1,00038 1,07967 0,22229 ND
07r 9,27618 4,67123 7,62925 1,52371 1,95547 1,26089 0,73943 0,20989 2,38647
087 4,47449 4,81877 2,1 5308 0,69339 1,03937 0,70026 0,72665 0,31921 0,79539
097 2,09004 0,97974 0,98501 0,80251 0,36203 0,6883 1,42518 0,99335 ND
107 1,04955 0,9204 0,44434 0,70179 0,36283 0,25869 0,44834 0,19787 ND
127 5,63589 1,52793 1,9761 2,08546 0,78022 0,51129 0,34126 0,46185 ND
137 5,98943 5,28789 6,62122 0,81685 1,20291 3,16015 0,60153 0,16342 0,92579
147 1,35574 1 ,01 117 0,3879 0,81121 0,45473 0,84284 0,8104 0,5864 ND
157 1,92471 1,17412 0,69383 1,3077 0,49722 0,75204 1,3937 1 ,1 0357 ND
167 7,29799 9,81126 5,09416 1 ,50513 1,27587 1,08805 1,38682 0,22873 3,30697
17r 4,13525 5,87633 4,86572 0,44095 1 ,13968 0,99003 0,89023 0,28827 1,80582
187 6,24378 0,22573 1,08957 0,43371 ND ND ND ND ND
197 13,6191 38,5279 6,73761 1,53682 2,21127 2,3704 2,73557 1,6078 2,96337
20r 3,63337 2,62973 2,10916 1,4577 0,65609 1,09598 0,64569 0,20103 ND
217 4,9576 2,22157 3,39322 1,71757 0,57646 0,56863 0,52265 0,20764 7,41778
22r 1,64234 0,75403 0,61576 0,52116 0,3977 1 ,1 9886 1,41752 0,39319 ND
23r 13,0178 4,77674 8,36152 4,01336 1,98124 2,71947 2,41725 2,37834 ND
25r 9,'t 0629 5,29197 5,04507 1,59393 0,66936 0,85922 1,00079 0,61319 1,10776
261 11,7301 9,27972 6,55905 2,58088 1 ,51865 1,50843 1 ,08154 0,63128 ND
277 14,2125 0,1 2365 0,82194 1 ,69131 0,70861 0,48858 0,12733 0,04769 ND
2BT 3,81989 1,61754 0,98047 1,50273 0,58541 0,41116 1,14167 0,1 8399 ND
297 1,67846 0,55636 0,67603 0,63121 0,37142 0,51693 0,53394 0,36552 ND
307 2,12085 0,00159 0,49175 0,93327 0,31981 ND ND ND ND

317 7,08984 4,54 2,39567 0,96693 0,47844 0,73713 0,65069 0,37198 0,31907
327 8,33444 0,0197 4,62814 1,80852 0,8388 1,4983 1,05704 0,48295 ND
337 20,177 5,24732 7,46075 2,64579 2,31652 2,4775 0,65019 0,46399 ND
347 39,7678 12,4419 4,75093 2,36622 1,35114 0,84154 1,15761 ND ND
3sT 6,1 341 5 1,61009 I ,81698 1,785 0,81273 1,20117 1,52043 0,33706 ND

367 2,03602 0,00109 2,10492 0,79451 0,4165 ND ND ND ND
377 20,7123 5,73327 4,57498 1,59823 1,26553 2,41718 1,29238 0,57566 ND



