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RESUMO

O carcinoma epidermoéide de cabeca e pescoco (CECP) representa o tipo histologico
mais frequente nos canceres de cabeca e pescoco. Apesar dos numerosos estudos
realizados ainda néo foi estabelecido um conjunto comum de biomarcadores para o
CECP que facilitem o prognéstico e o diagnostico precoce. O objetivo deste estudo
foi avaliar no CECP o possivel potencial de biomarcador da Serpinal e Osteopontina
(OPN) por serem moléculas pouco avaliadas neste cancer. Os dados clinicos-
patolégicos e amostras bioldgicas foram obtidos de 40 pacientes com CECP e 11
individuos saudaveis. Foi realizada a deteccao da expresséao relativa do mRNA de
Serpinal e OPN por ensaio de gPCR em amostras de tecido tumoral e tecido
normal. A avaliacdo da expressao proteica de OPN e Serpinal foi realizada pela
técnica de Western Blot em amostras soro de pacientes com CECP e individuos
saudaveis. Foi observado aumento significativo no mRNA da Serpinal em tecido
tumoral em relagdo ao tecido normal (p=0.0014) e em relacdo as diferentes
caracteristicas clinico-patologicas avaliadas (sexo, habito de beber e fumar,
estadiamento e desenvolvimento linfonodal). A expressédo proteica da Serpinal no
soro foi significativamente maior (p=0.0007) em pacientes com CECP quando
comparados aos controles, assim como as caracteristicas clinico-patoldgicas
avaliadas. Os niveis de OPN no mRNA nédo foram diferentes entre os tecidos. A
expressao proteica da OPN foi maior nos pacientes com estadiamento avancado da
doenca (11I/1V) (p=0.0181). A Serpinal mostrou-se como um potencial biomarcador
do CECP, seus niveis aumentados nos pacientes com CECP podem ser detectados
tanto no tecido tumoral como no sangue o que pode facilitar sua aplicacdo no
desenvolvimento da doenca. A OPN deve ser melhor avaliada para estabelecer as

possiveis diferencas significativas.

Palavras-chave: Carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco. Biomarcadores.
Osteopontina. Serpinal.



ABSTRACT

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is the most frequent histological
type of head and neck cancers. Despite the numerous studies, a common set of
biomarkers for HNSCC has not been established yet, evidencing the necessity to find
molecules that facilitate the prognosis and early diagnosis of this disease. The
objective of this research was to evaluate the Serpinel and Osteopontin (OPN) as
biomarkers in HNSCC because they are poorly evaluated molecules in this cancer.
Biological samples and clinical-pathological data were collected from 40 patients with
HNSCC and 11 healthy individuals. The detection of Serpinal and OPN mRNA
expression was performed by gPCR trials on tumor tissues and normal tissue
samples. The evaluation of Serpinal and OPN protein expression was performed
with serum from both HNSCC patients and a control group by Western blotting. A
significant increase in Serpinal mMRNA was observed in tumor tissue compared to
normal tissue (p=0.0014) and in relation to different clinical-pathological
characteristics evaluated (sex, smoking and smoking, staging and lymph node
development). Serpinal protein expression was also elevated in patients with
HNSCC in relation to controls (p=0.0007) and in clinical-pathological characteristics
evaluated. For OPN, no relevant significant differences were found for mRNA and
protein except OPN protein expression, which was shown higher in the advanced
stage (IlI/IV) (p=0.0181). Serpinal has been shown as a potential biomarker of
HNSCC for alterations found in tumor tissue and blood, which may facilitate its
application in the development of the disease. The OPN should be better evaluated
to establish the possible significant differences.

Key words: Head and neck squamous cell carcinoma. Biomarkers. Osteopontin.

Serpinal.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer de Cabeca e Pescoco

Céancer é um termo genérico dado a um grande grupo de doengas que podem afetar
qualguer parte do corpo. Sua caracteristica comum € a rapida multiplicacdo de
células anormais que se estendem dos seus limites habituais e podem invadir partes
adjacentes do corpo ou se espalhar para outros 6rgaos, processo conhecido como

metastase. As metastases sao a principal causa de morte por cancer (OMS, 2015).

O céancer € uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo o
mundo. Em 2012 havia cerca de 14 milhdes de novos casos e 8,2 milhGes de
mortes. Espera-se 0 aumento do numero de novos casos em cerca de 70% ao longo
dos préximos 20 anos (OMS, 2015). No Brasil, o cancer representa a segunda causa
de morte na populacdo, sendo quase 17% dos Obitos de causa conhecida no pais
(INCA, 2010).

Especificamente, os canceres de cabeca e pescoco representam o sexto tipo de
cancer mais comum em todo o mundo, com aproximadamente 630.000 novos casos
de pacientes diagnosticados anualmente, o que resulta em mais de 350.000 mortes
por ano. Mais de 90% dos canceres de cabeca e pescoco sdo correspondentes ao
tipo histologico de carcinoma de células escamosas (HNSCC), também chamado de
carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco (CECP), que surgem das superficies
mucosas da cavidade oral, orofaringe e laringe (VIGNESWARAN; WILLIAMS, 2014).
Os sitios anatdmicos que estéo incluidos nesse grupo de neoplasias constituem em
geral: a cavidade oral, que compreende mucosa bucal; gengivas; palato duro; lingua,
assoalho de lingua; faringe, e que inclui: orofaringe; nasofaringe; hipofaringe;
cavidade nasal e seios paranasais; laringe gldtica e supraglotica e glandulas
(COLOMBO, 2009).

Na América e na Europa o CECP representa de 5% a 10% de todos 0s novos casos

de céncer, porém tem uma ampla variacdo geogréfica na incidéncia e na distribuicdo
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anatdbmica no mundo inteiro. Esta variagdo é atribuida predominantemente as
diferengcas demogréaficas nos héabitos de consumo de tabaco e alcool, que
contribuem para o desenvolvimento de quase 80% de todos 0s casos
diagnosticados. Em paises de alto risco (india, Sri Lanka, Bangladesh e Paquistéo,
por exemplo), a CECP é o cancer mais comum nos homens e o terceiro cancer mais
comum nas mulheres (WARNAKULASURIYA, 2009).

Os principais fatores etiolégicos relacionados com o desenvolvimento do CECP sé&o
o tabagismo, etilismo e a infeccéo por Papilomavirus Humano (HPV). Em particular o
consumo combinado de tabaco e alcool parece atuar em conjunto com o aumento
do risco de cancer (INCA, 2010). O cigarro contém nitrosaminas e hidrocarbonetos
policiclicos carcinogénicos genotoxicos que podem aumentar o risco de doenca por
levar a alteracfes do perfil molecular dos individuos e causar mutacdes (COLOMBO,
2009). A infeccao por HPV (Human Papillomavirus), principalmente HPV-16 e HPV-
18, também desempenha um papel no desenvolvimento de CECP especialmente
nas regides nasofaringeal e orofaringeal (CHOI; MYERS, 2008). Outros fatores que
podem contribuir para a carcinogénese de cabeca e pescoco incluem a poluicédo
ambiental e certas condi¢c6es de trabalho associadas a industrias como a metalurgia
e a petroquimica, assim como a nutricdo, a ma denticdo, a idade avancada e a
predisposicdo e suscetibilidade genética (CHOI; MYERS, 2008; DOBROSSY, 2005).

O diagnéstico de CECP é baseado na realizacdo de exames locais da cavidade oral
e em testes histopatolégicos (FEDELE, 2009). Desta forma o desenvolvimento inicial
deste cancer pode ser identificado visualmente por meio da avaliacdo de lesbes pré-
malignas orais (OPLs) que incluem leucoplasia oral, a eritroplasia oral, liquen plano
oral, estomatite da  nicotina, a queratose e fibrose submucosa
(WARNAKULASURIYA; RALHAN, 2007). Lamentavelmente, os pacientes afetados
comumente procuram tratamento no estagio avancado da doenca, diminuindo assim
as chances de sucesso terapéutico e aumentando a mortalidade (MCGURK et al.,
2005)

O planejamento terapéutico e do prognostico do CECP baseia-se principalmente em
parametros clinicos, radiologicos e histopatologicos, os quais consistem no local do
tumor primario e no sistema de estadiamento TNM (tamanho do tumor, T. Presenca

de metéstase em linfonodos cervicais, N. Met4stase a distancia, M). A presenca de
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metdstase em linfonodos cervicais é o principal fator progndstico adverso
independente. Em geral os pacientes com CECP sao classificados nos
estadiamentos I, I, 1l e 1V, dependendo da gravidade da doenca segundo o sistema
TNM. Os pacientes no estadio inicial (I ou Il) sdo tratados com cirurgia ou
radioterapia, j& os pacientes no estadio avancgado (Il ou 1V) séo tratados de forma
multimodal com cirurgia, radioterapia e quimioterapia. No entanto, pacientes com
tumores apresentando o mesmo estadiamento clinico podem demonstrar padrdes de
crescimento e evolucao diferentes, sugerindo a necessidade da analise de outros
fatores complementares para encontrar com precisdo o prognostico da doenca (NIH,
2014; THOMAS; NADIMINTI; REGALADO, 2005).

Assim, é necessario o desenvolvimento de metodologias que permitam o diagndstico
precoce e o tratamento do CECP a partir de exames de rotina com amostras
facilmente disponiveis (MISHRA, 2012). A avaliacdo de biomarcadores de cancer
oral nos estadios iniciais podera ajudar no diagnostico preciso através da
identificacdo de um conjunto comum de biomarcadores a partir de exames de fluidos

corporais, como saliva e plasma.

1.2. Biomarcadores em Cancer de Cabeca e Pescoco

Um biomarcador é definido como uma caracteristica que pode ser medida e avaliada
como um indicador de processos bioldgicos normais, patogénicos ou por respostas
farmacoldgicas de diversas intervencbes terapéuticas. Como exemplos de
biomarcadores podem-se ter proteinas, lipidios, genes, metabolitos, ou padrdes de
protedmica, padrbes de imagem, sinais elétricos e células presentes em exames de
urina (ATKINSON A.J. et al., 2001).

Na medicina, os processos do desenvolvimento das doencas sédo heterogéneos na
fisiopatologia e na apresentacao clinica, o que gera que o diagndstico, prognostico e
tratamento seja desafiador. Especificamente no desenvolvimento de medicamentos,
0s biomarcadores sdo essenciais para avaliar e determinar a eficacia e toxicidade

destes no espectro pré-clinico e clinico (ATKINSON A.J. et al., 2001).
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O estudo de novos e melhores biomarcadores é necessario para avaliar a eficacia e
toxicidade de drogas em estudos pré-clinicos, ter um diagndéstico precoce de
diferentes doencas, gerar um prognoéstico do paciente doente e identificar quais
destes irdo responder positivamente a uma intervencdo. Além disso, encontrar
biomarcadores eficientes permitiria uma classificacdo estratificada dos pacientes
para potenciais terapias no futuro (VAIDYA; BONVENTRE, 2010)

Apesar dos numerosos estudos realizados, ainda nao foi estabelecido um conjunto
comum de biomarcadores para o carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco,
porém ha a necessidade de encontrar moléculas que sirvam como preditoras do
prognéstico e diagnostico precoce desta doenca. Especificamente, no estudo feito
por Chakrabarti, et al, (2015) na identificacdo de biomarcadores diferenciais em
tecidos de cancer bucal em pacientes de etnia indiana, foi realizada uma
comparacao entre tecidos tumorais e a mucosa bucal normal, encontrando mediante
a analise de cDNA 425 genes diferencialmente expressos. Estes genes estavam
associados com importantes fungBes biolégicas como: proliferacdo celular (AIM2,
FAP, TNFSF13b, TMPRSS11A); transducdo de sinal (FOLR2, MME, HTR3B);
invasdo e metastase (SPP1, TNFAIP6, EPHB6); diferenciacdo (CLEC4A, ELF5);
angiogénese (CXCL1); apoptose (GLIPR1, WISP1, DAPL1); respostas imunitarias
(Serpinal, CD300A, IFIT2, TREM2); e metabolismo (NNMT; ALDH3A1)
(CHAKRABARTI et al.,, 2015). Estes resultados mostraram que existe uma
importante variedade de possiveis biomarcadores, no entanto sdo necessarios mais
estudos para avaliar a alta capacidade de serem considerados como progndésticos e

terapéuticos.

Para esta pesquisa foram selecionados dois genes que encontraram-se sobre-
expressos no estudo citado anteriormente. Assim, 0s genes que foram analisados
como possiveis biomarcadores sao: SPP1 (Osteopontina) relacionado com invasao
e metastase e Serpinal (alfa-1-antitripsina) relacionado com a inibicdo enzimatica.
Poucos estudos tém relacionado o papel destes genes no Carcinoma Epidermoide
de Cabeca e Pescoco, evidenciando a necessidade de avaliar seu papel na doenca.
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1.3. SPP1 (Osteopontina):

1.3.1. Descricao Geral.

Osteopontina (OPN) é uma glicofosfoproteina da matriz celular codificada pelo gene
SPP1 (Secreted Phosphoprotein 1), secretada e ndo colagena, que facilita as
interacbes célula-matriz. Ela encontra-se envolvida na mineralizacdo 6ssea pela
funcdo de ligacdo dos osteoclastos a matriz 6ssea mineralizada. Os osteoclastos
sdo células grandes, multinucleadas, observadas ao longo das superficies dos
0Ss0S, 0 que sugere um papel destas células na reabsorcédo das células 6sseas. A
OPN é produzida pelos osteoblastos, pela estimulacdo por calcitriol e liga-se
fortemente a hidroxiapatita (OGBUREKE; FISHER, 2007)

A OPN esta envolvida na ancoragem dos osteoclastos a matriz 6ssea mineralizada,
pelo receptor da vitronectina, especifico para a osteopontina, que se localiza
preferencialmente na area da membrana plasmética dos osteoclastos envolvida no
processo de ligacdo (REINHOLT et al., 1990).

Esta proteina € também conhecida como uma citocina que regula positivamente a
expressdo de interferon-y e interleucina-12 (ASHKAR et al., 2000). Ao mesmo
tempo, OPN é membro da familia das cinco glicofosfoproteinas SIBLINGSs, que se
ligam aos dominios N-terminais das integrinas (OGBUREKE; FISHER, 2007). As
integrinas sdo proteinas transmembranares que podem reconhecer uma ampla
variedade de ligantes (CLARK; BRUGGE, 1995)

Em relacéo & estrutura do gene, o gene SPP1 é compreendido por sete exons, seis
dos quais contém uma sequéncia de codificacdo (CROSBY et al., 1995) (Figura 1).
Estes autores também assinaram o gene SPP1 na localizagdo cromossomica 4921-

g25 no ser humano.
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Figura 1 - Representacdo esquematica da organizacdo gendmica dos exons do gene humano
SPP1. Os exons séo indicados por caixas e os introns por linhas. O diagrama € a escala. Os primers
utilizados para amplificar exons e introns estdo indicados por setas numeradas (CROSBY et al.,
1995).

A OPN é composta por 314 residuos de aminoacidos e é codificada por um dnico
gene, mas existem varias isoformas como resultado do splicing alternativo, traducdo
alternativa e diferentes modificacdes pos-traducionais (PTMs), que permitem um
peso molecular variado entre 41 a 75 kDa de proteina sem clivar (KAHLES;
FINDEISEN; BRUEMMER, 2014). A OPN mostra uma conservag¢ao dos aminoacidos
arginina-glicina-aspatato (Arg-Gly-Asp ou RGD) no local de ligacdo com as células
(YOUNG et al., 1990). Uma caracteristica da estrutura do OPN é a presenca de um
sitio de clivagem pela proteina trombina préxima com esta regido de RGD. A
clivagem da OPN no plasma sanguineo ocorre naturalmente apos a ativacdo da via
de coagulacdo sanguinea. Tem sido encontrado que a OPN clivada por trombina
apresenta maior adesédo e espalhamento sobre diversas linhas celulares do que a
OPN néo clivada, mostrando que a trombina permite uma maior acessibilidade do
dominio RGD a receptores da superficie celular (SENGER; PERRUZZI, 1994).

A OPN clivada por trombina apresenta um fragmento C-terminal que se liga
diretamente com CD44v6 e CD44v3 (isoformas da CD44) através de uma ponte de
heparina. CD44 € uma glicoproteina de membrana celular de adesdo com a matriz
extracelular com um importante papel na ativagdo de linfocitos (ARUFFO et al.,
1990).0 fragmento N-terminal da OPN clivada por trombina apresenta a regido RGD
ativada, necessaria para a ligacdo com o receptor de integrinas av33. Assim, a
clivagem de OPN pela trombina libera dois dominios de ligacdo ao receptor que
realizam fungbes de sinalizacdo distintas (Figura 2) (RANGASWAMI; BULBULE;
KUNDU, 2006). Outros estudos indicam que a OPN pode atuar como substrato para
as metaloproteases de matriz, MMP-3 e MMP-7, e que os fragmentos clivados
melhoram a adesédo e a migracdo através da ligacdo a receptores (AGNIHOTRI et

al.,



20

2001).
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Figura 2 - Representacdo esquemética da estrutura da osteopontina (OPN). Uma sequéncia poli-
aspartato (poli-D) no N-terminal torna acida. O motivo de clivagem da trombina divide a proteina em
dois dominios funcionais. A sequéncia GRGDS na regido do terminal N desempenha um papel crucial
na ligadura de OPN para as integrinas, tais como avp3 e avf3. O fragmento C-terminal liga-se a
CD44. Entre o motivo RGD e o local de clivagen pela trombina, encontra-se o local de
reconhecimento para a integrina B1 (SVVYGLR) revelado apenas apés clivagem da trombina
(RANGASWAMI; BULBULE; KUNDU, 2006).

A Osteopontina foi inicialmente identificada em ossos (PRINCE et al., 1987) e
posteriormente encontrada em rins, cérebro, macrofagos, células vasculares de
musculo liso e diferentes lineas celulares epiteliais (WEBER, 2001). Por exemplo, o
calcio urinario dos calculos de oxalato apresentou esta proteina, além disso, foi
mostrada a presencia de mRNA de osteopontina no rim, mais especificamente nas
células tubulares distais (KOHRI et al., 1993). Por analise imuno-histoquimica, outros
pesquisadores descobriram a presenca de OPN em células de secrecdo humana e
glandulas sudoriparas (OGBUREKE; FISHER, 2007). A osteopontina também & um
componente constitutivo das fibras elasticas na pele humana e na aorta,
independente da idade, e observado na pele do feto e na aorta de criangas, jovens,
adultos e idosos (BACCARANI-CONTRI; TAPARELLI; PASQUALI-RONCHETTI,
1995).
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1.3.2. Funcéo e regulacao do gene.

A transcricdo de OPN encontra-se regulada pelo gene 1-alfa-1,25-dihidroxivitamina
D3 (VD3), codificador da forma hormonal da vitamina D (Calcitriol). A transcricdo de
OPN em tecido 6sseo € mediada por interacdes de fatores de trans-ativacdo
induziveis por VD3 com elementos responsivos de VD3 (VDREs). Os fatores de
trans-ativacdo induziveis por VD3 interagem com os complexos OPN-VDREs,
formando dois complexos heterodiméricos distintos, todos contendo o receptor da
vitamina D (VDR) e o receptor do retindide X-alfa (RXR). Os complexos OPN-
VDR/RXR-alfa gerados mostram que VD3 é requerida na regulacao da expressao do
gene de OPN em resposta a estimulos fisiolégicos que medeiam a diferenciacdo dos
osteoblastos (STAAL et al., 1996).

A presenca de osteopontina nas fibras elasticas sugeriu um papel na precipitacdo
mineral, na modulacdo da nucleacdo e no crescimento de cristais na mineralizacao
dos tecidos (BACCARANI-CONTRI; TAPARELLI; PASQUALI-RONCHETTI, 1995)

Em estudos in vitro tem sido encontrada correlacdo entre a inducédo da osteopontina
e a atividade da enzima fosfatasa alcalina, geradora de fosfato livre. A elevacao de
fosfato livre no meio é sinal suficiente para induzir o RNA e a proteina osteopontina.
A inducao especifica da osteopontina em resposta ao aumento dos niveis de fosfato
poderia explicar a regulacédo da expressao no 0sso, e a sobre-regulacdo em tecidos
danificados (BECK; ZERLER; MORAN, 2000)

Na imunologia a proteina osteopontina (OPN) encontra-se relacionada com a
imunidade de tipo 1 mediada por células, podendo receber o nome de Eta-1, por a
“ativacao inicial de linfoécitos T (early T lymphocyte activation 1) e a sua relacéo
como ligando da proteina de CD44 (ASHKAR et al., 2000; WEBER et al., 1996). A
imunidade de tipo 1 mediada por células é necessaria para a protecdo contra a
maior parte dos patdgenos intracelulares. Em experimentos com ratos deficientes na
expressao da Eta-l, observa-se que estes apresentam diminuicdo da imunidade de
tipo 1 com aumento da infeccdo viral e bacteriana. Também se observa que a
producado da interleucina-12 (IL-12) e interferon-y (IFNG) é diminuida, e a producéo

da interleucina-10 (IL-10) enddgena € aumentada. Em condi¢cdes normais, a
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interacdo entre a porgdo amino-terminal da Eta-l e 0 seu receptor de integrina
estimula a expressao de IL-12, e a interacdo com CD44 inibe a expressao de IL-10.
Desta forma Eta-l (OPN) € uma citocina chave que define as respostas imunitarias
do tipo | através de regulacao diferencial da expressao das citocinas IL-12 e IL-10
nos macrofagos (ASHKAR et al., 2000).

A osteopontina, também pode desempenhar um papel na supressao do crescimento
do tumor in vivo. O gene da OPN foi identificado como um alvo de p53, o qual
aumenta a expressdo da proteina OPN. Estudos demonstraram que o gene OPN
tem um elemento responsivo para p53 na regido promotora. A regulacédo dirigida por
p53 sugeriu um novo mecanismo de participacdo desta proteina na vigilancia
imunoldgica, controlando o sistema imune do hospedeiro para evitar que as células

danificadas sofram transformag&o maligna (MORIMOTO et al., 2002).

Foi encontrado que o FGF2 ou “Fator de crecimento 2 dos fibroblastos humanos”
(Fibroblast Growth Factor 2) induz indiretamente a expressdo de OPN em cultura de
células de rato e o fechamento de suturas cranianas. Assim, FGF2 induz expresséo
de genes relacionados com a codificacdo da proteina AP1 (Activator protein-1), e
AP1 induz a expressao de osteopontina através de um elemento de resposta ao AP1

no promotor do seu gene (KIM et al., 2003).

Foi revelado através do uso de células musculares lisas (SMC) da aorta de rato, que
a osteopontina encontra-se associada com a ativacdo e migracao deste tipo celular.
O mecanismo de acao encontra-se regulado por os nucleétidos extracelulares UTP
qgue induzem a expressado do OPN. Assim, UTP atua induzindo o aumento do mRNA
de OPN pela estabilizacdo do mRNA e a ativacdo do promotor de OPN. No promotor
de OPN foi encontrada a regidao -96 ao +16 responsavel pela expressao aumentada
de OPN induzida por UTP. Dentro dessa regido, especificamente no local 76,
encontra-se um sitio de unido a AP1 que inicia a transcricdo, mas quando o sitio
AP1 é eliminado a ativagdo induzida por UTP é totalmente inibida. Assim, este sitio
AP-1 (76) esta envolvido na transcricdo de OPN induzida por UTP (RENAULT et al.,
2003).
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1.3.3. Modelo animal.

O mRNA da OPN foi determinado no citoplasma dos cardiomiécitos do musculo
hipertrofiado de ratos hipertensos e em coracdes humanos com cardiomiopatia
idiopética ou isquémica. Em contraste, OPN ndo foi determinado em coragfes de
ratos adultos normais e em material de biopsia histologicamente normal do
endomiocardio humano. Com base nestas observacdes, foi relacionada a presenca

de OPN com a regulacdo da remodelacéo cardiaca (GRAF et al., 1997).

Liaw et al. (1998) geraram camundongos knock-out para o gene da OPN, e testaram
a cicatrizacdo de incisbes na pele destes. Estes camundongos foram viaveis e
férteis. O gene SPP1 estava fortemente expresso apdés a lesdo. A andlise
ultraestrutural mostrou uma maior desorganizagcdo da matriz e uma alteracdo da
fibrilogénese do colageno. Estes dados indicam um papel da OPN na remodelacéo
de tecidos in vivo e sugeriu funcdes fisiol6gicas durante a reorganiza¢do da matriz
apos a lesao (LIAW et al., 1998).

Foram identificadas concentracdes elevadas de mRNA de OPN em amostras de
cérebros de pacientes com esclerose multipla, ao contrario de cérebros controle. No
modelo de rato para esclerose multipla, revelou-se um aumento dos transcritos de
OPN. Em contraste, ratos com deficiéncia na producdo de OPN resultaram mais
resistentes a sofrer doencas como encefalomielites autoimunes progressivas além
de produzir mais IL10 e menos interferon-gama. Estes resultados indicaram que a
OPN poderia ser um alvo potencial no bloqueio do desenvolvimento da esclerose
multipla progressiva (CHABAS et al., 2001).
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1.3.4. OPN nos diferentes tipos de cancer.

Como foi mencionado a OPN é expressa por Varios tecidos do corpo humano, porém
também € expressa em niveis aumentados em células tumorais de varios tipos de
cancer (SHEVDE; SAMANT, 2014), incluindo o do pulméo, da mama e do célon
(RICH; SINGAL, 2014), colo de utero (HUANG et al., 2015), carcinoma de células

escamosas orais (HUANG et al., 2014), etc.

Encontraram-se evidéncias de uma associacdo entre a elevada expressao dos
niveis de OPN, mRNA em tecido e também sua concentracdo em plasma, no cancer

de ovério, sugerindo uma utilidade clinica como biomarcador (KIM et al., 2002).