397 3,19732 1,93697 1,46227 0,97891 0,51974 0,93375 1,54343 0,65266 ND
407 3,43473 0,01883 0,60915 4,69976 2,36337 0,94242 0,3522 0,31 159 ND
41r 4,27284 0,848 3,36718 7,75031 3,25844 0,39992 0,68514 0,13376 ND
427 1,03411 6,72872 1,10043 0,74352 0,54238 ND ND ND ND
437 0,94939 0,00586 1,70709 0,62529 0,27184 ND ND ND ND
447 4,02217 3,1 0569 2,57159 2,01442 1,17851 0,8579 0,35575 0,25505 ND
457 1,25525 0,00392 2,36633 1,18402 0,85182 ND ND ND ND
467 2,38424 0,00086 0,53152 0,75747 1,18169 ND ND ND ND
477 3,31007 0,01238 1,54208 0,71094 1,04067 ND ND ND ND
497 3,40313 0,003'18 0,88979 0,533'14 0,1 9045 ND ND ND ND
507 2,29594 0,00151 1,11247 0,63353 0,45683 ND ND ND ND
517 6,51996 0,65516 1,3654 3,33349 1,97515 0,31474 0,66231 0,5673 ND

387 1,03541 0,72053 1,23817 0,50906 0,69296 ND ND ND 1,63077

]gqOiOo das amostras do Banco de Acidos Nucl6icos do Hospital do C6ncer AC Camargo
'ND-nao dosado.



Anexo 5 - Ficha de dados clfnicos utilizada para coleta dos dados cllnicos e patol6gicos dos
pacientes incluidos na pesquisa.

Fundag6o Ant6nio prudente _ Hospital A. C. Camargo
Departamento de Cabega e Pescogo - Ludwig Institute for Cancer Research

6ides
Roberta Cardim Lessa, Dr. Andr6 Lopes Carvalho , Dr. Andrd Luis Vettore

Sem tratamento
Carcinoma epidermdide
Lingua oral, palato duro, regiao
jugal, sulcos

T N
como

Crit6rios de Exclustro
Tratamento pr6vio
Outros tumores de CP previamente
Tumores mirltiplos simutdneos
Outras histologias ou sem AP
MI
RT ou QT prdvias

IDENTIFICA O E DADOS DEM RAFICOS

1. Nrimero do estudo t It rt lt l
It rt lt l2. RGH t l t It

3. Idade: anos ...t lt lt l
4. Sexo: (l) Masculino (2) Feminino .......................

5. Raga: (l) Branca (2) Amarela (3) Negra (4) Outra

tl
I]

HIST

6. Hist6ria familiar de cdncer: (0) Nao (1) Pais (2) IrmSos (3) Outro parentes (9) Desconh. t lt lt l
7. Tabagismo: (0) NEo (1) Sim (9) Desconhecido ........

8. Etilismo: (0) Nao (l) Sim (9) Desconhecido .........

.t l

..t l

LOCO-REGIONAL

9. Local do tumor: (l) ponta de lfngua (2) corpo de lingua (3) ponta e corpo de lingua (4) sulco

pelve-lingual (5) soalho (6) gengiva inferior (7) retromolar ............. ..... t l
10. Nfveis de linfonodos ipislat. N+ clinicamente: (0) Nao (1) I (2)\ (3) III (4) IV (5) V t lt lt lt lt l
I l. Di6metro do maior linfonodo ipislat. +: cm (0) se N- .....t I t l
12. Nfveis de linfonodos contralat. N+ clinical.: (0) Nao (t) I (2) II (3) III (4) IV (5) v t lt lt ll lt l
13. Didmetro do maior linfonodo contralat. *: _cm (0) se N- ........

14. Est:idio T (atualizar UICC 87): (l) T1 (2)12 Q)T3 (4) T4 (9) Tx ......

........t lt l
............t l

15. Estddio N (atualizar UICC 87): (0) No (l) Nl (2) N2a (3) N2b (4) N2c (5) N3 (9) Nx .................. t l



CIRURGIA

16. Data da cirurgia: t lr lt l
17. Cirurgia tumor prim6rio: (l) Glossectomia parc. (2) Hemiglossect. (3) Pelveglossect. (4)

Pelve(gl.)mand. marg. - Pull (5) Pelve(gl.)mand. sec. - Com. (6) Retrom. (7) Retrom. Ampliada.. . [ ]
18. Esvaz. cervical ipislat.: (0) Neo (l) ESoH (2) ECR (3) ECRM(XI) (4) ECRM (Xr+VJ) ...........t l
19. Esvaz. cervical contral. (simult.): (0) Nao (l) ESoH (2) ECR (3) ECRM(XD (4) ECRM (xI+vJ) [ ]
20.Esvaz. Cervical: (0) Nao (l) Monobloco (2) Dibloco ....... .t l