Em soro, altos niveis de OPN foram significativamente correlacionados com a
redugéo da sobrevida dos pacientes com adenocarcinoma do pancreas (PORUK et
al., 2013). Outros estudos em plasma demonstraram que a sobrevida global dos
pacientes com niveis elevados do OPN foi pior que aqueles com niveis baixos do
OPN e que OPN poderia ser um marcador de progndéstico independente no
carcinoma de células escamosas de cabeca e pesco¢co (PETRIK et al.,, 2006;
SHIMADA et al., 2005). Além disso, altos niveis de OPN foram associados com
metastases linfonodal (SHIMADA et al., 2005).

Em uma meta-analise para neoplasma de ovario foi encontrada uma correlacédo
positiva entre os niveis de osteopontina no soro e a presenca do cancer (WANG et
al., 2014). Outro estudo feito com amostras de soro, em pacientes com
adenocarcinoma do pancreas encontraram que altos niveis séricos de OPN foram
significativamente correlacionados com a reducao da sobrevida do paciente (PORUK
et al., 2013).

Em outro estudo, especifico para carcinoma de células escamosas orais, foi avaliada
por técnicas imunohistoquimicas a expressdao de OPN, PAIl e caveolina-1, como
possiveis marcadores progndésticos. Os resultados sugeriram que o aumento da
expressao destas proteinas esta ligada a carcinogénese e a progressao tumoral
(HUANG et al., 2014).
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Foi estudada em conjunto, em pacientes com carcinoma cervical de células
escamosas, a expressdo de E-caderina (um marcador de transicdo epitelial-
mesenquimal) e OPN em relacdo com a radiorresisténcia. A avaliagdo imuno-
histoquimica mostrou uma elevada expressao de osteopontina e baixa expresséao de
E-caderina no grupo resistente a radiacdo, e os pacientes com esta condi¢ao tinham
uma taxa mais baixa de vida. Os resultados sugeriram que a alta expressao de OPN
e a baixa expressdo da E-caderina pode ser considerada um fator progndstico

negativo na sobrevida do paciente (HUANG et al., 2015).

Tem sido encontrado que o numero de células estreladas hepaticas ativadas foi
positivamente correlacionado com o nivel de acidificacdo nos tecidos tumorais de
doentes de células de carcinoma hepatocelular (HCC) e que, neste tipo celular baixo
estas condicbes, a excrecdo de OPN encontra-se aumentada promovendo a
migracao de células de HCC (SONG et al., 2015).

1.3.4. Mecanismo de a¢do de OPN no cancer.

Ha informacado suficiente da influéncia da OPN no desenvolvimento de tumores e
metastase (Figura 2). OPN é conhecida por atuar através de varias integrinas
(dominio N-terminal) e CD44 (dominio C-terminal), e participar na sinalizacéao
através do EGFR (RICH; SINGAL, 2014; SHEVDE; SAMANT, 2014; WEBER, 2001;
ZDUNIAK et al., 2015).

O mecanismo de acdo da proteina OPN ocorre pela ativacdo de diversas vias de
sinalizacdo na tumorigénese, que se encontram estabelecidas nos seguintes

passos:

1.3.4.1. Sinalizagc&o da OPN via integrinas e CD44.

As integrinas sao proteinas transmembranares que podem reconhecer uma ampla

variedade de ligantes, incluindo proteinas da matriz extracelular, da membrana
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celular e do plasma (CLARK; BRUGGE, 1995). Os ligantes a integrina controlam o
crescimento, diferenciacdo, expressdo genética, apoptose e motilidade celular
(HOOD; CHERESH, 2002). As integrinas que interagem com OPN sao avp1, av3 e
avp5, e sdo dependentes do motivo RGD. Dados mostraram que a OPN também
interage com a9B1 e a4P1, integrinas encontradas em tecido epitelial, células do
musculo liso e esquelético, e neutrofilos (YOKOSAKI et al., 1999). A CD44 é uma
glicoproteina transmembranal, principal receptor de hialuronato, com um papel
fundamental na ativacao dos linfécitos, que pode interagir com OPN aumentando a
invasdo e tumorigénese (ARUFFO et al., 1990; TERAMOTO et al., 2005). A ligacao
CD44-OPN contribui com as atividades de sobrevivéncia celular da interleucina-3
(IL-3) e do fator estimulante de colénias de granulocitos (GM-CSF) pela via de

sinalizacao fosfatidilinositol-3-quinase/serina-treonina quinase (PI13K/Akt) (Figura 3).
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Figura 3 - Mecanismo molecular de osteopontina (OPN) no crescimento do tumor e metastases
através das vias integrina-av33 e CD44 (RANGASWAMI; BULBULE; KUNDU, 2006).
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1.3.4.2. c-Src quinase induzida por OPN regula a sinalizacdo integrina-EGFR.

c-Src é uma tirosina quinase citoplasmatica dependente da ativacdo das integrinas
que tem um papel na sinalizacdo e ativagdo de outras proteinas, encontrando-se
altamente expressa em diversos canceres. Apresenta relagdo com do
desenvolvimento de caracteristicas de invasdao e metastase tumoral (ALPER;
BOWDEN, 2005). A atividade de c-Src é necessaria para formacdo do complexo
macromolecular entre o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e a
integrina avB3, e a ativacdo da via das proteino-quinases ativadas por mitbgenos
(MAPK) (MORO, 2001). Assim, a ligacdo de OPN-integrina leva a transativacdo de
EGFR dependente de c-Src, resultando na ativacao de vias de sinalizacédo das PI3-
quinase, Ras-MAPK, fosfolipase C-g e PKC nas células cancerigenas (EZASHI,
DAS; ROBERTS, 2005) (Figuras 3 e 4). Os efeitos oncogénicos de EGFR incluem a

sintese de DNA, crescimento celular, invasdo e metastase (MORO, 2001).

1.3.4.3. Papel da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K).

A PI3K é uma proteina induzida por OPN que regula a mobilidade e a invaséo
celular. PI3-quinase pode ser ativada por estresse genotoxico, fisico e quimico. Uma
das moléculas alvo da PI3-quinase € Akt, que € uma serina/treonina quinase
também conhecida como proteina quinase B (PKB), que regula a progressédo do
ciclo celular, a sobrevivéncia e a migracdo celular (NICHOLSON; ANDERSON,
2002). Dados indicam que a OPN induz a PI3-quinase e a Akt através da via avf
integrina em células de cancer de mama (DAS; MAHABELESHWAR; KUNDU, 2003)
(Figura 4). Em contraste, a sobre-expresséo da fosfatase PTEN pode antagonizar a
acao da PI3-quinase (SUGATANI; ALVAREZ; HRUSKA, 2003) (Figura 3).
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Figura 4 - Papel da OPN na progressao tumoral. OPN liga-se com integrinas ou CD44 e induz a
varios eventos de sinalizacéo celular. A fosforilagdo e ativacao de varias quinases (fosfatidilinositol-3-
quinase, NIK, PLC, PKC, MAPK) induz a ligagdo ao ADN de varios fatores de transcri¢éo, incluindo a
NFkB e AP-1. Assim, a OPN induz a inibicdo da apoptose e a ativagdo de varias proteases que
degradam a matriz, tais como ativador de plasminogénio de uroquinase (UPA) e metaloproteases da
matriz (MMPs), que conduz ao crescimento tumoral e metéstase.(RANGASWAMI; BULBULE;

KUNDU, 2006).

1.3.4.4. Ativacéo da quinase NIK.

A quinase indutora de NF-kB (NIK) é um membro da familia das MAP quinases
(MAP3K), induzida pela agédo de OPN. NIK interage com as serim proteases |IKKa e
IKKB e estimula a atividade catalitica das IKKS. NIK pode também estar envolvido
na regulacdo do fator de transcricdo AP-1 e na formagdo do complexo
hetorodimérico de AP-1 (SHAULIAN; KARIN, 2002). A OPN, via NIK, estimula a
secrecdo do ativador de plasminogénio de urocinase (UPA) e a ativacdo da
metaloprotease de matriz 9 (MMP-9), através das vias das quinases IKKa/p e
MAPKs (também conhecida como MKKs, MEKKs ou MEKS)(RANGASWAMI;
BULBULE; KUNDU, 2004). A expressao aumentada de MEKK1, em resposta ao
OPN, leva a ativacdo de JNK1 que pode suprimir a ativacdo de ERK induzida por
OPN, regulando a ativacdo de AP-1 e gerando uma regulacdo negativa ainda
pouco conhecida (Figura 3) (RANGASWAMI; BULBULE; KUNDU, 2006).

1.3.4.5. Degradacao da Matriz Extracelular (ECM).

A degradacdo da ECM é uma etapa importante na tumorigénese e na metastase, e €
dependente da atividade proteolitica gerada pelas metaloproteinases de matriz
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(MMPs) e a uroquinase ativadora do plasminogénio (uPa) (Figura 5). As MMPs sédo
uma familia de metaloendopeptidases que clivam proteinas proprias da matriz
extracelular e desempenham um papel fundamental na remodelacdo de tecidos.
Elas encontram-se implicadas na regulacdo funcional de um grande numero de
moléculas ndo-ECM que incluem fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas,
receptores de adeséo e proteoglicanos da superficie celular (STAMENKOVIC, 2003).
Por outro lado, a proteina uPA encontra-se envolvida na migracao celular, invaséo e
sinalizacdo celular, gerando respostas diferentes em condicGes fisiologicas e
patologicas. A ligagdo de uPA com o seu receptor, dirige a protedlise extracelular de
membrana e envia sinais através de proteinas transmembranares, regulando a
regeneracao de tecidos, angiogénese, crescimento do cancer e metastases. uPA é
responsavel pela ativacéo e a libertacdo de varios fatores de crescimento modulando
a taxa de proliferacdo celular/apoptose através do controle célula-matriz
(HILDENBRAND et al., 2008). A OPN tem mostrado induzir a ativacdo de MMP-2
(TETI et al., 1998) e MMP-9, gerando a ativacdo de uPA e a posterior degradacao da
ECM (RANGASWAMI; BULBULE; KUNDU, 2006).
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Figura 5 - Modelo que descreve o papel de osteopontina (OPN) na regulacdo do ativador de
plasminogénio de uroquinase (UPA) e ativacdo de metaloproteases da matriz (MMPs) durante a
progressdo de tumoral e metastases. A invasao envolve translocacéo de células neoplasicas através
da barreira da matriz extracelular. Este processo exige a adesdo celular e proteolise local
(RANGASWAMI; BULBULE; KUNDU, 2006).
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1.4. SERPINAL1 (Alfa-1-antitripsina (AAT)):

1.4.1. Descricao Geral.

O gene SERPINAl codifica para a proteina alfa-1-antitripsina (AAT), também
conhecida como inibidor da protease (PIl), uma importante proteina inibidora de
serina proteases no sangue. AAT geralmente forma complexos com elastase,
tripsina, quimotripsina, trombina, e proteases bacterianas. A ag&o inibidora mais
importante da AAT é contra a elastase de neutrdfilos (Elane, ou HLE), uma protease
que degrada a elastina das paredes alveolares e outras proteinas estruturais de
diferentes de tecidos. Diversas variantes de transcritos que codificam a mesma

proteina foram encontrados para este gene (COX, 1981).

A proteina Alfa-1l-antitripsina € produzida principalmente no figado, e em
macréfagos, como discutido adiante, mas pela circulagdo alcanca aos pulmdes,
onde exerce sua fungdo antielastolitica. Os niveis séricos de AAT podem estar
aumentados em situacbes de inflamacdo. Normalmente, as doencas mais
conhecidas em relacdo a expressdo de AAT sdo aquelas relacionadas com a
deficiéncia desta proteina, gerada por distirbios genéticos que tem diversas
implicac@es clinicas e que afeta especialmente pulmdes e figado (CAMELIER et al.,
2008).

Em relagcédo a estrutura do gene, foi encontrada mais de 96% de homologia entre o
cDNA (DNA complementario a o RNA do gene, porém sem introns) de AAT full-
length AAT de babuinos e o cDNA de AAT parcial de humano (KURACHI et al.,
1981).

A analise da sequéncia do cDNA de AAT humana revelou uma molécula precursora
gue contém um peptideo sinal de 24 aminoacidos e uma proteina madura de 394
aminoacidos. A AAT é sintetizada principalmente nos hepatécitos de figado, mas
também em fagocitos mononucleares e neutrofilos (CRYSTAL, 1990; LONG et al.,
1984).
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A sequéncia completa do gene SERPINA1l é de 10,2 kb com uma regido de
codificacéo de 1434 pb. O gene tem quatro introns e, o exon 1, a porgdo 5 do exon
2, e a porcado 3’ do exao 5 sao regides nao codificantes (LONG et al., 1984). Em
relacdo a localizacdo citogenética para o gene SERPINAL, ela encontra-se em
1432.13 (TURLEAU et al., 1984).

SERPINAL é transcrito em macrofagos a partir de trés promotores especificos de
macréfagos, localizados upstream de um promotor especifico em hepatdcitos. A
transcricdo a partir dos dois promotores de AAT é mutuamente exclusiva na maioria
dos casos, assim, o promotor de macrofago encontra-se silenciado em hepatdcitos e
o promotor do hepatdcito encontra-se silenciado em macrofagos. Em macréfagos
sdo gerados dois mRNA distintos por splicing alternativo (PERLINO; CORTESE;
CILIBERTO, 1987). Os macréfagos usam os trés locais de iniciagdo durante a
expressao basal e modulada, na diferenca dos hepatdcitos, que usam o local de
iniciacdo de transcricdo especifico de hepatocitos durante a expressdo basal e
modulada e, além disso, podem usar o local de iniciagdo de transcricdo especifico
dos macréfagos durante a fase aguda da expressdo da interleucina-6 (HAFEEZ,
CILIBERTO; PERLMUTTER, 1992).

1.4.2. Funcéo e regulacao do gene.

O principal substrato fisiologico da alfa-1-antitripsina é a elastase, particularmente no
pulméo. Os niveis séricos de AAT encontram-se aumentados com a inflamacéo,
trauma, e a gravidez. Ja a deficiéncia de AAT esta principalmente associada com o

risco de enfisema e doenca do figado (COX, 2001).

A AAT apresenta um papel importante na geminacao. Estudos feitos na avaliacdo da
relacdo entre a expressdo de AAT e a fertilidade encontraram a existéncia do
aumento da frequiéncia de heterozigosidade de AAT em gémeos e pais dos gémeos.
Assim, niveis baixos desta inibidora de proteases encontram-se relacionados com o

aumento da germinagcdo, uma vez que as enzimas proteoliticas estdo envolvidas na



32

fertilizacdo de O6vulos por espermatozoides e na gametogénese (LIEBERMAN;
BORHANI; FEINLEIB, 1979).

Alfa-1-antitripsina também apresenta um papel na infeccdo pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV). Foi mostrado que a diminuicdo da carga viral do
VIH encontra-se correlacionada com a diminuicdo do AAT circulante, sugerindo que
a deficiéncia AAT associada ao HIV pode proporcionar um alvo estratégico para
prevenir patofisiologia associada a essa doenca (BRISTOW; PATEL; ARNOLD,
2001). A AAT pareceu promover a localizacdo com o co-receptor de superficie do
HIV, HLE (leucocito eslastasa), permitindo assim o aumento da infec¢cdo pelo HIV
(BRISTOW; MERCATANTE; KOLE, 2003).

Aproximadamente 75 alelos de AAT tém sido identificados ao nivel do gene e/ou da
proteina (NUKIWA et al., 1988). Para cada alelo foram dados simbolos de acordo
com a mobilidade relativa. Cada variante alélica foi classificada em “normal” ou “em
risco”, encontrando-se 10 de aqueles “normais” por sequenciamento. Os alelos “em
risco” capazes de desencadear doencas, foram classificados em alelos 'deficiéncia’ e
alelos 'nulo’, exceto o alelo raro Pittsburgh, relacionado com problemas
hemorragicos, que afeta s6 aos caucasianos de descendéncia européia (CRYSTAL,
1989).

1.4.3. Serpinal nos diferentes tipos de cancer.

Recentemente estudos encontraram relacdes entre a alta expresséo da Serpinal e o
desenvolvimento de diferentes tipos de cancer. Por exemplo, em um estudo feito em
carcinoma de células escamosas cervicais, de pacientes que expressavam O
antigeno HLA de classe |, encontrou-se um aumento da expressao de alguns genes,
especialmente Serpinal e Serpina3 que foram associados ao pior prognostico do
paciente (KLOTH et al., 2008).

Outro estudo feito em 2011 por FARSHCHIAN et al., com a finalidade de avaliar a
expressdo da familia das Serpinas no carcinoma de células escamosas cutaneas

(SCC), revelou uma alta expressdo de Serpinal na linha celular de SCC em
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comparagdo com queratindcitos normais. Além disso, encontraram que a producgéo
de SerpinAl foi dependente da atividade quinase da proteina p38, e foi aumentada
pela acdo dos genes do fator de crescimento epidermal, fator de necrose tumoral a,

interferon-y e IL-1.

Uma meta-analise realizada por Vierlinger et al. (2011) baseada em quatro conjuntos
de dados obtidos por andlise de DNA microarrays para encontrar diferencias de
expressdo para carcinoma papilar de tireoide (PTC), além de uma validacao
utilizando uma tecnologia independente, RT-PCR. A andlise mostrou que o gene
SepinAl encontra-se mais expresso no carcinoma papilar de tireoide que nos
nodulos benignos, gerando um possivel biomarcador para a PTC (VIERLINGER et
al., 2011).

Outros estudos examinaram o papel da Serpinal na migracao e invasdo do cancer
gastrico e foi determinado seu mecanismo subjacente. Foi analisada a ligacdo da
proteina Snail ao promotor da Serpinal por imunoprecipitacdo da cromatina e 0s
papéis da Serpinal foram estudados usando ensaios de invasdo e migracao celular.
Os resultados mostraram que o0 aumento da expressdo de Snail resultou em
aumento da Serpinal em duas linhas celulares do cancer géastrico, mas que quando
estas linhas celulares eram knockdown de Snail a expressdo da Serpinal era
inibida. O aumento da expressdo da Serpinal aumentou a migracdo e invasao de
células de céancer gastrico, e foi significativamente associada ao aumento de
tamanho do tumor, estadiamento avancado, invasdo perineural, invasao linfatica,

metastases em linfonodos, e menor sobrevida global (KWON et al., 2014).

Para Serpinal ainda ndo tem se estabelecido o mecanismo de agdo no
desenvolvimento do cancer, nem as vias de sinalizacdo na tumorigénese. Além
disso, o0 mecanismo de agdo em outras vias de sinalizacdo encontra-se pouco

descrito, o que dificulta sugerir alguma relacdo com o cancer.

Diante do exposto € possivel considerar que a Osteopontina e a Serpinal podem
estar envolvidas na carcinogénese e que o0 seu papel no desenvolvimento do CECP
ainda n&o esta esclarecido. E necessario avaliar a sua expressio nos tumores, nas
células normais e no soro para poder ser esclarecido a via pela qual elas podem

atuar e serem usadas como biomarcadores do cancer CECP.
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Baseados nos trabalhos de Chakrabarti, et al, (2015) na identificacdo de
biomarcadores diferenciais no céncer oral, nossa hipotese foi que 0s niveis
elevados tanto dos mRNAs como das proteinas (Serpinal e Osteopontina)

contribuem no desenvolvimento do CECP.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Analisar os niveis de Osteopontina e Serpinal no Carcinoma Epidermoéide de
Cabeca e Pescoco (CECP).

2.2. Objetivos especificos

a. Avaliar a concentracdo de mRNA dos genes de Osteopontina e Serpinal em

tecido tumoral e normal;

b. Avaliar expressédo proteica de Osteopontina e Serpinal em soro de pacientes
com CECP e individuos saudaveis. No soro deve-se realizar limpeza de albumina

com o0 uso de uma técnica nova e econdmica;

c. Relacionar as analises dos biomarcadores com tabagismo, alcoolismo, sexo,

idade e estadiamento clinico dos pacientes.
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3. METODOLOGIA

3.1. Aprovagdo pelo Comité de Etica e Perfil clinico-epidemioldgico

Um estudo clinico transversal preliminar foi realizado nos pacientes com cancer de
cabeca e pescoco atendidos no ambulatério do Hospital Santa Rita de Céassia —
AFECC e Hospital Universitario Cassiano Anténio Moraes - HUCAM sob aprovacao
do Comité de Etica em Pesquisa CIAS n° 318/2011 e o consentimento informado
obtido de acordo com o Conselho Nacional de Saude n°466, de 12 de dezembro de
2012.

Foram incluidos no presente estudo individuos com diagndstico confirmado de
CECP de ambos os géneros, grupos étnicos e qualquer idade superior a 18 anos,
sem antecedentes de CECP, que ainda néo iniciaram o tratamento antineoplasico,
para que nao ocorresse interferéncia de outros fatores nos parametros estudados.
Os dados dos pacientes foram coletados pela aplicacdo de um questionario

realizado semanalmente nos hospitais.

Os individuos controle foram individuos saudaveis atendidos no ambulatério de
cabeca e pescoc¢o do Hospital Santa Rita de Cassia — AFECC de ambos os géneros,

grupos étnicos e faixa etaria.

3.2. Amostras

As amostras de tumor e de tecido normal para este estudo foram obtidas de
pacientes com CECP submetidos a cirurgia. Ap0s a excisdo, os tecidos foram
imediatamente imersos em solugdes de Invitrogen™ RNAlater™ (Carlsbad,
Califérnia, EUA) e armazenados a 4 ° C durante 24 horas e em seguida a
temperatura de -80 ° C até utilizacdo, segundo protocolo.
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As amostras de sangue foram coletadas no momento da inclusdo do paciente no
estudo. O sangue foi processado separando-se plasma, soro, sangue total,
hemacias, plaquetas e leucdcitos, e posteriormente acondicionas por 24 horas a 4 °

C e em seguida a -80 ° C até o uso.

3.3. Analise da expresséo génica por gPCR.

Foi verificada a expressdo do mRNA de Osteopontina e Serpinal em tecido normal e

tumoral através de gPCR conforme descrito abaixo.

3.3.1. Extracédo de RNA total

Os tecidos foram homogeneizados e 0 RNA total extraido utilizando TRI Reagent
RNA Isolation Reagent (Sigma-aldrich, St. Louis, MO, USA). Os tecidos foram
solubilizados em trizol (1mL/100mg de tecido) com o uso de um homogeneizador
elétrico por 30 segundos e o homogenato centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos a
4°C. Foi adicionado cloroféormio (200uL/100mg tecido) ao sobrenadante, misturado
por inversdo por 15 segundos e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos. A
mistura foi entdo centrifugada a 12.000 x g por 20 minutos a 4°C. A fase aquosa foi
recuperada e a esta adicionada isopropanol (500uL/100mg tecido) para a
precipitacdo do RNA. Foi feita a centrifugacdo a 12.000 x g por 15 minutos e o
precipitado lavado com etanol 75% (1mL/100mg tecido) e centrifugado a 7500 x g
por 5 minutos. O RNA foi ressuspendido em 40 uL de agua deionizada, previamente

tratada com dietilpirocarbonato (DEPC).

A concentragdo e a qualidade do RNA extraido foram verificadas utilizando o
equipamento NanoDrop™ (ThermoScientific, Wilmington, USA). Amostras com uma
concentracdo de RNA total maior que 200 ng/pl razdo 260/280 nm 1,8 foram

consideradas adequadas para uso.

3.3.2. Desenho de primers.

Os primers utilizados foram desenhados com a ferramenta online Primer-BLAST
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(NCBI) e adquiridos da Invitrogen(Carlsbad, Califérnia, EUA) (tabela 1).

Tabela 1 - Seqiiéncia de primers SPP1, Serpinal e 3-Actina

Gene Forward Reverse

SPP1 5-TCTGATGAATCTGATGA ACTG-3 5-GATGTCCTCGTCTGTAGC-3
Serpinal 5-CACCGTGAAGGTGCCTATGATG-3 5-GGCATTGCCCAGGTATTTCATC-3

B-Actina  5-AGTTCACAATGTGGCCGAGG-3' 5-AGTGGGGTGGCTTTTAGGATG-3’

3.3.3. Sintese de cDNA.

A sintese de cDNA foi realizada com o kit iScript cDNA Synthesis Kit (Biorad, CA,
USA) usando o equipamento CFX96 Real Time PCR (Biorad, CA, USA), no
Laboratério Multiusuario da Universidade Federal do Espirito Santo (LABIOM). Foi
utilizado uma concentragdo de 2000 ng/uL, com volume final dependente da
amostra. As condicOes da reacdo foram as seguintes: 25°C por 5 min., 42°C por
30min. e 85°C por 5 min, de acordo com o especificado pelo fabricante.

3.3.4. PCR quantitativo em tempo real.

As amostras de cDNA obtidas foram submetidas a reacdo de PCR em tempo real
utilizando o equipamento CFX96 Real Time PCR (Biorad, CA, USA) e o kit iQ SYBR
Green Supermix (Biorad, CA, USA). Em suma, as reag0es foram preparadas em um
volume total de 10uL contendo 5 pL de SYBR Green Supermix 2x, 3,5 puL de agua
purificada, 0,5uL de cada iniciador a 10uM e 0,5 puL de cDNA. Foram realizados 45
ciclos apds a desnaturacédo inicial (95°C, 2 minutos) de acordo com 0s seguintes
parametros: 95°C (desnaturacdo) por 15s; 60°C (anelamento) por 30s e 72°C

(amplificacao) por 30s.

Para garantir a qualidade da reacéo, as amostras foram preparadas em triplicata, e
para cada experimento foi incluido uma reacdo sem molde como controle negativo.
Além disso, a auséncia de contaminantes de DNA foi avaliada utilizando-se

amostras RT-negativas e pela analise da curva de “melting” dos produtos
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amplificados, que foi feita resfriando-se as amostras a 60°C e, em seguida,
aumentando a temperatura para 95°C a 0,1°C/s. A especificidade das reacdes de
PCR foi confirmada pela verificacdo da curva de melting. A quantificacao relativa da
expressdo génica foi feita pelo método AACt utilizando o gene [B-Actina para
normalizagdo dos dados. A andlise dos resultados foi realizada com o uso do
software Bio-Rad CFX Manager (Biorad, CA, USA).

3.4. Western Blotting.

Foram determinados os niveis das proteinas Osteopontina e AAT em soro utilizando
anticorpos especificos. A técnica do "Western blotting" é baseada na deteccéo da
proteina de interesse do total das proteinas no tecido em avaliacdo. Foi utilizada a
técnica do Western blot em lugar da Elisa porque, apesar de que este seja um
método semi-quantitativo, permite avaliar especificamente a proteina de interesse
segundo o peso molecular sem rico de inespecificidades, além de permitir trabalhar

com volumes pequenos de amostra.

O resumo da técnica encontra-se na Figura 6.

Western Blotting
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PAGE de las proteinas en proteinas separadas del gel a una proteina neutral (BSA o caseina
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la peroxidasa y toma de imagen con peroxidasa HRP, especifico para la proteina diana.
para el anticuerpo primario

WESTERN BLOT

S08 PAGE

Figura 6 — Resumo do Western Blotting. Passos crucial no processo: transferéncia, bloqueio,
hibridagdo com o0s anticorpos primarios e secundarios, e revelado. Disponivel em:
http://bit.ly/2kNB7Jn, acesso em 30/12/2016
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3.4.1. Preparo das amostras.

Foi desenvolvida uma nova e econdmica metodologia para a remocao do excesso
de albumina das amostras de soro que foram utilizadas no Western Blot, dado que
esta albumina encontrava-se gerando bandas deformes e indeterminadas nas
proteinas de interesse deste trabalho. Esta metodologia foi baseada na modificacéo
do trabalho de Liu et al., (2014) de misturas de solventes organicos e nao sera
descrita nesta dissertacdo, uma vez que se encontra sob processo de
patenteamento (LIU et al., 2014).

3.4.2. Quantificacdo das Proteinas.

A quantificacdo das proteinas presentes nas amostras no soro foi determinada
utilizando-se o método de Bradford em placas de ELISA de 96 pocos, com uma
leitura em espectrofotbmetro a 595 nm. Primeiramente fez-se uma curva padréo de
BSA (Albumina bovina Serum) partindo de uma concentracdo conhecida (1mg/mL),
pipetada em diferentes volumes de agua miliQ (pontos de 1 a 5) a fim de obter
diferentes concentragdes para obter a curva. Foram utilizados 2, 4, 8, 16, 32 e 40uL
de BSA, completando sempre com agua miliQ até um volume de 40 pl, gerando
concentracdes de 5, 10, 20, 40, 80 e 100%. Para o branco ndo é usado BSA e para
as amostras foi usado um volume fixo de 2 ul de soro. As dosagens foram realizadas

em triplicata.

Finalmente, todas as solugbes foram incubadas com solucdo de Bradford e a
absorbéancia foi medida a 595 nm no leitor de placas ELISA, ELx800 Absorbance
Reader (Winooski, Vermont, EUA).

3.4.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sdédio
(SDS-PAGE).

As proteinas de Soro tratado (submetido a remog¢éo da albumina) foram submetidas
a uma eletroforese em gel de poliacrilamida em condigcbes desnaturantes (SDS-
PAGE).
Os reagentes utilizados para a preparacao dos géis foram:

e Agua MiliQ

e Bis/Acrilamida: 30%
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e TEMED: 100%

e Persulfato de amonio (APS): 10% em agua MiliQ.

e Tampao de separacéo: Tris 1,5M — SDS (0,1%) pH 8,6

e Tampao de empilhamento: Tris 0,5M — SDS (0,1%) pH 6,8

Os géis foram preparados no sistema de montagem Tetra Mini Protean-célula
(Biorad, CA, USA). Primeiro, se prepara o gel com 0,75mm de espessura, pela
adicdo da mistura dos volumes dos reagentes na da tabela 2. A porcentagem de
bis/acrilamida no gel de separacgéao foi de 12% e, a percentagem de bis/acrilamida no
gel de empilhamento foi 4%.

Tabela 2 - Protocolo para a preparagéo de géis de SDS-PAGE. Volumes correspondentes a dois géis
de 0,75mm de espessura.

Gel Concentrador Gel Separador

(4%) (12 %)
H,O miliQ 3mL 3,34 mL
Tampé&o de separagao 2,5mL
Tampdao de empilhamento 1,5mL --
Bis/Acrilamida 30% 670 pL 3,96 mL
APS 10% 40 uL 70 L
TEMED 8 uL 7 uL

Foi agregada a agua miliQ, o tamp&o correspondente e a solugéo bis/acrilamida, em
seguida, o TEMED junto com o APS. Foi agitada a rapidamente a mistura e colocada
entre o espaco das duas vidracas. Para a polimerizacdo foi colocado uma aliquota
de etanol para prevenir a deformacdo do gel de separacdo. Apés 30 minutos, o
etanol foi removido e o gel de empilhamento foi adicionado, colocando o pente
plastico para formar os pocos.

Apos de 30 minutos e uma vez polimerizado o gel, os vidros foram encaixados no
suporte para cuba de eletroforese, que foi completada com o tampao de Corrida
(Tris Base 25mM, Glicina 192mM, SDS 0,1%, agua), e posteriormente o pente foi

removido.
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As amostras correspondentes foram misturadas segundo o volume calculado para
25ug de proteinas em soro, com um volume de agua miliQ até 14pL e com 7uL de
Tampao de Laemmli (2x: Tris 0,5M, SDS 0,1% pH 6,8 / SDS 10% / Glicerol / DTT /
Azul de Bromofenol) e finalmente colocadas no aparelho de aquecimento a 95°C
entre 5 e 10 minutos. Logo apos, foram carregados os pogos com todo o conteudo
das amostras, com um pogo preenchido com o marcador de peso molecular.

A eletroforese foi feita com voltagem constante de 100V até que a frente da
eletroforese penetre totalmente o gel inferior, logo 150V até o fim da eletroforese. O
processo € desenvolvido a 4°C.

3.4.4. Transferéncia de proteinas a membrana.

ApoOs a corrida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de fluoreto de
polivinilideno, Immun-Blot PVDF, Biorad (Biorad, CA, USA). Posterior a
transferencia, as proteinas foram fixadas para a reacdo com 0s anticorpos. Antes
deste passo, foi feita a ativacdo das membranas utilizando metanol durante 5
minutos, seguido do uso do tamp&o de transferéncia a 4 graus por 10 minutos na
mesa agitadora. A transferéncia das proteinas do gel para a membrana foi realizada

pela electrotransferéncia molhada a 60V.

3.4.5. Imunoblotting.

Neste passo, a membrana foi recortada de acordo com o trecho de interesse
baseado no peso molecular do padrdo e das proteinas. Isto permitiu incubar a
membrana com diferentes anticorpos segundo o peso molecular. Os reagentes
utilizados neste ensaio foram:
e Tampéo de lavagem TBS (1X): NaCl 20mM, Tris 150mM, pH 7,4.
e Tampéo de lavagem TBS-T (1X): NaCl 100mM, Tris Base 10mM, Tween 20
0,1% pH 7,4.

e Solucéo de Bloqueio: TBS-T, e 5% de leite em p6 desnatado (Molico).

Os anticorpos primarios utilizados foram os seguintes:

a) Anti-Osteopontina, Merck Millipore (Billerica, Massachusetts, EUA);
b) Anti-Serpinal, Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, EUA);
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c) Anti-transferrina, Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, EUA).

Apés a transferéncia, foram bloqueadas as membranas com solucdo de bloqueio. A
solucdo foi colocada cobrindo a membrana e mantida em agitacdo suave a
temperatura ambiente durante 2:30 horas. Em seguida, a solu¢cdo de bloqueio foi
removida com seis lavagens com TBS-T durante 5 minutos cada. Depois de remover
as membranas do tampao de lavagem, estas foram incubadas com a solucao do
anticorpo primario, durante por 4 horas em temperatura ambiente. A transferrina foi
utilizada como controle endégeno de expresséao proteica. As diluicbes dos anticorpos
primarios foi de 1:500 para anti-Osteopontina, anti-Serpinal e anti-transferrina, em
solugcéo de BSA 5% em TBS-T.

Terminada a incubacéo, o anticorpo primario foi recuperado e armazenado a -20°C.
As membranas foram lavadas 6 vezes com TBS-T durante 5 minutos a temperatura
ambiente. O tampéo de lavagem foi removido e a solucdo de anticorpo secundario
anti-rabbit - Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, EUA), para os trés anticorpos
primarios utilizados, se adicionou em diluices de 1:10000 em TBS-T e leite 5%. A
incubacéo foi feita com agitacdo suave a temperatura ambiente durante 1 hora.
Posteriormente, o anticorpo secundario é removido e foram realizadas 6 lavagens

com TBS-T 5 minutos cada, e 3 lavados com TBS 10 minutos cada.

3.4.6. Revelado e anélise das membranas.

As membranas foram incubadas, de 10 a 30 minutos, com solugdo de revelado
BCIP/NBT kit, Invitrogen (Carlsbad, Califérnia, EUA), até o surgimento das bandas.
Posteriormente, as membranas foram analisadas utilizando o aparelho ChemiDoc™
XRS+ System (Biorad, CA, USA) e a intensidade das bandas reativas quantificadas
pelo software ImagelLab 5.21 (Biorad, CA, USA).

3.5. Andlise Estatistica.

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o0s programas
StatisticPackage for SocialSciences (SPSS) verséo 20.0 e GraphPadPrism 5. Para
identificar diferencas estatisticas entre dois grupos foram realizadas analises

atraves do Teste T-Student ndo-pareado. A andlise de variancia (ANOVA) de uma
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via com pos-teste de Tukey foi realizada para avaliar diferencas estatisticas
entre trés ou mais grupos em experimentos com uma variavel foi realizada. Todos
0s resultados estdo expressos como meédia + desvio padrédo (SD). O valor de p <
0,05 foi considerado significativo para todas as analises. As relacdes estatisticas
nas tabelas s@o descritas através do teste de ANOVA, para as comparagdes entre
0os subgrupos e controle, e teste T-student para as comparacdes internas dos
subgrupos. Para ambos os testes os resultados se encontram como valor de p. Os
valores da média e o desvio padrédo (SD) encontram-se baseados na porcentagem

(%) do valor real para facilitar a visualizagao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram incluidos 40 pacientes com CECP e 11 controles. A idade média
dos pacientes analisados foi de 60,61 anos (+ 10,22) enquanto a idade média dos
controles foi de 55,90 anos (x 9,05). Tanto em pacientes como em controles o
género majoritario foi o0 masculino com 82,5% e 81,8% de prevaléncia em ambos 0s
grupos, respectivamente. Em relagcdo aos habitos dos pacientes, estes foram na
maioria ndo tabagistas (52,5%) e ndo etilistas (52,5 %), os sitios anatémicos
analisados foram cavidade oral (77,5%) e orofaringe (22,5 %). Na maioria n&o
apresentavam metastases linfonodais (67,5 %), e o numero de pacientes em

estadiamento inicial e avancado foi equivalente (50%-50%) (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes e controles

Variaveis Pacientes N=40 (%) Controles N=11 (%)
ldade (Media +SD) 60,61 + 10,22 55,90 + 9,05
Género
Masculino 33 (82,5)

C ; 9 (81,8)
Feminino 7 (17,5) 3(18.2)
Tabagista
Sim 19 (47,5)

~ 0 (0)
N&o 21 (52,5) 11 (100)
Etilista
Sim 19 (47,5)

~ 0 (0)
N&o 21 (52,5) 11 (100)
Sitio anatémico
Cavidade oral 31 (77,5) -
Orofaringe 9 (22,5) -
Linfonodos regionais (N) 27 (67.5)

NO 13 (32.5) 11 (100)
N+ ’ 0 (0)
Elsltadlamento 20 (50,0) i

20 (50,0) -

/v

Legenda: NO= sem metastase em linfonodos regionais
N+= com metastase em linfonodos regionais

I/ll= estadiamento inicial

lI/IV= estadiamento avancado
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As andlises dados clinicos dos pacientes incluidos neste estudo mostrou que a
maioria destes ndo fazia consumo de &lcool e tabaco (52%), o que ndo era
esperado, uma vez que segundo estudos realizados, os pacientes com cancer sao

na maioria etilistas e tabagistas (INCA, 2010).

Estudos tém mostrado que no CECP os homens sdo mais acometidos da doenca, e
a maioria sdo usuarios de é&lcool e tabaco (BRAKENHOFF; WAGNER,;
KLUSSMANN, 2017; COLOMBO, 2009; LOTHAIRE et al., 2006). O alcool e o tabaco
tém sido descritos como os principais fatores de risco para o desenvolvimento e
progressdo do cancer (BRAKENHOFF; WAGNER; KLUSSMANN, 2017; INCA,
2010). Os dados aqui apresentados mostram que numero de pacientes eram quase
iguais quando divididos pelo habito de fumar e beber, o que favorece as analises
bioguimicas uma vez que ndo hé diferenca significante para estes fatores de risco. A
amostra mostrou que a maioria eram homens e com predominancia da cavidade oral
como o0 mais acometido, o que tem sido amplamente descrito na literatura
(LOTHAIRE et al., 2006).

4.1 Expressao relativa do mRNA de Osteopontina e Serpinal em tecido tumoral

e tecido normal de pacientes com CECP

Com a intencao de avaliar a expressao relativa do mRNA nos pacientes com CECP,

foram realizados ensaios de gPCR, em amostras de tecido tumoral e normal.

As andlises de expressao relativa do mRNA da Osteopontina e da Serpinal foram
realizadas com 12 amostras de tecido tumoral e 4 amostras de tecido normal. As
amostras de tecido normal pertenceram aos pacientes de ambos 0s sexos, néo
fumantes nem etilistas, e sem desenvolvimento linfonodal. O nimero amostral para o
tecido tumoral foi dependente da realizagdo ou ndo de cirurgia nos pacientes, e do

tamanho dos tumores disponiveis no armazenamento.

Os resultados obtidos permitiram realizar a analise geral entre 0s casos nos tecido
normal e no tecido tumoral como mostrado na figura 7. Observamos que ndo houve
diferenca da expresséao relativa do mRNA de OPN entre o tecido normal e tumoral,

mas o da Serpinal mostrou um aumento significativo (p=0,0014) no tecido tumoral.
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Figura 7 - Avaliacdo da expressédo relativa do mRNA entre tecido normal e tecido tumoral. (A)
Expressao relativa do mRNA de OPN. (B) Expressdao relativa do mRNA de Serpinal. O n corresponde
ao numero de amostras por grupo. Os resultados sdo mostrados como média = SD. p<0,05 foi
considerado significativo. Foi realizado o Teste t-student.

Estudos da OPN tem mostrado aumento significativo da expressdo relativa do
MRNA, no cancer de pulm&o, mama, coélon e carcinoma de células escamosas orais
(HUANG et al., 2015; RICH; SINGAL, 2014; SHEVDE; SAMANT, 2014). Esses
dados devem ser analisados, pois esse aumento pode estar relacionado ha varios

fatores desde a amostra da populacdo bem como o método utilizado.

Dado que tanto as amostras de tecido tumoral como as amostras de tecido normal
pertencem aos pacientes com CECP, poderia estar acontecendo que o mRNA da
OPN encontrasse aumentado até nos tecidos adjacentes ao local da cirurgia
inclusive sem ter atividade neoplasica, podendo ser uma fonte de erro. No entanto,
neste trabalho ndo foi possivel coletar amostras de tecido normal de pessoas nao
afetadas com CECP. Outra possivel causa da falta de significancia com esta

metodologia pode ser o nUmero amostral reduzido.

Para Serpinal o aumento significativo da expressao relativa do mRNAtem sido
também relatado em outros estudos. Resultado semelhante foi encontrado no
carcinoma de células escamosas cervicais, onde essa sobre-expressao encontrava-
se associada a um pior prognostico da doenca (KLOTH et al., 2008) De fato um
aumento da expressdo de Serpinal levaria a um aumento na mortalidade dos
pacientes com cancer, mesmo sem conhecer ainda o mecanismo molecular em que

esta atua.
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Os resultados obtidos pela andlise com gPCR também foram relacionados com o
estadiamento, habito de beber e fumar, presenca de metastases linfonodais e sexo
dos pacientes. Estes subgrupos podem ser comparados ou ndo com O grupo
controle, como mostrado nas tabelas 4 e 5. As relacdes estatisticas nas tabelas séo
descritas como p ANOVA, para as comparacdes entre os subgrupos e controle, e p
T-student para as comparacdes internas dos subgrupos; os valores da média e o
desvio estandar (SD) encontram-se baseados na porcentagem (%) do valor real para

facilitar a visualizacéo.

As andlises feitas para avaliar a expressao relativa do mRNA da Serpinal em
relacdo as caracteristicas clinico-patoldégicas dos pacientes considerados neste
estudo encontram-se resumidos na tabela 4 e na figura 8. Foram encontradas
diferencas estatisticas em cada um dos subgrupos estabelecidos, e entre os
subgrupos e os controles. Em relacdo ao género foi encontrada uma maior
expressdo do mRNA da Serpinal em tecido tumoral de homens comparado com
tecido normal (p=0.0001), e em tecido tumoral de homens comparado com tecido

tumoral de mulheres (p=0.0021) como mostrado na tabela 4 e na figura 8A e B.

Os habitos de fumar e ingerir alcool também mostraram diferencas estatisticamente
significativas, tanto comparadas dentro dos subgrupos como comparadas entre
subgrupos e controle. Foi encontrada uma maior expressdo do mRNA da serpinal
em tecido tumoral de pacientes ndo tabagistas (p=0.0001) e néo etilistas (p=0.0001),
como encontrado na tabela 4 e na figura 8C e D. Em relacdo ao estadiamento, os
tecidos tumorais de pacientes no estadio inicial foram os que mostraram maior
expressdo do mRNA da serpinal (p=0.0001) (tabela 4 e figura 8E). Os tecidos
tumorais dos pacientes sem desenvolvimento de metastase linfonodal também
mostraram uma maior expressdo do mRNA, em relagdo com tecido normal e tecidos
de pacientes com linfonodos regionais (p=0.0024) (tabela 4 e figura 8F). Como
mencionado, a maioria dos pacientes nos estagios iniciais do CECP sdo ao mesmo
tempo néo etilistas, ndo tabagistas e ndo apresentam linfonodos regionais, porém a
elevada expressdo do mRNA da serpinal em pacientes no estagio inicial do
desenvolvimento do CECP que apresentem as caracteristicas clinicas mencionadas,

poderia ser um biomarcador prognostico precoce desta doenca.

Diferentes estudos tem mostrado uma expresséo relativa do mRNA elevada da
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Serpinal em amostras de pacientes com diversos carcinomas. No carcinoma de
células escamosas cervicais (KLOTH et al., 2008), no carcinoma de células
escamosas cutaneas (FARSHCHIAN et al., 2011) e no carcinoma papilar de tireoide
(VIERLINGER et al., 2011).

No entanto, a abordagem realizada neste trabalho em relagdo ao aumento da
expressdo do mRNA da Serpinal comparada aos subgrupos (sexo, habito de fumar,
habito de beber, estadiamento e presenca linfonodal) e os controles nao foi feita ou
publicada por outros pesquisadores, gerando dados moleculares novos em relacao

com as caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes com CECP.
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Tabela 4 - Avaliagdo da expresséo relativa do mRNA de Serpinal em relacdo aos dados clinico-
patologicos dos pacientes tecido tumoral (TT) (N= 12) e tecido normal (TN) (N=4).

Caracteristicas N(TT) =12 Serpinal P P

N (TN)=4 Média (%) +SD ANOVA  T-student
Género
Masculino (TT) 9 385.89 £ 123.70 -- 0.0021*
Feminino (TT) 3 100.00 £ 82.93
Masculino (TT) 9 820.51 + 123.70 - < 0.0001*
Masculino (TN) 2 100.00 £ 124.80
Feminino (TT) 3 76.99 + 71.82 - 0.3603
Feminino (TN) 2 100.00 * 45.04
Tabagista
Sim (TT) 5 132.05 £ 50.42 . .
Nao (TT) 7 51499 + 11590 - 0:0001" <0.0001
Tecido normal 4 100.00 + 76.48
Etilista
Sim (TT) 6 193.70 £ 84.19 . N
Nao (TT) 6 517.17 +126.30 0.0001 0.0002
Tecido normal 4 100.00 + 76.48
Estadiamento
/11 (TT) 7 547.24 + 104.20
AV (TT) 5 86.91+6280 ~00001" <0.0001"
Tecido normal 4 100.00 + 76.48
Linfonodos Regionais
NO (TT) 10 411.86 + 125.10 . .
N+ (TT) 2 73.31+73.31 0.0004 0.0024
Tecido normal 4 100.00 + 76.48

Legenda: ANOVA de uma via vias com pés-teste de Tukey para comparar médias de subgrupos com
controle (p ANOVA). Teste T de Student para comparar médias entre subgrupos (p T student). Valor
de p<0,05 foi considerado significativo. Os valores da média e o desvio padrdo (SD) encontram-se
baseados na porcentagem (%) do valor real para facilitar a visualizagéo.
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Figura 8 - Avaliacdo da expresséo relativa do mRNA da Serpinal entre subgrupos (de tecido tumoral)
e tecido normal. (A) Expressdo relativa do mRNA entre tecido normal e tecido tumoral de pacientes
do sexo masculino e feminino. (B) Expresséao relativa do mRNA do tecido tumoral entre pacientes do
sexo masculino e feminino. (C) Expresséo relativa do mRNA entre tecido normal e tecido tumoral de
pacientes fumantes e ndo fumantes. (D) Expressao relativa do mRNA entre tecido normal e tecido
tumoral de pacientes etilistas e ndo etilistas. (E) Expresséo relativa do mRNA tecido normal e tecido
tumoral de pacientes de estadiamento inicial e avancado. (F) Expresséo relativa do mRNA entre
tecido normal e tecido tumoral pacientes com e sem metastase linfonodal. O n corresponde ao
namero de amostras por grupo. Os resultados sdo mostrados como média + SD. p<0,05 foi
considerado significativo. Foram realizadas andlises estatisticas de T-student (A,B) e ANOVA
(C,D,E,F).

As analises feitas para avaliar a expressao relativa do mRNA da OPN em relacdo as
caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes se encontram resumidas na tabela 5
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e na figura 9. Nao foi encontrada diferenca significante da expressdo do mRNA da
OPN entre os subgrupos de tecido tumoral e tecido normal. No entanto, entre alguns
dos subgrupos estabelecidos observou-se alteracdo no nivel da expressdo. Em
relacdo ao género foi encontrada uma expressao significativamente maior do mRNA
da OPN em tecido tumoral de mulheres comparado ao tecido normal (p=0.0018)
(Tabela 5 e Figura 9A). J& em tecido tumoral de mulheres comparado ao tecido
tumoral de homens, foi encontrada uma tendéncia a aumentar a expressdo mRNA
como mostrado na tabela 5 e na figura 9B. Nao foram encontrados dados na
literatura que mostrarem comparacoes da expressao do mRNA em relacdo com o
género dos pacientes, porém resulta uma abordagem nova que deve ser realizada

com um nUumero maior de amostras.

O habito de fumar e ingerir alcool tampouco mostrou diferencas estatisticamente
significativas na expressao do mRNA da OPN, quando comparadas entre subgrupos
e controle (Tabela 5 e Figura 9C e D). Os tecidos tumorais de pacientes tabagistas
mostraram uma maior expressdo do mRNA da OPN em relacdo aos tecidos tumorais
de pacientes ndo tabagistas (p=0.0492) (Tabela 5). Resultados similares foram
encontrados no estudo feito em tecidos tumorais de pacientes com cancer oral
comparados aos tecidos normais que mostraram aumento da expressao relativa do
MRNA de OPN em pacientes com o habito de mascar tabaco (CHAKRABARTI et al.,
2015), apesar de ser necessarios estudos adicionais, tem sido relato que os
individuos com outros tipos de cancer (como o cancer gastrico) tabagistas tem uma
menor sobrevida e isso pode ser devido um aumento dos niveis de OPN e aos
danos celulares promovidos pelo tabaco (CHEN et al., 2014).

Em relagdo ao estadiamento, foi encontrada uma tendéncia ao aumento da
expressdo do mRNA da OPN no estadio inicial e ainda maior no estadio avancado
comparado com tecido normal, mas sem diferencias significantes (tabela 5 e figura
9E). Os tecidos tumorais dos pacientes sem desenvolvimento de metastase
linfonodal também mostraram uma maior expressdo do mRNA, em relagédo ao tecido
normal e tecidos de pacientes com linfonodos regionais mas sem significancia
estatistica (tabela 5 e figura 9F). Entre estes resultados pode-se ressaltar a
tendéncia a aumentar a expressao do mRNA da OPN conforme avancada a doenca,
mas 0 numero amostral pequeno usado na andlise ndo permitiu perceber diferencas

significativas para estabelecer relacoes.
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Tabela 5 - Avaliagdo da expressao relativa do mRNA da Osteopontina em relagdo aos dados clinico-
patologicos dos pacientes em tecido tumoral (TT) (N= 12) e tecido normal (TN) (N=4).

Caracteristicas N (TT) =12 Osteopontina p p
N(TN)=4 Média (%) +SD ANOVA  T-student

Género
Masculino (TT) 8 40.97 + 85.13 -- 0.1303
Feminino (TT) 4 100.00 + 69.77 '
Masculino (TT) 8 59.55 +85.13 -- 0.2692
Masculino (TN) 2 100.00 £ 1.414 '
Feminino (TT) 4 456.79 + 69.77 - 0.0018*
Feminino (TN) 2 100.00 £ 60.61 '
Tabagista
Sim (TT) 6 89.92 + 84.73 N
N&o (TT) 6 177.55 + 81.83 0.1591 0.0492
Tecido normal 4 100.00 + 62.07
Etilista
Sim (TT) 6 167.24 + 79.74
Nao (TT) 6 100.24 + 104.9 0.3570 0.1206
Tecido normal 4 100.00 + 62.07
Estadiamento
/11 (TT) 7 108.99 + 82.08
WAV (TT) 5 168.38 + 9358 03865  0.1350
Tecido normal 4 100.00 + 62.07
Linfonodos Regionais
NO (TT) 10 411.86 + 125.10
N+ (TT) 2 73.31+73.31 0.1959 0.0615
Tecido normal 4 100.00 + 76.48

Legenda: ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey para comparar médias de subgrupos com
controle (p ANOVA). Teste T de Student para comparar médias entre subgrupos (p T student). Valor
de p<0,05 foi considerado significativo. Os valores da média e o desvio padrdo (SD) encontram-se
baseados na porcentagem (%) do valor real para facilitar a visualizagéo.
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Figura 9 - Avaliacdo da expresséao relativa do mRNA da OPN entre subgrupos (de tecido tumoral) e
tecido normal. (A) Expresséo relativa do mRNA entre tecido normal e tecido tumoral de pacientes do
sexo masculino e feminino. (B) Expressao relativa do mRNA do tecido tumoral entre pacientes do
sexo masculino e feminino. (C) Expresséo relativa do mRNA entre tecido normal e tecido tumoral de
pacientes fumantes e ndo fumantes. (D) Expressao relativa do mRNA entre tecido normal e tecido
tumoral de pacientes etilistas e néo etilistas. (E) Expressao relativa do mRNA tecido normal e tecido
tumoral de pacientes de estadiamento inicial e avancado. (F) Expressao relativa do mRNA entre
tecido normal e tecido tumoral pacientes com e sem metastase linfonodal. O n corresponde ao
namero de amostras por grupo. Os resultados sdo mostrados como média + SD. p<0,05 foi
considerado significativo. Foram realizadas analises estatisticas de T-student (A,B) e ANOVA
(C,D,E,F).

Foram esperados comportamentos similares na expressdo do mRNA e as proteinas
estudadas, no entanto foram encontradas diferencas neste comportamento, como

mostrado a continuacao.
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4.2. Analise da expressdo protéica de Osteopontina e Serpinal em soro

sanguineo de pacientes com CECP e controles

Com a intencdo de avaliar a expressao relativa das proteinas representantes dos
possiveis biomarcadores propostos neste estudo, foi realizada uma anélise com o
uso da técnica de Western Blot em amostras de soro sanguineo de pacientes com
CECP e pessoas saudaveis (controles). Assim, foram avaliados os dois possiveis
biomarcadores de interesse neste estudo, Osteopontina e Serpinal, usando pares
de anticorpos especificos para cada proteina.

A técnica de western blot permitiu complementar e comparar os resultados obtidos
pela analise da expresséao relativa dos mRNA de interesse, mas ndo se conseguiram
comportamentos idénticos nos resultados, possivelmente devido a regulagdo da
expressdo das proteinas em diferentes niveis celulares. Além disso, o WB permitiu
trabalhar com amostras de fluidos corporais, como o soro, podendo ser uma
ferramenta de diagnostico ndo invasivo pela facilidade da obtencdo do material

bioldgico.

As andlises de expresséo relativa das proteinas Osteopontina e AAT (Serpinal)
foram realizadas com 51 amostras de soro sanguineo pertencentes a 40 pacientes
com CECP e 11 pessoas saudaveis (controles). Nas amostras de soro sanguineo foi
realizada uma metodologia de remoc¢ao do excesso da albumina que permitiu obter
bandas com maior qualidade no Western blot realizado (LIU et al.,, 2014). O
procedimento ndo serd explicado, mas o resultado da limpeza pode ser observado

na figura 10.

Inicialmente, as analises foram realizadas com amostras de soro sem
processamento que geraram borrdes indeterminados na membrana de PVDF, ja o
uso da metodologia de remocéo do excesso da albumina no soro permitiu a geracao
de bandas nitidas e precisas, tornando o uso desta metodologia completamente

necessario para dar continuidade a nosso trabalho.
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Figura 10 — Remocéo da albumina das amostras de soro. (A) Gel de polacrilamida: os primeiros 3
pocos apresentam amostras de soro tratadas para a remocdo da albumina, os Ultimos 3 pogos
apresentam amostras de soro total. Cada poc¢o apresenta 50ug de proteinas. (B) Western blotting
para transferrina e OPN: Os primeiros 4 pocos apresentam amostras soro tratadas para a remogao
da albumina a diferentes concentracdes (10ug, 10ug, 20ug e 50ug), os Ultimos 3 pog¢os apresentam
amostras de soro total a diferentes concentragfes (10ug, 20ug, 50ug).

A figura 11 representa o resultado do Western Blot para cada proteina analisada. A
proteina Serpinal foi reconhecida a 55kDa, como esperado, em relacéo ao controle
interno em soro transferrina, reconhecia a 80kDa (Figura 11A). A proteina
Osteopontina foi detectada em varias bandas a diferentes pesos moleculares,
representando a OPN nativa (66kDa e 40kDa) e a OPN clivada (32kDa e 34kDa), em
relacdo ao controle interno em soro transferrina, reconhecia a 80kDa (Figura 11B).
Os resultados das diferentes bandas para OPN foram esperados, dado que esta
proteina apresenta diferentes sitios alvos de clivagem para varias proteinas com
presenca em soro e plasma sanguineo. Estudos tém mostrado que OPN apresenta
um sitio de clivagem pela proteina trombina e, que a OPN clivada apresenta maior
adesdo e espalhamento sobre diversas linhas celulares que a OPN né&o clivada,
mostrando que a trombina permite uma maior acessibilidade do dominio RGD a
receptores da superficie celular (SENGER; PERRUZZI, 1994). OPN também pode
ser clivada pela Caspase-8, o0 que gera o aumento da OPN clivada com a porcéo C-
terminal que atua a través de p53 regulando a morte celular programada (KIM et al.,
2009). Também tém sido encontrados diversos sitios de clivagem da OPN
relacionados a progressdo metastatica do carcinoma hepatocelular (HCC),
reconhecidos por diferentes metaloproteases da matriz como a metaloprotease-9
(MMP-9) que geram OPN menores, por exemplo, a OPN-5kDa, provavelmente

relacionados a invaséo e metastase (TAKAFUJI et al., 2007).
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A OPN-5kDa néo foi identificada com o uso da técnica do WB, possivelmente porque
foi perdida na separacdo eletroforética, podendo gerar uma fonte de erro na
somatoria das bandas que foram consideradas na analise devido a uma possivel
diminuicdo dos valores esperados nas intensidades destas bandas. A separacao
eletroforética obrigatoriamente teve que ser realizada em um tempo de corrida
elevado, que nado evitou a perda de proteinas de baixo peso molecular, devido a
necessidade de separar perfeitamente a OPN da transferrina para realizar a
metodologia de revelado colorimétrico que inclui o corte da membrana de PVDF. As
alternativas para evitar estes resultados podem ser o uso de géis de corrida com

diferentes concentracfes ou o0 uso de técnicas alternativas como a Elisa.
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Figura 11 — Western blot para a andlise das proteinas de interesse. (A) Proteina Serpinal(AAT) em
relacdo com o controle interno transferrina. (B) Proteina OPN clivada e ndo clivada em relagdo com o
controle interno transferrina.

Com base na literatura e na presenca de formas clivadas da OPN em outros
carcinomas, foi estudada a intensidade da proteina clivada OPN-32kDa além da
somatoria das bandas (OPN-total) para determinar possiveis diferencas na presenca
destas formas de OPN no soro de pacientes com CECP, em relacdo as

caracteristicas clinico-patoldgicas.
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Os resultados obtidos o western blot permitiram realizar a analise geral entre
controles e casos (pacientes com CECP) como mostrado na figura 12, onde se
encontraram diferencas estatisticas significantes entre casos e controles somente

para a expressao relativa da proteina serpinal.
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Figura 12 - Avaliacdo da expressdo relativa das proteinas de interesse entre casos e controles. (A)
Expressao relativa da OPN total. (B) Expressao relativa da Serpinal. O n corresponde ao namero de
amostras por grupo. Os resultados sdo mostrados como média + SD. p<0,05 foi considerado
significativo. Foi realizado o Teste t-student.

Para OPN foi encontrada uma tendéncia ao aumento da expressao protéica, mas
nao significativa. Em discordancia com estes resultados, diferentes estudos em
outros tipos de cancer tinham mostrado diferencas estatisticas para a expressao da
OPN em pacientes afetados Por exemplo, pacientes com adenocarcinoma do
pancreas mostraram altos niveis de OPN em soro sanguineo avaliados por médio do
ensaio Elisa, significativamente correlacionados com a redugdo da sobrevida
(PORUK et al., 2013). Outro estudo realizado para o carcinoma de células
escamosas orais por meio de técnicas inmunohistoquimicas mostrou uma maior
expressao de OPN em tecidos tumorais em relacdo com tecidos normais (HUANG et
al., 2014).

Estes resultados diferentes aos esperados podem ser causados pela possivel perda
da banda correspondente a OPN-5kDa, como mencionado anteriormente. O uso da

técnica de Elisa poderia gerar uma alternativa mais eficiente a analise da OPN
devido a que evita a perda das proteinas de baixo peso molecular além de
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apresentar um valor mais econdmico na pratica clinica, no entanto € necesséaria uma

maior quantidade de amostra que aquela disponivel para este estudo.

Ja para serpinal foi encontrado um aumento significativo da expressao protéica
(p=0.0007) concordando com ambos os resultados obtidos na analise da expressao
relativa dos mMRNA respectivos (Figura 7 e 12). Resultados similares foram
encontrados no carcinoma de células escamosas cervicais (KLOTH et al., 2008),
carcinoma de células escamosas cutaneas (FARSHCHIAN et al., 2011), mostrando-
se um comportamento similar da expressdo da Serpinal em céanceres de tipo

epidermoide.

Os resultados obtidos pela andlise do Western Blot também foram relacionados com
o estadiamento, habito de beber e fumar, presenca de metastases linfonodais e sexo
dos pacientes. Estes subgrupos podem ser comparados ou ndo com O Qrupo
controle, tal qual foi feito no gPCR, como mostrado nas tabelas 6 e 7. As relacdes
estatisticas nas tabelas sdo descritas como p ANOVA, para as comparagfes entre
0S subgrupos e controle, e p T-student para as comparacdes internas dos

subgrupos.

As andlises feitas para avaliar a expressao relativa da proteina da Serpinal (AAT)
em relacdo as caracteristicas clinico-patologicas dos pacientes considerados neste
estudo encontram-se resumidas na tabela 6 e na figura 13. Foram encontradas
diferencas estatisticas em quase todos 0s subgrupos estabelecidos, e entre os
subgrupos e os controles. Em relacdo ao género foi encontrada uma expressao
maior da Serpinal em homens comparado com mulheres, mas sem significancia; ja
entre mulheres e homens em relagdo aos seus respectivos controles foi encontrada
uma expressao significativamente maior da Serpinal, como mostrado na tabela 6 e
na figura 13A e B. Nao foram encontrados dados na literatura que mostrarem
comparacoes da expressdo do AAT em relacdo com o género dos pacientes, porém

resulta uma abordagem nova a considerar em pacientes homens.

As caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes relacionadas com o habito de
fumar e ingerir &lcool também mostraram diferencas significativas, tanto comparadas
dentro dos subgrupos como comparadas entre subgrupos e controle. Foi encontrada

uma maior expressao da serpinal em pacientes tabagistas (p=0.0004) e etilistas
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(p=0.0004), como apresentado na tabela 6 e na figura 13C e D, mostrando uma
tendéncia oposta aos resultados obtidos para 0 mRNA. Dados similares nao foram

encontrados na literatura, dificultando a validacdo dos achados deste estudo.

Em relacdo ao estadiamento, os pacientes no estadio avancado foram os que
mostraram maior expressao da serpinal (p=0.0005) (tabela 6 e figura 13E). Os
pacientes com desenvolvimento de metastase linfonodal também mostraram uma
maior expressao da Serpinal, em relacdo aos controles e pacientes sem linfonodos
regionais metastaticos (p=0.0030) (tabela 6 e figura 13F). Como conhecido e em
contraste aos resultados obtidos na expresséo relativa do mRNA da Serpinal, a
maioria dos pacientes nos estadios avancados do CECP sdo ao mesmo tempo
etilistas, tabagistas e apresentam linfonodos regionais, porém os resultados da maior

expressao da serpinal encontram-se relacionados em estes casos.

Em cancer gastrico foi encontrado que a sobre-expressao da Serpinal aumentou a
migracdo e invasdo de celular, e € significativamente associada ao aumento de
tamanho do tumor, estadiamento avancado, invasdo perineural, invasao linfatica,
metastases em linfonodos, e menor sobrevida global (KWON et al., 2014), como
encontrado em algumas caracteristicas avaliadas nesta pesquisa. Observa-se um
aumento continuo da concentracdo da Serpinal conforme o desenvolvimento da
doenca. Diferencas nas concentracdes em cada caso poderiam ajudar a propor a

serpinal como um biomarcador do CECP precoce.
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Tabela 6 - Avaliacdo da expressao relativa da proteina Serpinal em relacdo aos dados clinico-

patolégicos dos pacientes (N=40) e os controles (N=11).

Caracteristicas N casos = 40 Serpinal p p
N controle = 11 Média (%) +SD ANOVA T-student

Género
Masculino 33 100.00 £ 72.12 -- 0.2464
Feminino 7 78.61 + 84.49
Masculino 33 157.45 +72.12 -- 0.0360*
Masculino (Controle) 6 100.00 + 53.65
Feminino 7 193.93 + 84.49 -- 0.0243*
Feminino (Controle) 5 100.00 + 45.27
Tabagista
Sim 19 211.95 + 67.90 . .
Nao 21 153.73 £ 78.03 0.0004 0.0166
Controle 11 100.00 £55.23
Etilista
Sim 19 211.95 + 67.90 . N
Nao 21 153.73 £ 78.03 0.0004 0.0166
Controle 11 100.00 £55.23
Estadiamento
I/ 20 154.63 + 73.59
v 20 208.14 + 71.40 ~ 2-0005*  0.0125%
Controle 11 100.00 £ 55.23
Linfonodos Regionais
NO 27 171.11 + 76.09 .
N+ 13 202.71 + 70.46 0.0030 0.1079
Controle 11 100.00 £ 55.23

Legenda: ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey para comparar médias de subgrupos com
controle (p ANOVA). Teste T de Student para comparar médias entre subgrupos (p T student). Valor
de p<0,05 foi considerado significativo. Os valores da média e o desvio padrdo (SD) encontram-se
baseados na porcentagem (%) do valor real para facilitar a visualizagéo.
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Figura 13 - Avaliacdo da expressao relativa da proteina da Serpinal entre subgrupos e controles. (A)
Expresséo relativa entre controles e pacientes do sexo masculino e feminino. (B) Expressdo entre
pacientes do sexo masculino e feminino. (C) Expresséo relativa entre controles e pacientes fumantes
e ndo fumantes. (D) Expressdo relativa entre controles e pacientes etilistas e néo etilistas. (E)
Expresséo relativa entre controles e pacientes de estadiamento inicial e avancado. (F) Expressao
relativa entre controles e pacientes com e sem metastase linfonodal. O n corresponde ao nimero de
amostras por grupo. Os resultados sdo mostrados como média + SD. p<0,05 foi considerado
significativo. Foram realizadas analises estatisticas de T-student (A,B) e ANOVA (C,D,E,F).

Com base na literatura e na presenca de formas clivadas da OPN em outros
carcinomas, foi estudada a intensidade da proteina clivada OPN-32kDa além da
somatoria das bandas (OPN-total) para determinar possiveis diferencas na presenca
destas formas de OPN no soro sanguineo de pacientes com CECP, em relacdo as
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caracteristicas clinico-patologicas.

As andlises feitas para avaliar a intensidade relativa das bandas correspondentes as
proteinas OPN-Total e OPN-32kDa, em relacéo as caracteristicas clinico-patolégicas
dos pacientes considerados neste estudo, encontram-se resumidas na tabela 7.
Como observado nesta tabela, ndo foram encontradas diferencas entre o0s
resultados obtidos para Osteopontina-Total e Osteopontina-32kDa, mostrando que
OPN-32kDa nao possui um comportamento diferente aquele obtido para a somatoria
das bandas de OPN (OPN-total). Por este motivo a analise foi feita somente com a

avaliacdo da OPN-total.

Em relagdo ao género foi encontrada uma expressao significativamente maior da
OPN em mulheres comparado com homens (p=0.0004); ja entre mulheres e homens
em relacdo aos seus respectivos controles ndo foi observado diferenca, como
mostrado na tabela 7 e na figura 14A e B. Nao foram encontrados dados na
literatura que mostrarem comparacdes da expressdo da OPN em relagdo com o

género.

O habito de fumar e ingerir alcool ndo mostrou diferencas estatisticamente
significativas, tanto comparadas dentro dos subgrupos como comparadas entre
subgrupos e controle (tabela 7 e figura 14C e D). Em relagdo ao estadiamento, os
pacientes no estadio avancado foram os que mostraram maior expressao da OPN
(p=0.0130) (tabela 7 e figura 14E). Os pacientes com desenvolvimento de metastase
linfonodal também mostraram uma maior expressdo da OPN, em relacdo aos
controles e pacientes sem linfonodos regionais (p=0.0362) (tabela 7 e figura 14F).
Os resultados significantes foram encontrados para o estadiamento da doenca e a
presenca de linfonodos metastaticos. Observa-se um aumento continuo na
concentracdo da OPN conforme o aumenta a gravidade da doenca e diferencas nas
concentracbes em cada caso poderiam ajudar a propor a OPN como um
biomarcador do CECP precoce em estadios iniciais. No entanto, como comentado
anteriormente os resultados pouco significantes poderiam ter mostrado que o
Western Blot ndo € a técnica indicada para a analise das concentracfes de OPN em
soro.

Muitos dos resultados obtidos neste estudo n&do foram comparados a trabalhos

anteriores por serem biomarcadores pouco avaliados, como no caso da Serpinal,



64

e/ou porque provavelmente os estudos feitos com estes marcadores em diversos

tipos de cancer, que ndo mostraram significancia estatistica ndo estdo disponiveis

em revistas cientificas, dificultando assim as possiveis comparacbes para a

discussao.

Tabela 7 - Avaliacdo da expressao relativa da proteina OPN Total e OPN-32kDa em relacdo aos
dados clinico-patologicos dos pacientes (N=40) e dos controles (N=11).

Caracteristicas N caso =40 OPN Total p p OPN-32kDa p p
N controle=11 Média (%) +SD ANOVA T-student  Média (%) + SD ANOVA T-student
Género
Masculino 33 23.49 +48.54 0.0004* 78.61 +58.16 0.1900
Feminino 7 100 + 62.07 -- 100 + 62.72 -
Masculino 33 123.67 £ 43.89 0.1282 122.35 +58.16 0.2183
Masculino 5 100 £ 32.35 -- 100 £ 66.94 -
(Controle)
Feminino 7 110.61 + 62.07 -- 0.3762 156.41+ 62.72 - 0.0608
Feminino 5 100 + 44.98 100 + 47.02
(Controle)
Tabagista
Sim 19 121.38 £ 49.78 112.58 + 64.25
Nao 21 122.41 +44.34  0.3970 0.1216 127.89 £+ 56.28  0.4450 0.3010
Controle 10 100 + 36.89 100 + 53.88
Etilista
Sim 19 121.38 £ 49.78 112.58 + 64.25
Nao 21 122.41 £+44.34  0.3970 0.1216 127.89 £56.28  0.4450 0.3010
Controle 10 100 + 36.89 100 + 53.88
Estadiamento
1/
nnv 20 104.67 £ 41.52 . " 96.96 + 49.70 . .
Controle 20 139.18 + 45.69 0.0181 0.0130 144.27 £ 58.13 0.0175 0.0269
11 100 + 36.89 100 + 53.88
Linfonodos
Regionais
NO 27 112.72 £+ 45.31 " 116.26 + 58.04
N+ 13 141.05 + 45.66 0.0695 0.0362 129.67 £ 63.04 0.4898 0.2549
Controle 11 100 + 36.89 100 + 53.88

Legenda: ANOVA de uma via com poés-teste de Tukey para comparar médias de subgrupos com
controle (p ANOVA). Teste T de Student para comparar médias entre subgrupos (p T student). Valor
de p<0,05 foi considerado significativo. Os valores da média e o desvio padrdo (SD) encontram-se
baseados na porcentagem (%) do valor real para facilitar a visualizacéo.
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Figura 14 - Avaliacdo da expressao relativa da proteina da Osteopontina Total entre subgrupos e
controles. (A) Expressao relativa entre controles e pacientes do sexo masculino e feminino. (B)
Expressdo entre pacientes do sexo masculino e feminino. (C) Expresséo relativa entre controles e
pacientes fumantes e ndo fumantes. (D) Expresséo relativa entre controles e pacientes etilistas e ndo
etilistas. (E) Expresséo relativa entre controles e pacientes de estadiamento inicial e avancado. (F)
Expresséo relativa entre controles e pacientes com e sem metastase linfonodal. O n corresponde ao
namero de amostras por grupo. Os resultados sdo mostrados como média + SD. p<0,05 foi
considerado significativo. Foram realizadas andlises estatisticas de T-student (A,B) e ANOVA
(C,D,E,F).

Resumidamente, a analise da Serpinal como biomarcador mostrou, pela primeira
vez no CECP, diferencas significativas nas duas técnicas avaliadas (QPCR em tecido

tumoral e normal e Western blot em soro) sugerindo sua possivel utilizagdo no
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diagnostico. Nos pacientes com CECP a expressao relativa do mRNA da Serpinal
foi maior em tecido tumoral, em homens, ndo fumantes, n&o etilistas, sem
desenvolvimento linfonodal e estadiamento inicial da doenca (l/ll). A expressao
protéica da Serpinal em soro de pacientes com CECP comparada aos individuos
saudaveis foi significativamente maior, a expressao elevada também foi encontrada
em pacientes fumantes, etilistas, com linfonodos regionais e de estadiamento

avancado da doenca (l11/1V).

As diferencas encontradas nos niveis de mRNA da Serpinal indicam que a sua
presenca nado esta relacionada com os fatores de risco para o desenvolvimento do
CECP, portanto constitui um biomarcador independente e confiavel. Todavia, na
analise do soro, esse aumento foi encontrado em pacientes que estavam
submetidos aos fatores de risco e estadiamento avancado, assim esta analise do

soro podera ser usada como um marcador de prognostico desses pacientes.

O estudo nesta doenca e em outros tipos de cancer deve ser desenvolvido para
estabelecer o mecanismo molecular pelo qual atua, além de estabelecer parametros

de medida no diagnéstico do CECP.

A andlise da Osteopontina como biomarcador ndo mostrou diferencas significativas
na expresséao relativa do mRNA entre os tecidos normal e tumoral de pacientes com
CECP. A expresséo protéica da Osteopontina em soro de pacientes com CECP foi
maior somente no parametro estadiamento avancado da doenca (lll/IV). A sua
eficiéncia como um biomarcador no CECP deve ser analisada nos estadios
avancados desta doenca onde poderia ser estabelecido um mecanismo de acéo,
pois estudos tem mostrado que seus niveis aumentados esta diretamente
relacionado a menor sobrevida de pacientes com tumores de pulméo, da mama e
do colon (RICH; SINGAL, 2014), colo de utero (HUANG et al., 2015), carcinoma de
células escamosas orais (HUANG et al., 2014). A sobrevida reduzida dos pacientes
com CECP é um dos grandes desafios atuais que tem levado a busca de formas
possiveis de melhorar a qualidade de vida dos doentes. Novos estudos sao
necessarios para avaliar o porqué do comportamento diferencial da OPN no CECP
em relacdo com outros tipos de cancer, dado que este se apresenta como um
biomarcador bastante comum em estudos feitos com técnicas distintas ao Western
Blot.
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O uso da técnica de Elisa em lugar ao WB poderia gerar resultados mais rapidos e
com um gasto econdmico menor na avaliagdo de algumas proteinas, mas por ser
menos especifica que o WB deve ser uma alternativa a ser fortemente padronizada
para evitar erros de reconhecimento. Por isso, deve ser considerada no uso da
pratica clinica e os resultados devem ser confirmados com o uso de outras

metodologias como o WB.

Como mencionado ainda nao foi estabelecido um grupo de biomarcadores para o
estudo do CECP, no entanto alguns oncogenes como EGFR, Ciclinal e COX-2,
genes supressores tumorais como p53, pl6, p2l, p27, genes envolvidos na
angiogénese como VEGF e, genes envolvidos na metastase como MMPs e uPA,
séo os mais considerados até o momento (COLOMBO, 2009).

Os marcadores sugeridos neste estudo (OPN e Serpinal) apresentam a vantagem
de ambos serem proteinas secretadas, o qual permite o estudo e avaliacdo destes
biomarcadores em amostras de plasma, soro ou saliva, gerando alternativas menos

invasivas para o diagnoéstico ou tratamento do CECP.
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5. CONCLUSOES

O uso de soro para avaliacdo de biomarcadores de CECP mostrou resultados uteis

no desenvolvimento de possiveis técnicas de analise menos invasivas.

Foi sugerido que a Serpinal no soro e no tecido tumoral € um potencial biomarcador
do CECP.

Este trabalho mostrou pela primeira vez que o0s niveis da Serpinal estdo
aumentados nos pacientes com CECP e podem ser detectados tanto no tecido
tumoral (MRNA da Serpinal) como no sangue (AAT), o que pode facilitar sua

aplicacao no prognostico da doenca.

Ja o uso da OPN como biomarcador precisa ser melhor estudada, principalmente

com uma avaliagcdo maior de pacientes e outras metodologias.

Um novo método efetivo e barato foi estabelecido para a remocao da albumina do
soro. A remocao da albumina do soro, permitiu uma melhor resolucdo das analises

da OPN e Serpinal pela técnica de Western Blot.
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