(8) microcinirgico _ ......t lt l

21. Ampliagdo do esviv. Cervical: (0) Nao (l) pele (2) car6tida (3) hipoglosso (4) vago (5) Outros

t lt lt lt l
22. Reconstrugdo: (0) Nao (l) lfngua (2) outro retalho local (3) Mc Gregor-frontal (4) Backanjian-

deltop. (5) mioc. peitoral maoior (6) mioc. peitoral menor (7) outro miocut.

23. Complicag6es imediatas: (0) NAo (l) infecaSo (2) necrose de retalhos (3) fistula oro-cerv. (4)

ruptura da car6tida (5) fistula quilosa (6) infecaio resp. (7) outra

24.Data da alta hospitalar: I / ........

...t lt lt lt l
I lt lt l

25.Data de inicio: ___J_J_Q/010 se n6o fez)

26. Aparelho: (0) N6o fez (l)Ortov. (2) Cesium (3) Cobalto (4) Al

27.Dose do campo cervico-facial (0 se n6o fez)

28. Dose em fossa ipislat.: (0 se n6o fez)

29. Dose em fossa contralat.: Gy (0 se n6o fez) .......

30. Data do final: _J__J_Q/0/0 se ndo fez) ...........

t rr lt l
..................t l
...............t lt l

,....t lt l
.....t I t I

t lt lt l

ANATOMOPATO ICO DA PE DA CIRURGIA INICIAL

31. Nrimero do AP r lr lt lt lt lt It l
32. Histologia do prim6rio: (l) cEC I (2) cEC II (3) cEC III (4) cEC soE (5) CA indef. ..............t l
33. Embolizagdo vascular: (0) Nao (l) linf6tica (2) sanguinea (3) ambas (4) "presente" (9) Ign. .....[ ]

RADIOTERAPIA



34. Infiltragdo perineural: (0) Nao (1) presente (9) ignorado tl
35. Margens: (0) livres (1) pr6ximas(< 0,5 cm) (2) comprometidas (9) ign. .................... tl
36.Espessura:mm(999sen6orelatado)....................t]
37. Nrimero de linfonodos comprometidos ipislat. : _(99 se nio esvaziado) ....1 l
38. Nrimero de linfonodos dissecados ipislat. : _(99 se ndo esvaziado) ..[ ]t lt l
39. Nfvel de linfonodos comprom. ipistat. : (0) N- (l) I (2) II (3) III (4) IV (5) v (9) ign./n6o

40. Nrimero de linfonodos comp. contral.

41. Nrimero de linfonodos dissecados contralat. mm (999 se n6o esv.) ....[ ]t lt l
42. Nfvel de linfonodos comprom. contralatet. : (0) N- (t) I (2) rr (3) III (4) IV (5) v
(e) ign./n6o esv. ........... ..............t lt lt lt lt l

EVOLU

43.Data da primei ra recidiva: _1____J_(010/0 se ndo fez) ............... ..t lt rt l
44. Locais de recidiva: (0) ndo teve (l) local (2) pescogo ipisi. (3) pescogo contra. (4) pulmao (5) osso

(6) figado (7) outras distdncias

perdido de vista assintom6tico < 5 anos .........

(8) recidiva, local ign. (9) ignorado-

t lt lt lt rt l
45.Data de diagn6stico do segundo tumor primiirio: ____1__J_e/\lo se ndo fez) ....1 lt lt l
46.Local do segundo tumor prim6rio: CID-0 (0 se n6o teve).... t lt lt lt lt l
47.Data da fltima informagdo objetiva de segmento: / / ............t lt lt l
57. Status: (1) Vivo s/ doenga (2) Vivo com doenga (3) Morte p6s-op (4) MOCA (5) Obito p/

out/causas (6) Perdido de vista (definiqao: Para pacientes com menos de 5 anos de seguimento

todos os que deixaram de retomarporum periodo igual ao dobro estipulado. Pacientes assintom6ticos perdidos ap6s 5 anos devemser

classificados como Vivos 000) tl
Para pacientes perdidos de vista: Anotar nome , endereqo e telefone.

o aos con 5o de desta lista diariamente.

Coletador de Dados:

FONTE : Kowaski,LP (l 996)



Anexo 6 - Termo de consentimento pos informado utilizado para a coleta das amostras
normais incluidos na pesquisa.

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO
(obrigat6rioparaPesquisaCIinicaemSeres,,,moCNS25l/97)

I - Identificag5o do paciente

Nome do paciente:

Identidade no.: Sexo: _ Nascimento J_-l_Tel ( )

Enderego: Cidade: Estado

II - Dados sobre o estudo

o Tftulo do estudo:

Identificacio de Genes Hiorexpressos em Carcinomas Epiderm6ides de Cavidade Oral

o Pesquisadores respons6veis

Roberta Cardim Lessa

Dr. Andr6 Lopes Carvalho

Dr. Andr6 Luiz Vettore

III - Esclarecimentos

l. Justificativa e objetivos:

A evolugSo dos tumores da regido da cabega e do pescogo 6 muito vari6vel

dependendo do local de origem e de diversos outros fatores. Muitos desses fatores s5o

utilizados para decidir o tratamento a ser empregado. No entanto, muito ainda precisa ser

pesquisado para se conhecer a capacidade de crescimento desses tumores e possivelmente

empregar, no futuro, este conhecimento para mudar o tratamento que pode acarretar

mudangas na qualidade de vida do paciente. O objetivo deste estudo d conhecer e avaliar



alterag6es em alguns genes envolvidos com esses tipos de tumores e correlacionar esses

dados com as informag6es da sobrevida do paciente ap6s tratamento convencional.

2. O que 6 necess6rio para participar do estudo?

Coletar amostras de tecido normal durante o ato cirurgico

3. Existe algum risco esperado?

NEo h6 qualquer risco esperado no estudo.

4. Quais os beneficios que poder6o ser obtidos pelo estudo?

O estudo possibilitar6 a determinagSo dos genes que se apresentam mais

freqtientemente alterados nos cdnceres de vias aerodigestivas superiores. Estes dados

poderdo permitir o seguimento clfnico adequado de pacientes futuros de acordo com os

dados obtidos na an6lise dos genes, seguida de correlagao com os dados clinicos.

5. Fui esclarecido sobre a garuntia de receber resposta a qualquer pergunta ou

esclarecimento, a cerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos

relacionados com a pesquisa e o tratamento do individuo.

( )srM ( )NAo

6. Fui esclarecido sobre a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento sem

que isso traga prejufzo quanto a continuidade do meu tratamento.

( )srM ( )NAo

7. Fui esclarecido de que ndo haver6 remuneragdo financeira al6m do previsto para as

despesas do estudo.

( )srM ( )NAo

8. Fui esclarecido que n6o haver6 indenizagdo al6m das previstas por lei, em reparagdo a

danos imediatos ou tardios, causados pela pesquisa em quest6o.

( )srM ( )NAo

9. Fui esclarecido sobre a seguranga de que minha identidade ser6 preservada, mantendo-

se todas as informag6es em car6ter confidencial.



( )srM ( )NAo

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Declaro que, ap6s ter sido convenientemente esclarecido dos riscos e beneficios deste

estudo, conforme definido nos itens I a 9, do inciso III, consinto em participar, na

qualidade de paciente, do Projeto de Pesquisa referido no inciso II. Estou ciente tamb6m

de que qualquer dtivida sobre o Projeto de Pesquisa em questSo, ser6o resolvidas com os

pesquisadores principais pessoalmente ou pelo tel. (11) 3272-5000 (ramal 5125).

56o Paulo, _ de de20_.

Assinatura: Assinatura:

Nome paciente: Nome pesquisador:


