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RESUMO

O carcinoma espinocelular da cabeca e pesco¢o € um dos cancros mais comuns a nivel
mundial. Os principais factores de risco s@o os habitos tabdgicos e alcodlicos, associados a
factores genéticos. A presencga de lesdes pré-malignas é também um factor de risco, uma vez
que estas apresentam um potencial de malignizacdo considerdvel. O carcinoma espinocelular
da cavidade oral apresenta um progndstico reservado e uma taxa de sobrevivéncia baixa, que
agrava quando nao é detectado atempadamente. Neste sentido, o diagndstico precoce assume
um papel fulcral na diminui¢cdo da taxa de mortalidade associada ao carcinoma espinocelular
da cavidade oral. A identificacdo de biomarcadores especificos para detec¢do precoce destas
lesdes assume um papel essencial, permitindo uma intervencdo atempada pelo Médico
Dentista. O trabalho realizado no ambito da presente dissertacao permitiu a catalogacdo de
todas as proteinas que foram identificadas na bibliografia como estando associadas a lesdes
pré-malignas e a carcinoma espinocelular criando-se para o efeito uma base de dados
dedicada a cancro oral. Partindo da base de dados gerada e fazendo recurso de ferramentas
bioinformaticas, foi possivel identificar os processos bioldgicos e vias de sinalizacdo celular
em que participam as proteinas identificadas como estando presentes em quantidades
alteradas e que poderdo constituir potenciais alvos de estudo em futuras pesquisa de
biomarcadores para o processo de malignizacdo das lesdes pré-malignas. Os resultados
obtidos com este trabalho permitiram igualmente uma avaliacdo critica dos biomarcadores ja

propostos na literatura para cancro oral.

Palavras-chave: carcinoma espinocelular oral, lesdes pré-malignas orais, biomarcador,

protedmica.
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ABSTRACT

Head and neck squamous cell carcinoma is one of the most common types of cancer
worldwide. The major risk factors are smoking and drinking habits, associated with genetic
factors. The presence of pre-malign lesions, with high malignization potential, is also one
important risk factor. The squamous cell carcinoma has a bad prognosis and a low survival
rate, which are worsened when an early diagnosis isn’t achieved. Therefore, an early
diagnosis plays a central role in lowering the mortality rate associated to oral squamous cell
carcinoma. The identification of specific biomarkers for early detection of pre-malign lesions
plays an essential role, allowing timely intervention by a dentist. This dissertation allowed the
organization of the proteins associated with oral pre-malign lesions and oral squamous cell
carcinoma, already identified in other works. The application of bioinformatics tools to the
preview information allowed the determination of the biological processes and pathways
associated with malignization, thereby highlighting which proteins could be of interest for
future research for the discovery of new biomarkers. Moreover, the results of this work also

gave an opportunity for reviewing the biomarkers already proposed in existing literature.

Keywords: oral squamous cell carcinoma, oral pre-malign lesion, biomarker,

proteomics.
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Nota Introdutoria

O crescimento exponencial do conhecimento cientifico gera quantidades extraordindrias de
informacdo que, ndo estando uniformizada de modo a ser compreendida por toda a
comunidade cientifica, acaba por ser perdida. Deste modo, as técnicas de organizacdao da
informacdo sdo essenciais. As ontologias sdo criadas por especialistas, com o objectivo de
definir critérios de regulacdo de termos e relagdes. O termo ontologia deriva do grego “ontos”,
ser, e “logos”, palavra, isto € estruturas organizadas a partir de conceitos e da interligacao
entre 0os mesmos. As ontologias melhoram a organizacdo da informacgdo através da sua
uniformizacdo e padronizacdo, permitindo fazer representacdes ldgicas que possibilitam a
recolha de evidéncias.!"!

Ao longo deste trabalho sao usadas vdrias ontologias em lingua inglesa, uma vez que a
sua traducdo poderia reflectir-se numa perda de conceitos ou interligagdes entre 0s mesmos,
induzindo o leitor em erro. Do mesmo modo, o nome das proteinas e algumas técnicas de

andlise também sdo apresentados em inglés e, quando pertinente, precedidos pela

terminologia em portugués.






1.INTRODUCAO

1.1. BIOLOGIA E ASPECTOS HISTOLOGICOS DA MUCOSA ORAL

A cavidade oral tem sido citada em intimeras fontes bibliograficas como “o espelho da
condi¢do geral do individuo”, reflectindo estados patologicos ou de saide. Existem varias
condi¢Oes sistémicas, como a diabetes ou deficiéncias vitaminicas, que apresentam
manifestacdes a nivel oral.”” Nesta primeira seccio introdutdria, visa-se descrever brevemente
aspectos bioldgicos da cavidade oral, bem como fazer uma referéncia sumaria as suas fungdes
e caracteristicas histologicas.

Todas as superficies corporais estdo cobertas por uma superficie epitelial, suportada por
tecido conjuntivo. Os epitélios tém como fun¢do primdria a protec¢do dos tecidos e 6rgdo
subjacentes de agressoes fisicas e mecanicas. Por outro lado, o tecido conjuntivo oferece
propriedades nutritivas e de suporte. Apesar de pertencente ao sistema gastrointestinal, a
cavidade oral apresenta caracteristicas mucosas bastante diferentes do restante tracto
gastrointestinal. De facto, a mucosa oral t€ém mais caracteristicas em comum com a pele, com
a qual se une a nivel labial, do que com a mucosa intestinal.””

Toda a cavidade oral, bem como o eséfago, € recoberta por epitélio escamoso estratificado.
Nas zonas sujeitas a forcas mecénicas verifica-se a presenca de uma camada de epitélio
queratinizado (gengiva e palato duro), que estd aderido a uma camada de tecido conjuntivo,
denominada lamina prépria. Esta camada de epitélio queratinizado denomina-se estrato
corneo e € ela que permite a dissipacao das forcas mecénicas exercidas. Nas regides que nao
estdo sujeitas a for¢as mecanicas tao intensas, por exemplo o soalho da cavidade oral e as
regides jugais, verifica-se a presenca de epitélio ndo queratinizado, o que confere uma maior
flexibilidade de modo a permitir a mastigacdo, a fonagcdo e a degluticdo. Em ambos os
epitélios referidos anteriormente, existem camadas lipidicas nas zonas epiteliais mais externas
que servem de barreiras de proteccdo contra varios agentes, como toxinas microbianas,
enzimas e carcinogénios. O dorso da lingua encontra-se recoberto por um epitélio especifico,
que engloba epitélio queratinizado e ndo queratinizado, aderido a por¢cao muscular lingual.
Em termos percentuais, o epitélio queratinizado representa cerca de 25%, o epitélio ndo-
queratinizado aproximadamente 60% e os restantes 15% correspondem ao epitélio que

recobre o dorso da lingua.””



As glandulas salivares sdo entidades caracteristicas da mucosa oral e estdo concentradas na
submucosa, servindo-se de ductos para excretar a saliva para a cavidade oral. Sdo estas
glandulas que conferem ao epitélio oral o seu cardcter himido, através da excrecao de saliva
rica em proteinas especificas, factores de crescimento e agentes antimicrobianos.”

Nas regides jugais, ldbios e algumas dreas do palato duro, pode ser identificada uma
camada de tecido conjuntivo onde estdo localizadas estruturas vasculares nobres, que fazem o
suprimento sanguineo e nervoso da mucosa. Esta camada de tecido conjuntivo denomina-se
submucosa e, para além da funcdo referida anteriormente, desempenha também o importante
papel de separar a mucosa dos tecidos dsseos e musculares subjacentes. A composicdo da
submucosa influencia a flexibilidade da mucosa e a sua aderéncia aos tecidos subjacentes. Em
algumas zonas gengivais e do palato duro, ndo se verifica a presenga de submucosa, estando a
mucosa directamente em contacto com o peridsteo do tecido dsseo, denominando-se
mucoperiésteo. Um pouco por toda a mucosa oral existem nddulos de tecido linfatico,
formados por invaginacdes do epitélio para a 1amina prépria, que contém um infiltrado de
linfécitos e células plasmaticas. Estas regides sdo essenciais para a resposta imunoldgica a
nivel oral. %!

Para que se mantenha a homeostase celular, é essencial que haja um equilibrio entre os
processos de diferenciacdo e descamacao epitelial. Varios factores como a idade ou estados
patolégicos alteram este equilibrio, causando hiperplasias ou atrofias epiteliais. Para se dar o
processo de diferenciacdo celular é necessario existirem células progenitoras, situadas na
camada basal, geralmente agrupadas em nucleos celulares. Os fendmenos através dos quais é
conseguido o equilibrio entre diferenciacdo e proliferacio, apesar de extensamente estudados,
ainda ndo sdo totalmente claros. No entanto, sabe-se que existem moléculas que actuam por
regulagdo positiva e outras por regulacdo negativa, através de sistemas de controlo complexos
envolvendo cascatas de sinalizagdo intracelular. Para além destes processos moleculares,
existem outras condicionantes como o ritmo circadiano, stress e processos inflamatorios.
Sabe-se também que a taxa de renovagdo epitelial € mais elevada nas zonas ndo-
queratinizadas do que nas zonas queratinizadas. A medida que as células vdo sofrendo
migragdo devido a processos de descamacao, vai havendo acumulagdo de filamentos proteicos
no citoplasma, até este estar completamente preenchido. Este tipo celular denomina-se

queratina, cujo peso molecular varia consoante as diferentes dreas anatomicas. Por exemplo,

as queratinas 8 e 18 sdo as que tém menor peso molecular e s@o encontradas em epitélio
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glandular. As queratinas 5 e 14 estdo presentes em todo o epitélio oral estratificado, enquanto
o epitélio ndo queratinizado apresenta as queratinas 4 e 13. Uma das diferencas mais
significativas entre o epitélio queratinizado e ndo queratinizado € a presenca de ntcleo e
restantes organelos celulares nas células da camada mais superficial. As células da camada
mais superficial do epitélio ndo queratinizado, apesar de também sofrerem alteragoes
estruturais, mantém a sua componente citoplasmatica. A capacidade descamativa do epitélio
oral ¢ um importante mecanismo de defesa ja que, através da répida renovacdo da camada
mais superficial, impede-se a adesdo de muitos microorganismos, diminuindo assim a sua

accdo agressora sobre o epitélio.”



1.2. CARCINOMA ESPINOCELULAR E LESOES PRE-MALIGNAS DA
CAVIDADE ORAL

1.2.1. Sistema de classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude
De modo a uniformizar os conceitos relativos as patologias utilizados ao longo deste

trabalho, optou-se por seguir a terminologia sugerida pela Organizacdo Mundial de Sadde
(OMS). Em 1973 a OMS, definiu uma lesdo pré-maligna como um tecido morfologicamente
alterado no qual a probabilidade de se desenvolver cancro oral é maior do que em tecido ndo
alterado. De acordo com esta entidade, um epitélio atipico pode ser dividido em dois estados
distintos: um que evolui para carcinoma espinocelular e outro que se mantém estdvel. No
entanto, ambas as categorias estdo englobadas pelo conceito de displasia epitelial. O modelo
de evolucao de lesdes displasicas até carcinoma, formulado pela OMS, tem como referéncia o
conhecimento proveniente do carcinoma no cérvix uterino.”!

A classificagao da OMS tem sido usada como guia de diagndstico. Os critérios usados para
a classificacdo das displasias definem quais as alteragdes que se devem verificar para a lesao
ser incluida em determinada categoria. Os termos 1/3 inferior, médio e superior, usados mais
a frente neste trabalho para diferenciar os tipos de displasias, sdo aplicados de acordo com as
especificacdes da OMS. Apesar das especificagdes dadas por esta entidade, o diagndstico
continua a ser bastante subjectivo, ndo havendo um limite definido entre os diferentes tipos de
displasia. Para contrariar esta parcialidade, inerente a observacao clinica e histopatoldgica, a

OMS tem tentado definir novas estratégias para contornar este obstaculo."!

1.2.2. Carcinoma espinocelular da cabeca e pescoco
De todos os cancros, cerca de 2 a 3% correspondem a cancro da cavidade oral, sendo

diagnosticados, a nivel mundial, cerca de 300000 novos casos todos os anos.>"! Destes,
aproximadamente 90% sdo casos de carcinoma espinocelular da cabeca e pescoco. O
carcinoma espinocelular é entdo o tipo de cancro mais comum na cavidade oral, faringe e
laringe. E também uma das formas mais vulgares de cancro associada 2 presenca de lesdes
pré—malignas.[3 8191 Devido 4 anatomia complexa da regido da cabeca e pescogo, 0s pacientes
sujeitos a tratamento para esta patologia, apresentam muitas vezes alteracdes na fonagado, na
degluticdo e na respiracdo e t€ém um risco aumentado de desenvolver cancros nas vias aéreas

4.5 . . , . . - . . ~
4391 Este tipo de carcinoma é caracterizado por uma invasio e disseminago

(11]

superiores.

bastante rapidas, sendo considerado um dos mais agressivos.
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Figura 1: Carcinoma espinocelular no pavimento oral
(adaptado de Regezi J. A. “Oral Pathology-Clinical
Pathologic Considerations” 2003

Figura 2: Carcinoma espinocelular no palato (adaptado
de Regezi J. A. “Oral Pathology-Clinical Pathologic
Considerations” 2003

A localizagdo intra-oral mais comum do carcinoma espinocelular € a lingua, especialmente
o bordo péstero-lateral. E geralmente assintomético até fases avancadas, em que pode causar
disfagia e dor. O carcinoma espinocelular apresenta-se entdo como uma massa endurecida,
que pode ou ndo apresentar um padrdo de crescimento exofitico e, na maioria dos casos,
observa-se algum grau de ulceragﬁo.[lz]

O pavimento oral € a segunda localizacdo intra-oral mais comum e, nestas situacdes,
geralmente apresentando-se também como uma massa endurecida, ulcerada e indolor, que

pode causar uma reducdo da mobilidade lingual. O carcinoma espinocelular também pode

aparecer no palato, na mucosa jugal e a nivel gengival, no entanto estas localizacdes sao



menos comuns. A apresentacdo clinica € bastante varidvel, podendo verificar-se desde lesdes
ulceradas até lesdes com padrio de crescimento exofitico. 2]

A seguir as patologias cardiovasculares, em Portugal, o cancro € a segunda causa de morte
mais comum. O cancro da cabega e pescogo perfaz cerca de 10% de todos os casos, sendo a

sua incidéncia maior do que o cancro do itero e da laringe. Um estudo recente!'”

, indica que
80% dos casos estudados foram diagnosticados em individuos do sexo masculino. No entanto,
o género ndo é considerado um factor de risco, existe sim uma associagdo de outros factores
de risco, como os hébitos alcodlicos e tabagicos. Portugal € um dos paises com maior média
de consumo de alcool per capita, cerca de 12,1 litros, estando estes nimeros muito associados
ao consumo de tabaco. A idade média dos casos estudados foi 62,2 anos, o que estd de acordo
com estudos a nivel internacional. '

A maioria dos carcinomas espinocelulares da cabega e pescoco sao detectados em fases
avangadas, uma vez que a maioria dos doentes s6 recorre aos servicos médicos quando a
situacdo estd ja bastante desenvolvida. [79.14151No entanto, se detectados em fases precoces, 0s
carcinomas espinocelulares sdo menos debilitantes e a taxa de sobrevivéncia chega aos 80%,
contrariamente a casos diagnosticados em fases mais tardias (taxa de sobrevivéncia inferior a
40%), 149111

Os principais factores de risco sd@o a exposi¢ao crénica a tabaco e dlcool, susceptibilidade

genética e infeccdes por papiloma virus humanos do tipo 16 e 18 [4-10-11.14.16]

1.2.3. Lesoes pré-malignas

Os conceitos “lesdo percursora”, “lesdo pré-maligna”, “lesdo pré-cancerigena” e “lesao
potencialmente maligna” sdo usados na bibliografia cientifica para descrever entidades
clinicas que podem ter potencial de malignizagﬁo.m’lg] Ao longo deste trabalho, optou-se por
usar o termo les@o pré-maligna para denominar lesdes com esta caracteristica.

A nivel da cavidade oral, uma lesdo considera-se pré-maligna quando apresenta algum
grau de displasia.[3’19’20] Este tipo de lesdes estd geralmente associado epidemiologicamente,

geograficamente e clinicamente a carcinoma espinocelular. Individuos com estas lesdes
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. 21
apresentam um risco aumentado de desenvolverem cancro oral.”*!!

Importa entdo definir e
distinguir os conceitos de hiperplasia e displasia.

A hiperplasia ¢ um aumento do nimero de células, sem que haja alteracdo da arquitectura
epitelial normal e sem sinais de atipia celular.!"®'* Por outro lado, a displasia é caracterizada
por atipia celular, perda do ciclo normal de maturacdo e estratificacdo, alteracdo da
arquitectura epitelial associada a variagdo do tamanho e forma celulares. Quanto mais severa
a displasia, maior a probabilidade de progressdo maligna. No entanto, o contrario pode ndo se
verificar e, portanto, lesdes ndo-displdsicas também podem progredir malignamente. As
lesdes displdsicas t€ém uma apresentagdo clinica bastante heterogénea, ndo sendo possivel
fazer uma caracterizacido clinica e morfoldgica exacta. Deste modo, o diagndstico destas
lesdes deve sempre ser confirmado a nivel histoldgico, através de bidpsias. [318,1]

As displasias podem ser classificadas em leves, moderadas ou severas. Contudo, a
diferenciacao de um tipo para os outros ndo tem limites definidos, apresenta-se sim como uma
progressao de estdgios, com um aumento escalonado de severidade. [3.18,15]

A displasia leve verifica-se quando a alteragdo da arquitectura epitelial estd confinada ao
terco inferior do epitélio e estd presente atipia celular minima. /'®'"!

A displasia moderada apresenta uma extensdo da alteragdo da arquitectura epitelial até ao
terco médio do epitélio, associada a atipia significativa. No entanto, uma displasia que afecte
o terco médio epitelial mas que ndo apresente atipia significativa, deve ser considerada como
displasia leve. Do mesmo modo, uma displasia que afecte apenas até ao terco médio epitelial
mas apresente uma atipia bastante significativa, deve ser considerada uma displasia
severa.!'®!”)

A displasia severa € identificada quando hd um envolvimento de mais de dois tercos do
epitélio, com alteracio da arquitectura associada a atipia significativa. %'

Existem algumas situacdes que podem ser confundidas com lesdes displdsicas com
potencial maligno. E o caso de estados regenerativos ou reparativos do epitélio escamoso, em
resposta a trauma, inflamacdo ou irradiacdo. Estas agressoes podem causar uma perda da
arquitectura epitelial que pode ser confundida com uma displasia. As deficiéncias nutricionais
de ferro e vitamina B12 também podem causar displasias, no entanto, estas nao apresentam
potencial de malignidade, devendo ser feito um bom diagnéstico diferencial "

A data de aparecimento da lesdo, a idade do doente, a localizagcdo intra-oral, hédbitos de

risco e infecgdes virais ou flingicas, sao factores que podem influenciar os estados displésicos,



exacerbando-os ou mascarando-os. Lesdes presentes na cavidade oral durante vérias décadas,
sem que haja intervencdo médica, podem ter resolugdo espontanea ou podem piorar e levar o
doente a procurar ajuda médica. Sabe-se que os hébitos alcodlicos e tabagicos tém um papel
fulcral no desenvolvimento displdsico, no entanto os mecanismos envolvidas neste processo
ainda ndo sdo totalmente conhecidos. As infec¢des flingicas, as mais comuns por Candida
albicans, contribuem para a hiperplasia epitelial e aumento dos processos inflamatdrios,
dificultando a avalia¢do histolégica do grau de displasia.[m

Quando a displasia severa prossegue no processo de malignizacdo, pode verificar-se uma
outra entidade clinica, o carcinoma in situ. O conceito de carcinoma in situ pressupde a
ocorréncia de transformacdo maligna sem invasao tecidular. Do mesmo modo que a displasia,
esta entidade clinica ndo € diagnosticivel apenas através do exame clinico, sendo
imprescindivel a realizacdo de bidpsia. Histologicamente verifica-se uma alteracdo da
arquitectura de toda a extensao epitelial e atipia significativa associada a anomalias na mitose.
No entanto, esta diferenciacdo entre displasia e carcinoma in situ nao € tao linear quanto seria
desejdvel, nao sendo muitas vezes possivel fazé-la.'%1!

O critério histolégico que permite distinguir uma situacdo de cancro de uma lesdo
percursora € a invasao dos tecidos. No entanto, na pratica clinica, o problema mais frequente é

. L, -~ . - N , . N
determinar quando h4 ou ndo invaso da lamina prépria.!"”

1.2.3.1. LEUCOPLASIA

O termo leucoplasia refere-se a uma lesdo branca da mucosa oral, ndo removivel por
raspagem, sem padrao histologico especifico, nao identificivel como outra qualquer
patologia, sem caracteristicas patognomonicas € com risco aumentado de evoluir para
carcinoma, podendo aparecer em qualquer zona da cavidade oral e orofaringe. *'""'8*3IF 4
lesdo pré-maligna mais estudada cientificamente e € também a mais comum na populagdo,
com uma incidéncia de cerca de 1 a 5% na populagdo em geral.m’zs]

A prevaléncia relativamente ao género ainda nao estd bem definida, havendo estudos que
apontam para uma maior prevaléncia num dos sexos e outros que referem nao haver
diferencas significativas. Quanto a idade, o aparecimento da leucoplasia da-se, geralmente,
entre os 40 e os 60 anos."*"!

Esta entidade clinica é cerca de seis vezes mais comum em individuos fumadores em

comparacao a individuos nao fumadores. Sabe-se também que os hébitos alcodlicos sao um
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factor de risco, independentemente do tipo de bebida. Por outro lado, ainda ndo esta definido
o eventual papel da infec¢@o pelo papiloma virus humano.!%*"!

A leucoplasia tem um padrdo de apresentacdo clinica bastante varidvel, podendo
apresentar atrofia epitelial, hiperplasia com ou sem hiperqueratose, diferentes graus de
displasia e até carcinoma in situ.'"**** Quando h4 evidéncia histolégica de displasia
moderada ou severa, o risco de evoluc@o para carcinoma aumenta para 39%.17192% Devido a
variabilidade na sua morfologia clinica, a leucoplasia pode ser confundida com outras

entidades patoldgicas a nivel oral.'"> A Tabela 1 sintetiza as situacdes que mais comumente

podem ser confundidas com leucoplasias.

Figura 3: Leucoplasia no bordo lateral e na zona
ventral da lingua (adaptado de Regezi J. A. “Oral
Pathology-Clinical Pathologic Considerations”
2003

Figura 4: Leucoplasia no bordo lateral da lingua
(adaptado de Regezi J. A. “Oral Pathology-Clinical
Pathologic Considerations” 2003")
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Verifica-se um potencial de malignidade da leucoplasia, evidenciado pela progressao das
caracteristicas histolégicas, desde a auséncia de displasia, passando por estados gradualmente
mais severos e culminando em carcinoma.®™'® A presenca de displasia e o seu grau é
geralmente usado para prever o potencial de transformagdo maligna e o progndstico das
leucoplasias.”***! O diagnéstico é subjectivo e nem todas as lesdes que apresentam displasia
se tornam malignas, algumas podem mesmo regredir. Por outro lado, podem surgir
carcinomas a partir de lesdes que ndo apresentam displasia.[20’27]

A leucoplasia pode ser classificada como homogénea ou niao-homogénea, sendo a sua
distin¢do feita a nivel da apresentacdo clinica, de acordo com caracteristicas morfoldgicas.
L7181 5 leucoplasia homogénea apresenta-se como uma lesdo ndo exofitica, de superficie lisa e
com risco de malignizacdo relativamente baixo. A leucoplasia ndo-homogénea pode ter uma
variedade de aspectos morfoldgicos, podendo ter um aspecto predominantemente
esbranquicado mas com zonas vermelhas ou azuladas. E uma lesdo exofitica e com uma
morfologia superficial irregular e rugosa.[”’lg] Dentro das leucoplasias nao-homogénias, pode
ainda ser considerado um outro subtipo de leucoplasia, a leucoplasia verrucosa. Apesar da sua
aparéncia uniforme, a leucoplasia verrucosa insere-se na categoria de nao-homogénea pela
sua textura caracteristica. Estas lesdes s@o clinicamente indistinguiveis do carcinoma

. . ~ . , . Z 1
verrucoso, sendo a sua identificacdo feita apenas a nivel histopatolégico.! 8]
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Tabela 1: Entidades clinicas que podem ser confundidas com leucoplasia e caracteristicas que
permitem fazer um diagndstico diferencial (adaptado de Regezi J. A. “Oral Pathology-Clinical
Pathologic Considerations” 2003"*)

LESAO CRITERIOS DE DIAGNOSTICO

Histéria de contacto de substiancias

Queimadura quimica P
quimicas com a mucosa

Aspecto clinico (pseudomembranas

Candidiase pseudomembranosa e
geralmente com padrdo simétrico)

Localizacdo clinica (na mucosa jugal,

Linea alba ao nivel do plano oclusal detario)

Presenca de irritagdo mecanica
Lesoes de fric¢ao (superficies dentdrias irregulares,
trauma por mordida, etc)

Leucoedema Aspecto clinico (padrao simétrico)

Historia de lesdes cutaneas e aspecto

Lupus eritematoso . - i i
p clinico (lesdes bilaterais)

Lesdes induzidas por tabaco Historia de hébitos tabagicos

Serologia para detec¢do de T. pallidum

Sifilis secundaria RIS
e histdria clinica

Historia familiar e aspecto clinico

Nevo branco esponjoso e
(geralmente com padrao simétrico)

O diagnéstico de leucoplasia é sempre provisério até ser realizada uma bidpsia. A bidpsia
confirma se se trata de uma outra patologia ou se efectivamente ndo pode ser caracterizada
como outra entidade clinica conhecida.!'’*"!

Estima-se que anualmente cerca de 1% das leucoplasias sofrem transformacdo maligna,
sendo que destas, a maioria sdo leucoplasias ndo-homogéneas. O processo de malignizacao é
fortemente influenciado pelos seguintes factores:!'®!
¢ Localizacdo - Lingua ou soalho da cavidade oral
e Tamanho — Maior que 200mm®
¢ ] eucoplasias do tipo ndo-homogéneo
¢ Duragdo da presenca da lesdo

® Presenca de Candida albicans
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¢ Presenca de displasia epitelial

Apesar da percentagem de malignizacdo da leucoplasia ser significativa, ainda ndo ¢é
consensual que o tratamento deva ser iniciado em fases pré-invasivas, j4 que nem todas as
lesdes evoluem para carcinoma.!'”

Quando se verifica a presenca de possiveis factores etiol6gicos, por exemplo hébitos
tabagicos, as possiveis lesdes de leucoplasia devem ser observadas minuciosamente num
periodo de 2 a 4 semanas ap6s a identificacdo inicial. Este periodo de tempo permite uma
remissao/cicatrizacdo, pelo menos parcial, da lesdo em causa, no caso de ndo se tratar de uma
leucoplasia. Nao é aconselhdvel adiar a bidpsia para além deste periodo de tempo. O tipo de
bidpsia realizado vai depender das dimensdes da les@o e do tipo de leucoplasia em causa. No
caso de leucoplasias ndo-homogéneas, uma bidpsia incisional, em que se remove parte da
lesdo, pode ndo ser representativa da mesma, dadas as suas caracteristicas varidveis. Em
situacdes em que sdo identificadas lesdes com dimensdes inferiores a 2-3cm, pode ser
considerada uma bidpsia excisional, de modo a remover a totalidade da lesdo, deixando uma
margem de seguranca.!'®

Apo6s diagnosticada uma leucoplasia, o clinico pode questionar-se sobre se deve tomar
medidas terap€uticas ou ndo. A preven¢do da malignizacdo e a presenga de sintomas referidos
pelo doente devem ser tidos em conta e, nestes casos deve-se optar por intervir. Por outro
lado, lesdes difusas que afectam dreas bastante extensas sao mais complexas aquando da toma
de decisdes terapéuticas. Apesar de ndo existirem guidelines especificas para quando tratar ou
ndo uma leucoplasia, existem varios métodos de tratamento que vao desde a excisdo cirdrgica

até A cirurgia com laser. ApSs a remogio, a taxa de recidiva varia até cerca de 30%.!"%*"

1.2.3.2. ERITROPLASIA

A eritroplasia é uma lesdo vermelha, com superficie lisa ou irregular, ndo passivel de

remog¢do, presente na mucosa oral e com grande potencial de malignizacdo. Apresenta-se
como uma lesdo vermelha, que ndo pode ser caracterizada como outra entidade clinica
conhecida. E uma lesdo relativamente menos comum do que a leucoplasia, mas cuja taxa de
malignizacdo € bastante mas elevada. Quando associada a lesdes brancas denomina-se

leucoeritroplasia.[17’18’24]
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Figura 5: Eritroplasia no bordo lateral e na zona
dorsal da lingua (adaptado de Regezi J. A. “Oral
Pathology-Clinical Pathologic Considerations” 2003

Sabe-se que os habitos alcodlicos e tabdgicos sdo factores etioldgicos importantes e que a
maioria das lesdes aparece a partir dos 50 anos em qualquer zona da cavidade oral e
orofaringe, sem preferéncia pelo género. A eritroplasia geralmente apresenta-se como uma
lesdo isolada. Esta caracteristica permite distingui-la de lesdes que, geralmente, apresentam
um padrdo bilateral, como o liquen plano, o ldpus eritematoso e a candidiase
eritematosa.!' 1524

A nivel histopatolégico, a eritroplasia apresenta, no minimo, algum grau de displasia,
sendo comum a presenca de zonas caracteristicas de carcinoma in situ. Ainda ndo existem
estudos suficientes que permitam avaliar a taxa de malignizagdo mas sabe-se que € superior a
da leucoplasia e, por isso, as lesdes de eritroplasia devem ser tratadas precocemente. O
tratamento € semelhante ao da leucoplasia, sendo as op¢des mais comuns a excisdo com
margens cirdrgicas de seguranca. Relativamente a recorréncia destas lesdes, também ainda

ndo existem estudos disponiveis.'®

1.2.3.3. FIBROSE ORAL SUBMUCOSA, QUERATOSE ACTINICA, LIQUEN
PLANO

Existem ainda outras lesdes como a fibrose oral submucosa, a queratose actinica e o liquen

plano, que ndo sdo ainda cientificamente aceites como lesdes pré-malignas, mas cujo
potencial de malignizacdo pode estar presente e que portanto podem evoluir para carcinoma.
A fibrose oral submucosa estd associada ao consumo de tabaco de mascar e é caracteristica

da Asia, no entanto pode ocorrer noutras zonas do globo, tendo sido identificados casos na
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Grécia, Reino Unido e Africa do Sul."® Para além do tabaco, existem outros factores que
contribuem para a etilogia desta patologia, por exemplo, deficiéncias nutricionais. A nivel
histolégico verifica-se uma degradacdao do colagénio pelos fibroblastos, com consequente
fibrose do epitélio. A nivel clinico, a fibrose oral submucosa apresenta-se como uma lesao
endurecida e esbranquicada, com elasticidade diminuida, podendo haver queixas de trismus e
sensacdo de queimadura.m] Em estados avancados podem ser visiveis bandas fibrosas na
mucosa jugal, causadas por uma fibrose da lamina prépria, levando a atrofia epitelial. As
zonas com epitélio atréfico tém maior potencial de desenvolver carcinoma espinocelular.
Prevé-se que a taxa de malignizacdo seja de aproximadamente 0,5% por ano.™®!

A queratose actinica apresenta-se como uma entidade clinica ulcerada da mucosa do bordo
do ldbio, associada a individuos com idade avancada. A nivel histopatoldgico pode ir desde
uma hiperqueratose com ou sem displasia epitelial, até um carcinoma espinocelular.
Consoante a apresentacao clinica, sintomas e resultado da bidpsia, o tratamento pode passar
por excisdo cirdrgica ou evaporacdo com laser de CO,. Niao existem estudos que permitam
inferir a taxa de malignizacdo ou a percentagem de recorréncia deste tipo de lesdes.!'¥!

Relativamente ao liquen plano, trata-se de uma patologia inflamatdria crénica que envolve
a resposta imune mediada por linfécitos T, caracterizando-se pela sua persisténcia e
recorréncia. A sua etiologia ainda € desconhecida e a taxa de malignizagdo esta entre os 0,5 e
2% por ano e, aparentemente, pode ocorrer em todos os subtipos de liquen plano. Ainda nao
existem medidas preventivas do processo de malignizac¢ao por isso as consultas de follow up

sdo essenciais.!'®!!

1.2.4. Evolucao e prognostico do carcinoma espinocelular da cabeca e
pescoco

A evolucdo do carcinoma espinocelular a partir de lesdes consideradas pré-malignas é
cientificamente aceite. Verifica-se a presenca de uma lesao inicial pré-maligna, com potencial
de malignizacdo, que evolui para uma lesdo cancerigena.*'**! Trata-se de um processo em
etapas multiplas, envolvendo mutacdes genéticas e anomalias cromossomicas. A transi¢ao de
epitélio oral normal para displasia e, posteriormente, para cancro resulta da acumulacdo de

alteracoes genéticas e epigénicas.'*'**"?*?! De acordo com este modelo, o crescimento
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tumoral é mediado por mutagdes que se vao acumulando a nivel celular, bem como por vérias
alteracoes moleculares. Estas alteracdes moleculares activam protooncogenes que estimulam
o crescimento celular e inibem moléculas com fung¢ao inibidora tumoral, propiciando assim a
transformacdo neopldsica. A medida que hd uma progressio de displasia para carcinoma,
verificam-se alteracdes genéticas a nivel cromossémico, observando-se um aumento das
perdas alélicas que evidencia um processo de malignizacao progressivo.[zg]

Apesar dos avancos significativos na terapéutica e no diagndstico precoce, a taxa de
sobrevivéncia de pacientes com cancro oral, ndo tem sofrido alteragdes positivas. O
diagnéstico precoce desempenha um papel essencial na progressao, tratamento e qualidade de
vida, permitindo melhorar os resultados da terapéutica. O tamanho das lesdes, a sua
localizacdo, o envolvimento de nddulos linféticos cervicais e a existéncia de metdstases sao
factores que influenciam bastante o prognéstico.>*%-1>-2¢!

A principal causa de morte associada ao cancro é a metastizagdo. No caso do carcinoma
espinocelular da cabega e pescoco, a zona mais comum de metastizacdo sdao os nddulos
linféticos cervicais. A presenga de metastases nos nodulos linfaticos tem sido um indicador de
progndsticos reservados, fazendo da detec¢do precoce um passo importante no tratamento. A
progressao dos carcinomas envolve alteragdes a nivel molecular que culminam com a invasao
de tecidos adjacentes. Ja existem algumas moléculas que apresentam evidéncia experimental
de potenciais marcadores da proliferacdo celular. Dos reguladores propostos destacam-se os
envolvidos no ciclo celular e proliferacao celular: p53 (cellular tumoral antigen p53), factor
de crescimento epidermal e ciclina D1. A regulagdo do ciclo celular implica uma interaccao
entre vdrias proteinas, contribuindo para o estabelecimento da homeostasia do processo que,
quando desregulado, resulta na morte ou proliferacao celular.?”

Os processos de invasdo tumoral e metastiza¢do sdo complexos e envolvem multiplas vias
de sinalizacdo celulares e componentes celulares. O desenvolvimento de metdstases nos
nédulos linfaticos € um factor que influencia significativamente o progndstico. A
identificacdo precoce de lesdes com potencial de metastizacdo elevado, permite personalizar
estratégias de tratamento, melhorando assim os resultados da terapéutica.”*”

Para além dos noédulos linfaticos cervicais, sabe-se que os pulmdes sdo a zona de
exceléncia para o aparecimento de metdstases de carcinoma espinocelular da cavidade oral.

No entanto, uma grande percentagem das neoplasias a nivel pulmonar sdo de origem

espinocelular e tém factores de risco semelhantes aos do carcinoma espinocelular da cavidade
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oral.”! Verifica-se entio uma grande associacdo entre os dois tipos de neoplasia, podendo
haver um co-desenvolvimento das duas entidades no mesmo doente. Esta situacdo, dificulta
bastante o diagnéstico diferencial entre metéstases de carcinoma espinocelular da cavidade
oral a nivel pulmonar e carcinoma do pulmao. Esta dificuldade acrescida no diagndstico
diferencial implica uma complexidade acrescida no delineamento de estratégias terapéuticas
J4 que tratar uma situacdo de metdstase ndo € o mesmo que tratar um caso de neoplasia sem
metastases.”!

A nivel clinico, uma das maiores dificuldades quando se verificam recaidas, €
determinar se a nova lesdo é efectivamente uma recorréncia local, no mesmo sitio onde existia
a lesdo anterior ou se, por outro lado, € uma nova lesdo, completamente independente da
anterior. Estas situacdes sdo mais comuns em doentes com habitos tabagicos e/ou alcodlicos
crénicos.”! Conseguir determinar o potencial de metastizacdo deste tipo de carcinoma,
permitiria melhorar o tratamento destas situacdes."*"!

O exame clinico e a bidpsia sdo os principais meios de avaliacdo de lesdes mucosas a nivel
oral e deve incluir uma avaliagdo cuidadosa da zona da cabega e pescoco, bem como uma
observacio e palpacdo intra-oral detalhadas.”>”

Actualmente, a bidpsia de lesdes suspeitas € o método que permite um diagndstico mais
exacto deste tipo de lesdes. A zona onde é feita a bidpsia influencia o resultado
histopatoldgico, por isso € essencial que sejam incluidas amostras de todas as diferentes zonas
da lesdo. Existem outros métodos de diagndstico menos invasivos, como a citologia
exfoliativa. No entanto, estas opcoes, apesar de mais confortdveis para o paciente, aumentam

a probabilidade de falsos-positivos ou falsos—negativos.[4]

1.2.5. Aregulacao comprometida da apoptose como principal
mecanismo molecular de malignizacao

Na carcinogénese vdrias vias celulares, reguladoras de processos essenciais para a
homeostase celular, estdo alteradas. De todas elas, uma das que mais interesse tem suscitado
na comunidade cientifica é a regulacdo da apoptose. Compreender os mecanismos a nivel
molecular que estao envolvidos na desregulacdo desta via, tem sido um objectivo major da
area oncoldgica ja que pode eventualmente permitir a identificagdo de moléculas chave que
possam depois ser utilizadas em métodos de diagndstico e estratégias terapéuticas mais

especificas. A apoptose, ou morte celular programada € um processo bioldgico essencial para
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o desenvolvimento tecidular normal e manutencdo da homeostase celular.*'% A alteracdo
dos mecanismos de regulacdo da apoptose verifica-se em vdrias situacdes fisiologicas e
patologicas das quais se destacam o desenvolvimento embriondrio, as doengas
neurodegenerativas e o cancro.''! No caso do cancro, verifica-se que hd uma desregulacio dos
processos apoptéticos, associada a proliferacdo celular ilimitada.”*”!

A apoptose pode ser iniciada por duas vias distintas: a via extrinseca e a via intrinseca. A
via extrinseca € desencadeada pela ligacdo de substratos especificos a receptores de
membrana da familia dos receptores de factores de necrose tumoral-TNFr (Tumoral Necrotic
Factor Receptor-TNFr). A via intrinseca € activada em situacdes de stress celular e o
principal organelo celular envolvido nesta via € a mitocondria. Em situacOes de stress celular,
ha um aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial que culmina com a libertacao
de moléculas pré-apoptéticas.' ™ Ambas as vias, intrinseca e a extrinseca, estdo representadas
nas Figuras 6 e 7 respectivamente.”"!

Durante a apoptose ocorre uma retrac¢do progressiva da célula devido a quebra das
ligacOes entre as lamininas, com diminui¢do do volume celular e do volume do nucleo, perda
de adesdo as células vizinhas e condensacdo da cromatina. H4 uma libertacio de
endonucleases que migram para o nicleo da célula e fragmentam o ADN. A quebra de
ligacdes entre as proteinas do citoesqueleto como a actina, a plectina e a gelsolina leva a
fragmentacao da célula em varias vesiculas apoptéticas, culminando com a sua fagocitose.[z’ 3]
Todas as alteracdes morfoldgicas da célula sao resultado da activagdo de vias de sinalizacdo
onde intervém proteinas especificas, como as caspases, as proteinas da familia BCL-2
(apoptosis regulator Bcl-2), a pS53 (cellular tumor antigen protein p53) e as proteinas
inibidoras da apoptose, IAPs (Inhibitors of Apoptosis Proteins).”Y

As caspases desempenham um papel essencial nas vias apoptoticas, intervindo
essencialmente ao nivel da condensacdo e fragmentacio nuclear.”>~**! J4 foram identificadas
catorze caspases no Homem, das quais as caspases 3, 6, 7, 8, 9, 10 estdo envolvidas
especificamente nas vias de sinalizacdo da apoptose.[34’35] As caspases sdo expressas sob a
forma de percursores inactivos que, apds um estimulo apoptotico, sdo activados por processos
aut6logos ou por outras moléculas. De acordo com o seu papel na cascata de sinalizacdo, as
caspases podem entdo ser divididas em caspases iniciadoras (caspases 8 e 9), que apds um

estimulo, sdo activadas por auto-activagdo, e caspases efectoras (caspases 3 e 7), que sdo

activadas por caspases iniciadoras.”>”"! As caspases tém um dominio de ligacdo especifico
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para determinados substratos, de entre os quais se destaca a MDM-2 (E3 ubiquitin-protein
ligase MDM-2). Ao ligar-se a uma caspase, a MDM-2 € clivada e liberta a p53, outra proteina
essencial nas vias apoptdticas, que posteriormente vai activar a transcri¢do de genes pro-

apoptéticos.*¥

1.2.5.1. VIAS APOPTOTICAS

Via intrinseca

A via intrinseca pode ser activada por vdrios estimulos, dos quais se destacam a radiagdo
U.V., aradiacdo gama, factores virais, danos no ADN e factores oncogénicos. Estes estimulos
sdo reconhecidos por componentes intracelulares que activam cascatas de sinalizagdo,
fazendo chegar a informacdo a mitocondria, tendo como consequéncia um aumento da
permeabilizacdo da membrana mitocondrial. Esta alteracdo na permeabilizacdo membranar
vai permitir a difusdo para o citoplasma de varias proteinas, incluindo factores indutores da
apoptose, como o citocromo ¢. '3

No citoplasma o citocromo ¢ liga-se ao factor activador da protease Apaf-1 (apoptosis
protease activating factor-1), iniciando a formagdo do apoptossoma, um complexo que
intervém na activagdo da cascapse 9. Uma vez activada a caspase 9, esta vai activar as
caspases efectores 3, 6 ¢ 7, culminando com a desintegracio celular. '~
Via extrinseca

A estimulacdo da apoptose pela via extrinseca inicia-se quando os receptores de morte
(death receptors), um subtipo de receptores da superfamilia dos TNFr, se ligam a citocinas
especificas, da familia dos factores de necrose tumoral-TNF (Tumoral Necrotic Factors-TNF).
As principais ligacdes conhecidas com implica¢do na iniciacdo da sinaliza¢do da apoptose,
pela via extrinseca sdo: factor de necrose tumoral alfa (TNF-alpha) com TNFr, FASL (Tumor
necrosis factor receptor superfamily member 6) com FAS (CD95), Ligando para o receptor
TNF relacionado com a apoptose-TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand -TRAIL)
com o receptor do ligando para o receptor TNF relacionado com a apoptose-TRAILR1 (TNF-
related apoptosis inducing ligand receptor-1 - TRAILRI) e ligando para o receptor TNF que
induz a apoptose-TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand -TRAIL) com o receptor do
ligando para o receptor TNF relacionado com a apoptose-TRAILR2 (TNF-related apoptosis

inducing ligand receptor 2-TRAILR2). P!
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A transmissdo do estimulo apoptético pelos receptores de morte € feita através de um
dominio especifico, o dominio de morte. A unido de um dos receptores especificos
enumerados anteriormente, ao ligando correspondente, leva ao recrutamento de proteinas
especificas para dominios de morte, nomeadamente das FADD (FAS-associated death
domain protein) e TNFRI1 (associated death domain protein), o que vai provocar a
mobilizacdo das pro-caspases iniciadoras 8 e 10, formando-se o complexo DISC (Death
Inducing Signaling Complex). O complexo DISC vai activar a caspase 8, que posteriormente
activa as caspases efectoras 3, 6 e 7, promovendo o desenrolar da apoptose, até culminar com
a desintegragdo celular. '

As duas vias de sinalizacdo da apoptose estdo intimamente ligadas pela proteina BID
(BH3-interacting domain death agonist-BID) A activagdo da BID pela caspase 8 é o elo de
ligacdo entre as duas vias. A activacdo da caspase 8 pela via extrinseca permite que a proteina
BID seja activada e migre para a mitocondria, activando assim a via de sinalizacdo
intrinseca.*”!

A familia BCL-2 engloba proteinas pré-apoptéticas das quais se destacam BAX (BCL-2
associated X protein), BID (BH3 interacting domain death agonist), BAD (BCL-2 associated
death  promoter), BIK (BCL-2 interacting killer), BAK (BCL-2 homologous
antagonista/killer) e anti-apoptoticas, a BCL-2, BCL-Xy (B-cell lymphoma-extra large),
BCL-w (BCL-2-like protein 2), entre outras. Apesar de ja ser bem conhecido o impacto da
familia de proteinas BCL-2 na apoptose, os mecanismos bioquimicos de funcionamento ainda
ndo estdo bem claros. O equilibrio entre moléculas pr6é e anti-apoptéticas € essencial para
manter a homeostase celular.!'*

As TAPs sdo factores inibidores da apoptose com um papel fulcral nesta via celular. Tém
um dominio proteico especifico, o dominio BIR (Baculoviral IAP Repeat) e ja foram
identificadas varias IAPs diferentes em células humanas: XIAP, CIAP1, CIAP2, NIAP, ML-
IAP, ILP2, KIAP e survivina-BIRCS (Baculoviral IAP repeat-containing protein 5) Todas

actuam a diferentes niveis, inibindo processos apoptéticos."
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Figura 6: Representacio das moléculas envolvidas na via intrinseca da apoptose e das
interacc¢odes entre elas. Verifica-se um estimulo inicial a nivel da mitocéndria, o que vai
induzir a producao de BID a partir do BCL-2, que por sua vez induz uma alteracio na
permeabilidade da membrana mitocondrial levando a libertagao de citocromo c e outras
moléculas pro-apoptéticas. O citocromo ¢ forma um complexo, o apoptosoma com a APAF 1,
com a pré-caspase 9 e com ATP. Este complexo permite a activacido da caspase 9 que vai
accionar as caspases efectoras 3,6 e 7, culminando com a apoptose. A inibicao das vias de
apoptose pode ser conseguida através de factores anti-apoptéticos da familia BCL-2, como a
BCL-2 e a BCL-X que impedem a libertacdao de moléculas pré-apoptéticas da mitocondria.
Pode também ser feita através de IAPs que sdo reguladas pela SMAC/DIABLO e impedem a
activacao da cascata de caspases. Por outro lado, factores de crescimento especificos e
citocinas podem funcionar como sinais de sobrevivéncia (survival signal) e activar a via da
PI3K, provocando a activacdo de AKT que vai fosforilar e inactivar o factor pré-apoptético
BAD (adaptado de Igney et al 20021311)
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Figura 7: Representacio das moléculas envolvidas na via extrinseca da apoptose e das
interaccoes entre elas. Os receptores de morte sio receptores de membrana da
superfamilia dos factores de necrose tumoral que tém um dominio intracelular especifico.
Uma vez ligados aos substratos especificos como o CD95, formam um complexo com
proteinas FADD, denominado DISC, que recruta as pro-caspases iniciadoras 8 e 10 que
depois de serem activadas vio accionar as caspases efectoras 3, 6 e 7. Esta entdo activa a
cascata de caspases que vai culminar com as alteracées morfoldgicas e bioquimicas
caracteristicas da apoptose. Este processo pode ser inibido a varios niveis. A ligacido dos
substratos CD95 aos receptores de morte pode ser impedida por outras moléculas
(sCD95); moléculas especificas como as FLIP que sio homoélogas das caspases 8 mas nio
apresentam dominio catalitico, podem impedir a activacdo das caspases iniciadoras por
ligacdo ao DISC; ligacao de IAPs as caspases, inibindo-as ou degradando-as, impedindo
assim a continuacao da cascata de caspases (adaptado de Igney et al 2002[31])

A proteina p53 € uma das mais estudadas pelo seu papel na tumorogénese. Esta proteina

tem um papel essencial no checkpoint G1 do ciclo celular, permitindo a iniciacdo de vias de

reparagdo celular. Quando se verifica dano a nivel genético nesta fase do ciclo celular, hd um

aumento da expressdao da p53, que resulta numa paragem do ciclo celular para permitir a

reparagdo das alteracdes. Posteriormente a MDM-2 funciona como um regulador negativo e

inibe a p53, permitindo que a célula prossiga no ciclo celular. No entanto, quando os danos

existentes ndo podem ser reparados, sdo activadas vias de sinalizagdo que culminam com a
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apoptose. A presenca de mutagdes no gene p53 tem como consequéncia uma desregulacdo no
controlo na fase G1, permitindo que células danificadas prossigam no ciclo celular.?'4

Os mecanismos que levam a transformacao maligna de um grupo de células podem ser
bastante heterogéneos. No entanto, a falha nos mecanismos de apoptose é uma caracteristica
comum nos processos de malignizacdo.”*! A resisténcia das células tumorais aos processos
de apoptose € uma caracteristica essencial e pode ser conseguida por varios mecanismos
diferentes. Para além da expressdo de proteinas promotoras da progressao celular, para que se
verifique desenvolvimento tumoral, € necessdrio que sejam expressadas moléculas anti-
apoptoticas e inibidas moléculas pro-apoptéticas. Podem também ser inactivados receptores
essenciais para o processo apoptotico como os receptores do factor de necrose tumoral. Sendo
ja conhecidos alguns dos mecanismos das vias apoptéticas, a aplicacdo destes conhecimentos
na prética clinica € um passo essencial, que passa ndo s6 pela implementacio de novas
estratégias terapéuticas mas também pela identificacio de moléculas que possam ser usadas

I ~ K
como marcadores para diagndstico precoce de lesdes tumorais.”"!

1.3.SALIVA

1.3.1. Origem e composicao

A saliva € o fluido hipoténico que banha toda a cavidade oral e, quando em situacdo
fisioldgica, apresenta-se incolor e inodora e tem um papel fulcral no sistema digestivo e
estomatognatico. Este fluido € produzido nas diferentes glandulas salivares da cavidade oral,
sendo que cada um dos diferentes tipos de glandulas produz saliva com composi¢do e
propriedades caracteristicas.”®>*! Para além do local de produgio, existem outros factores que
influenciam a composicao salivar, destacando-se o modo de estimulacao da secrecao salivar, a
dieta, a idade, o género, o ritmo circadiano, estados patolégicos e agentes
farmacolégicos.[36’37]

Quando se fala de saliva total (whole saliva), considera-se o fluido composto por
diferentes tipos de saliva, origindrios dos trés pares de glandulas major: as glandulas
par6tidas, as glandulas submandibulares e as glandulas sublinguais.”******!ICerca de 90% do

volume salivar resulta da producdo das glandulas major, sendo 65% provenientes das

glandulas submandibulares, 23% das glandulas parétidas e 4% das glandulas sublinguais. Os
24



restantes 8% sdo produzidos pelas glandulas minor, que se encontram dispersas pela mucosa
oral.[**%37 Ag glandulas salivares sdo compostas por diferentes elementos celulares, estando a
producdo e excrecao da saliva confinada a dois tipos celulares: as células acinares e as células
dos ductos excretores. As células acinares encontram-se no interior das glandulas e sdo
responsaveis pela producdo da saliva e pela maioria do seu conteido proteico. As células
ductais enontram-se nos ductos excretores € promovem a excrecao da saliva para a cavidade
oral, a0 mesmo tempo que também adicionam alguns componentes proteicos a saliva e
alteram as suas propriedades i6nicas./*"!

E entdo possivel, conforme os objectivos delineados, estudar a saliva total ou estudar a
saliva proveniente de uma ou mais das diferentes glandulas separadamente. No entanto, a
recolha de saliva especifica de determinada glandula € um procedimento mais complexo e,
geralmente, tem interesse apenas para estudo ou diagndstico de situacdes de patologia
glandular.*!!

Outros componentes que contribuem para a composicdo da saliva provém do fluido
crevicular, secregdes nasais e bronquicas, derivados do plasma sanguineo, bactérias e
produtos bacterianos, virus, fungos, células epiteliais que sofreram descamag¢do, componentes
celulares e restos alimentares.*®*"***!! Podem ainda ser encontrados constituintes do plasma
sanguineo que ndo sdo normalmente associados a constitui¢do salivar. Por exemplo farmacos
e hormonas, podem chegar a saliva através do transporte passivo ou difusdo a partir do meio
intracelular.?*?"*!

Os componentes salivares podem ser divididos em inorganicos e organicos, conferindo a
saliva o seu pH ligeiramente acido (pH entre 6 ¢ 7). De todos os componentes da saliva, a
dgua é o mais abundante, estando presente numa percentagem de cerca de 99%. O
componente aquoso tem origem, na sua maioria, no meio intracelular, sendo transportado para
o meio extracelular através de processos de difusdao. Para além da dgua, dos componentes
inorganicos, destacam-se os ides Na*, CI, Ca®*, K*, HCO”, H,PO*, F, I ¢ Mg*. A
componente electrolitica € transportada para o meio extracelular de acordo com o gradiente
osmoético e varia com a taxa de secrecao e o tipo de estimulo. Das interac¢des entre a
componente idnica, resulta o ido bicarbonato que, ao fazer uma ligacdo covalente com os ides
calcio e fosfato, confere a saliva a propriedade tampao, neutralizando acidos que poderiam

. N . oo [2,36-38
causar desmineralizacio do componente mineral das pecas dentdrias.>**!
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A saliva engloba também vérios compostos organicos dos quais se destacam a ureia, 0O
acido drico, a glicose, o colesterol, os 4dcidos gordos, os aminodcidos, as proteinas como as
mucinas, as amilases, as glicoproteinas, as lisozimas, as peroxidases, as histatinas, as
cistatinas, as imunoglobulinas e as defensinas. Estas moléculas formam uma pelicula que,
associada ao componente microbiano, se denomina biofilme oral 1363

Existem vadrias proteinas salivares responsdveis pela accao antimicrobiana da saliva. As
histatinas s@o importantes pois t€m uma ac¢do antifingica. As imunoglobulinas t€ém também

z

uma ac¢do antimicrobiana, que é complementada pela accdo de outras proteinas como as

peroxidases, as lisozimas, as mucinas e as defensinas.*”’

1.3.2. Funcoes

As funcdes salivares estdo intimamente relacionadas com os seus constituintes. As
principais funcdes da saliva sdo a digestdo, o auxilio da mastigacdo, da degluticdo, da
fonagao, da proteccdo antibacteriana, antifingica e antiviral e, por ultimo, a ac¢do lubrificante
e de tampao. Para além das principais fun¢des enumeradas anteriormente, destacam-se ainda
as propriedades de retencao de dispositivos protéticos e o importante papel desempenhado no

sentido do paladar.[36'41]
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Tabela 2: Apresentacio das varias func¢oes da saliva e dos constituintes salivares envolvidos nas
mesmas (adaptado de Kaufman E. 20021411)

FUNCOES SALIVARES | CONSTITUINTES SALIVARES ENVOLVIDOS

g Mucinas, glicoproteinas, dgua
Lubrificacdo > BHCOP 48

Amilase, elementos do complemento, defensinas, lisozimas, mucinas,
Accao antimicrobiana cistatinas, histatinas, glicoproteinas, IgA

- Mucinas, electrélitos, dgua
Proteccdo das mucosas

Remineralizacdo do esmalte | Ides de célcio, fosfato e componente proteico
e dentina

~ ~ I8es bicarbonato, cdlcio e componente proteico
Solugdo tampao

Formacio do bolo alimentar Mucinas, dgua, amilases, lipases, ribonucleases, proteases

Paladar

Fonagao

1.3.3. A saliva como fluido de diagndstico
Ao longo dos anos, a andlise do sangue e dos seus componentes, tem tido um lugar

privilegiado nos diagnésticos laboratoriais para as mais variadas patologias. No entanto,
outros fluidos biol6gicos como a urina, também sdo frequentemente usados para diagnosticar
patologias especificas. Do mesmo modo, a saliva, como fluido bioldgico essencial que €, nao
deve ser excluida.!'>*"4!42

A saliva foi inicialmente usada como fluido de diagndstico na medicina tradicional
chinesa, hd mais de duzentos anos atrds. Actualmente, sabe-se que a nivel salivar estdo
presentes compostos com origem no plasma sanguineo, proveniente da vasculatura ramificada
das artérias cardtidas. Deste modo, a saliva tem um potencial imenso jad que teoricamente,
podem ser identificadas neste fluido, grande parte das moléculas encontradas na circulacao
sistémica.?*8442 Egte componente biolégico apresenta-se entdo como um fluido corporal,

que pode ser obtido por métodos ndo-invasivos, permitindo maior cooperacdo por parte dos

doentes. Ao mesmo tempo, permite andlises dindmicas, com especificidade bastante
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satisfatoria e sem necessidade de ser recolhida em quantidades tdo significativas como seria a
recolha de sangue para andlise. Outras vantagens sdo a possibilidade de efectuar estudos em
amostras considerdveis com uma boa relagdo eficdcia/custo e com um risco de infeccao
cruzada mais diminuto que no caso de recolhas de sangue, permitindo facil armazenamento e
transporte sem sofrer coagulacio, ao contrario do sangue. Todas estas caracteristicas fazem do
diagndstico a partir de saliva um método mais acessivel, menos dispendioso € com um risco
diminuto para doentes e profissionais de satide,[+7-14:13-36.43.44]

As principais condicionantes da implementacdo em grande escala de métodos de
diagnéstico a partir de saliva, devem-se essencialmente a obstidculos na especificidade e no
estabelecimento e validacdo de biomarcadores. Estas dificuldades sdo na sua maioria
influenciadas pelas baixas quantidades de possiveis biomarcadores, encontradas na saliva
quando em comparagdo com as que podem ser identificadas no sangue. Para além disto, o
elevado conteido em proteinas caracteristicas da saliva podem mascarar e dificultar a
identificacdo de potenciais biomarcadores, bem como estados de desidratagdo, toma de
farmacos e drogas ilicitas, podem alterar a disponibilidade do fluido salivar. Assim, é
essencial ter em conta todos estes factores, de modo a prever a sua influéncia na interpretagao
dos resultados.!'*7¢374

A utilizacdo da saliva como fluido de diagnéstico foi bastante potenciada pelo
desenvolvimento dos varios métodos de andlise molecular, como o PCR (polymerase chain
reaction), dedicado a pesquisa de ADN especifico ou o western blot assay para a pesquisa
dirigida de proteinas, recorrendo a utilizacao de anticorpos. Para além destes, foram também
importantes varios avancos feitos nas diferentes areas das ciéncias Odmicas, da biologia, da
quimica, da fisica e das engenharias, para o desenho de biossensores para a saliva, por
exemplo.?0434

A utilidade clinica da saliva depende de vérios factores, sendo o tipo de saliva em causa,
um dos que mais condiciona os resultados. A saliva total é a que mais facilmente pode ser
recolhida, com métodos ndo-invasivos e sem necessidade de equipamentos especializados,
justificando-se assim a razdo pela qual a saliva total € o tipo de saliva mais estudado. A saliva
total pode ser obtida com ou sem estimulacdo. Nas situacdes em que ha estimulagdo,
geralmente esta € feita através da ac¢do mastigatdria (sdo usados pequenos blocos de parafina

para promover a mastigacio) ou gustativa (colocagdo de algumas gotas de écido citrico sobre

o dorso lingual), culminando ambos os métodos com a expulsdo da saliva para recipientes
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proprios. Este método de obtencdo de saliva é menos indicado para diagndstico ja que as
substancias usadas para estimular a salivacdo podem alterar a composi¢do e propriedades da
saliva. No caso das situacdes em que nao existe estimulo para incrementar a salivacdo, os
individuos dos quais é feita a recolha sdo instruidos a inclinar a cabega frontalmente, de modo
a permitir a movimentagcao da saliva para a zona anterior da cavidade oral, onde depois é
recolhida para um recipiente adequando.[15’4”

Tanto a saliva como as glandulas salivares podem ser afectadas directa ou indirectamente
por alteragdes a nivel sistémico. Estas mudangas sao, cada vez mais, alvo de estudo para a
descoberta de novos métodos de diagnéstico precoce de patologias sistémicas.*®!

A fibrose quistica € um exemplo de uma patologia sistémica que despertou interesse neste
sentido. Estudos actuais demonstram que a saliva de doentes com esta patologia, contém
quantidades aumentadas de cdlcio o que promove a alteracdo das propriedades fisico-
quimicas da saliva, acentuando a formacao de célculo nos dentes destes doentes. Para além do
célcio, estd também estudada a presenca de quantidades elevadas de prostaglandinas e de um
factor de crescimento (EGF epidermal growth factor). A identificacdo destas alteragdes é um
passo importante no desenvolvimento de métodos de diagnéstico através da saliva, para a
fibrose quistica.!">~°

Também em relacdo ao Sindrome de Sjogren, a saliva desempenha um papel importante no
diagndstico. O Sindrome de Sjogren é uma condi¢do auto-imune, de etiologia desconhecida,
que afecta as glandulas exdcrinas, causando uma reducao na secrec¢do lacrimal e salivar com
consequente keratoconjuntivitis sicca e xerostomia, respectivamente. Em doentes com esta
patologia, uma andlise bioquimica da saliva permite detectar concentracdes elevadas de sédio
e cloro, imunoglobulinas A e G, lactoferrina, albumina e mediadores inflamatdrios, como a
interleucina 6!'7%%1,

A aplicagdo da saliva na avaliagdo da fung¢do enddcrina, estd também em estudo pela
comunidade cientifica. Os niveis salivares de hormonas esterdides reflectem a percentagem
livre das mesmas, ou seja, a por¢ao activa, enquanto a medi¢do dos niveis sanguineos traduz a
percentagem total das mesmas hormonas. Actualmente ja € possivel identificar na saliva a
aldosterona, a insulina, o cortisol, a progesterona e a testosterona, entre outras!' >,

A nivel viral, sabe-se que a saliva € o fluido biolégico mais adequado para a detec¢do dos

virus da imunodeficiéncia humana (VIH), herpes virus humano, citomegalovirus, virus

Epstein-Barr e virus da hepatite C. Esta evidéncia deve-se ao facto de a saliva conter
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imunoglobulinas (Ig) de origem salivar e plasmdtica. A imunoglobulina predominante € a IgA,
origindria das glandulas salivares, responsdvel pela maioria dos mecanismos de defesa
imunitdria a nivel salivar. No entanto, também existem na saliva, ainda que em menor
quantidade, IgM e IgG, com origem no plasma sanguineo. Estas imunoglobulinas, quando
especificas para determinado virus ou componente viral, ao serem detectadas na saliva, s@o de
extrema importancia na detec¢io de infec¢oes virais.!*=043!

Para além das condicdes sistémicas, a saliva é também util na deteccdo de substancias
ilicitas como anfetaminas, cocaina, marijuana, opiddes, entre outros. Esta foi uma éarea que,
nos ultimos anos sofreu um desenvolvimento exponencial, permitindo grandes melhorias nao
s6 na deteccdo de consumos ilegais pelas autoridades, mas também no que diz respeito ao
controlo parental. [15.36.43]

Nao sendo uma substéncia ilegal, o tabaco tem inimeros maleficios associados, e também
nesta drea a saliva pode ser bastante ttil. Actualmente, ja € possivel quantificar os niveis de
nicotina na saliva, podendo assim por exemplo monitorizar a compliance de doentes em
programas de desintoxicacdo. Para além de ser possivel fazer esta quantificacdo do nivel de
nicotina, pode também ser detectada uma diminuicdo significativa nos niveis de agentes
antioxidantes, que se admite que possa ser um dos mecanismos através dos quais se iniciam
processos pré—mallignos.[3 ]

Para além dos processos referidos anteriormente, as alteracdes quantitativas a nivel salivar
podem também ser devidas a farmacos. De todos os farmacos que podem ter consequéncias a
nivel salivar, destacam-se: os diuréticos, os anti-hipertensores, os anti-histaminicos, os anti-
depressivos, os barbitdricos, as carbamazepinas e as ciclosporinas. Todos os farmacos
mencionados estdo associados a uma diminui¢do do fluxo salivar que pode ter como
consequéncia disfagia, infeccdes fingicas e cérie dentdria.!'>°

A nivel dentdrio e periodontal, existem também evidéncias que fazem da saliva um
importante fluido de diagnéstico. Por exemplo, no caso da cdrie dentdria, sabe-se que
quantidades elevadas de Streptococcus mutans na saliva estdo associadas a um aumento na
prevaléncia de lesoes de carie. Também na doenga periodontal estd provado que a presenca de
determinadas espécies bacterianas na saliva, estd correlacionada com a sua existéncia nas
bolsas periodontais e com a consequente patologia a nivel periodontal. [15.36.43]

Uma outra érea de interesse cientifico, diz respeito ao estudo da presenca de marcadores do

turnover 0sseo na saliva. A ser comprovado que os niveis salivares de marcadores deste
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fendmeno, correspondem aos mesmos niveis identificados no sangue ou na urina, a saliva
pode vir a ser uma ferramenta essencial na avaliacdo da osteointegracdo de implantes bem
como no diagnéstico de osteoporose.***!

Na drea oncoldgica, para além do factor-chave que € a prevengao, € também evidente que
um tratamento de sucesso depende grandemente de um diagndstico o mais precoce possivel.
O diagnéstico através de bidpsia tem vdrias vantagens e € ja um método bem estudado e com
protocolos especificos. No entanto, a zona de onde € recolhida a amostra pode influenciar o
resultado histopatoldgico, jd que pode ndo ser uma representacio exacta de toda a lesdo.!""!
Como nas restantes areas de estudo referidas em cima, também relativamente ao cancro se
tém feitos inimeros estudos para a utilizacdo da saliva como fluido de diagnéstico. Por
exemplo, num estudo feito em mulheres com carcinoma da mama, foi identificado na saliva,
um marcador tumoral, que nao estava presente em mulheres sauddveis. Também num estudo
em doentes com cancro do ovdrio, foi identificado um marcador tumoral especifico em
amostras de saliva.!'*>°

Considerando todas as evidéncias cientificas citadas anteriormente, conclui-se que o estudo
dos métodos de diagndstico através de amostras de saliva € uma drea com um enorme
potencial de desenvolvimento, que certamente vai desempenhar um papel essencial quer no
diagndstico precoce, quer na monitorizagdo da progressdo e tratamento das mais variadas
patologias. No entanto, € necessdrio que a comunidade cientifica se debruce sobre a
identificacdo e validacdo de biomarcadores proteicos e/ou genéticos, existentes na saliva e
especificos para as mais variadas patologias a nivel local e sistémico. E também essencial que
seja apreciado o impacto de todos os factores que podem influenciar os resultados

. 14,15,36 43 44
obtidog 153643441

1.4. BIOMARCADORES MOLECULARES E A SUA IMPORTANCIA NA
IDENTIFICACAO DE MECANISMOS MOLECULARES ALTERADOS

A nivel da cavidade oral existem lesdes que, como referido anteriormente, t€ém potencial de
transformagcao maligna, as denominadas lesdes pré-malignas. A avaliacdo clinica da
morfologia e o estudo histolégico deste tipo de lesdes, nao sdo, na maioria das vezes,
suficientes para a sua completa caracterizacdo e mesmo identificagdo. Também ndo permitem

prever com suficiente evidécia a sua evolugdo clinica. Deste modo, ndo permitem averiguar se
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estas lesdes vao permanecer estdveis ou se vao avancar para carcinoma. Um biomarcador é
uma molécula bioldgica, encontrada numa amostra também bioldgica, que indica um perfil

[7.23.2445481  Ag moléculas usadas como

especifico de determinada entidade clinica.
biomarcadores podem ser proteinas, metabolitos, ADN, ARN, entre outras e podem ser
produzidas pelas células patolégicas ou devido a outros processos que ocorrem como
consequéncia da patologia inicial.[*®!

O biomarcador ideal deve ser especifico para a patologia, evitando falsos-positivos ou
negativos, ter uma metodologia de aplicacdo facil e permitir a aplicacdo de critérios de
uniformizacdo dos resultados obtidos, que permitam uma padronizac. Todos os pontos
anteriores afectam a prestacdo dos biomarcadores num contexto clinico mas, infelizmente, a
maioria dos biomarcadores usados ndo possuem estas caracteristicas. O diagrama seguinte

representa os passos que idealmente deveriam ser seguidos, ininterruptamente, desde a

. N o m 1o [454649
descoberta de um novo biomarcador até a sua aplicagao clinica.! ]
Verificago
‘ experimental
P
Identificagdo de |
possiveis \ Validacdo
biomarcadores \
\\\_

| Implementacdo
clinica

Figura 8: Representacio esquematica das etapas que devem ser realizadas
para a validacio de um biomarcador. **4¢*!
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O primeiro passo deve ser a identificagdo de possiveis biomarcadores através de estudos
Omicos. Posteriormente devem ser feitos ensaios de modo a validar experimentalmente
determinada molécula e averiguar se efectivamente pode ser considerada um biomarcador. De
seguida devem ser feitos estudos longitudinais, considerando situagdes patoldgicas e
controlos sem patologia. Apenas depois de apresentados vérios estudos que evidenciam a
validade de determinada molécula como biomarcador, esta pode ser implementada em
ambiente clinico. 464!

Para o carcinoma espinocelular ja foram identificados alguns potenciais biomarcadores
mas, até a data, estes candidatos a marcadores tumorais ainda nao apresentam evidéncia
suficiente para serem usados no diagndstico e avaliacdo de risco de malignizacdo de lesdes
orais pré-malignas. O processo de transformac¢dao maligna envolve vdrias alteracdes genéticas
e vias de sinaliza¢do celulares que regulam a sinalizacdo e o ciclo celular, alteram os
processos de diferenciacdo celular, dos mecanismos de apoptose, a estabilidade gendmica, a
motilidade e a angiogénese. Alteracdes nas vias de sinalizagdo mencionadas culminam numa
desregulacdo do desenvolvimento celular, levando a tumorogénese. [24.27.28]

A proliferacdo celular descontrolada € uma das alteragdes mais caracteristicas do cancro.
As células neopldsicas t€m alteracdes genéticas que desregulam o ciclo celular e, alguns
destes genes, controlam outros processos como a proliferacdo, diferenciacdo e apoptose.[so]
Identificar as moléculas envolvidas nestas vias e perceber o seu papel no processo de
malignizacdo vai permitir melhorar o diagnéstico precoce, implementar uma abordagem
terapéutica adequada e multidisciplinar, reduzir a taxa de mortalidade e melhorar o
prognéstico e a qualidade de vida.l”"!

A avaliacdo do risco de malignizacdo de lesdes pré-malignas € actualmente feita com base
em critérios histologicos de proliferacao celular, maturagdo do epitélio e atipia celular. No
entanto, estes métodos nao sdo objectivos o suficiente no que diz respeito aos critérios
histolégicos.

Um método de diagnéstico precoce deve ser ndo-invasivo, de fécil aplicagdo e com custo
relativamente baixo, permitindo uma avaliagdo ripida, especifica e o mais confortavel
possivel para o doente'*”? No entanto, os rastreios baseados na observacdo clinica
apresentam sensibilidade e especificidade limitadas, sendo bastante influenciados pela técnica,

sensibilidade e conhecimentos do operador. Para além disso, lesdes ndo superficiais na

mucosa ou lesdes em fases muito precoces, ndo detectdveis ao exame visual, podem passar
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despercebidas.[sz] Devido a estas desvantagens apresentadas pelos meios de rastreamento
actual, as novas directrizes de pesquisa estdo orientadas no sentido da procura de solucdes a
nivel molecular.

A pesquisa de biomarcadores em lesdes da cavidade oral pode ser feita a nivel seroldgico,
a nivel histolégico através de bidpsias representativas da les@o, ou através de recolha de saliva.
O uso de saliva € vantajoso em relacio aos outros, ja que a saliva é um fluido de recolha fécil,
indolor, rdpida e ndo invasiva.>>!

As ferramentas de detec¢do molecular podem ser baseadas em proteinas ou em &cidos
nucleicos. Consideram-se marcadores moleculares baseados em acidos nucleicos as mutagdes
no gene p53, hipermetilacdo anormal de promotores, mutagcdes no ADN mitocondrial,
actividade da telomerase, entre outros. Os marcadores moleculares proteicos referem-se a
alteracdes pOs-transcricdo que podem ser causadas por processos de tumorogénese,
nomeadamente processos de hipermetilacdo. °>~°!

A 1identificagdo destes biomarcadores tem sido maioritariamente feita em amostras de
tecido obtido através de bidpsias representativas. No entanto, este método mostra-se bastante
invasivo, ndo € bem aceite pelos doentes e depende das capacidades técnicas do médico que
realiza a bidpsia. Por outro lado, a identificacdo destes marcadores moleculares em amostras
de saliva € um método bastante mais atractivo, mas que necessita ainda de evidéncias
experimentais validas. [53-55]

A longo prazo, a determinag¢do de um padrido de proteinas caracteristicas das lesdes pré-
malignas, passivel de identificacio em amostras de saliva, pode vir a melhorar bastante o
prognéstico destas lesdes. Deste modo, pode ser conseguida uma diminui¢do da taxa de
malignizacdo e, consequentemente, uma diminuicdo da percentagem de doentes com
carcinoma espinocelular na cavidade oral. ¥

Existem, no entanto, varios obstaculos que t€ém dificultado o desenvolvimento desta drea,
sendo que a maioria deles se prende com a heterogeneidade da informacdo existente. Esta
heterogeneidade de informacao reflecte a vastidao de patologias existentes e a complexidade
dos processos bioldgicos envolvidos nas mesmas.*”! Com o desenvolvimento das diferentes
ciéncias émicas era de esperar que a descoberta de novos biomarcadores fosse conseguida
com mais facilidade. No entanto, este processo tem-se mostrado mais complexo, tendo sido
identificadas relativamente poucas moléculas capazes de servir este propdsito. Um dos

z

principais problemas é o tamanho reduzido dos grupos de controlo, quando existem. Nao
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havendo uma amostra de controlo, ndo € possivel inferir com exactiddo a utilidade de
) . . 47
determinada molécula como biomarcador.!*”!

Os biomarcadores podem ser classificados em biomarcadores de diagndstico,
biomarcadores de progndstico e biomarcadores de previsdo. Os biomarcadores de diagndstico
permitem detectar e identificar determinada patologia no individuo e, idealmente, devem ser
bastante especificos. No caso dos biomarcadores de prognéstico, a sua utilizagdo é
essencialmente feita para prever o curso de determinada patologia, incluindo a probabilidade
de recorréncia. Sdo por isso importantes para a escolha da terapéutica mais adequada. Por
ultimo, os biomarcadores de previsdo, permitem prever a resposta a determinado agente
terapéutico antes de ser iniciado o tratamento, verificando-se assim se determinado individuo
vai ou ndo responder positivamente a terapéutica.[46’56]

No que diz respeito a metodologia para a sua deteccdo, os marcadores moleculares podem
ser divididos em marcadores imunohistoquimicos ou biomarcadores 6micos. A Tabela 3

e . .. 47
apresenta as principais diferencas entre os dois tipos de marcadores. '*”

Tabela 3: Comparaciao entre marcadores imunohistoquimicos e biomarcadores 6micos, no que diz
respeito a sua natureza, especificidade, utilidade biomédica e qualidade dos resultados obtidos. “”

Marcadores imunohistoquimicos Biomarcadores émicos
Natureza da Natureza qualitativa: avalia¢do da Natureza quantitativa:
andlise presenga/auséncia de determinada quantifica¢do do nimero de
molécula moléculas
Especificidade tecidular: indicag¢ao o .
e s . . # Especificidade para a patologia:
Especificidade | da origem do tecido com alteracdo . ~ .
patoldgica definem a alteracdo patoldgica
o Utilizacdo em diagnéstico diferencial -
Utilidade ¢ & Pouco utilizadas por falta de
N mas com poucas vantagens no A e .
biomédica diagnéstico precoce evidéncia cientifica suficiente
ualidade dos -~ = Resultados sdo afectados pela
Q Resultados ndo sdo afectados pela SR L p
resultados S . distribuigdo heterégena nas
. distribuicdo heterdgena nas amostras
obtidos amostras

Muito dificilmente um bom marcador imunohistoquimico pode ser considerado um
biomarcador émico. Isto porque, os primeiros, correlacionam o fenétipo da patologia com o
tecido de origem, sendo por isso especificos de determinado tecido e ndo de uma patologia.
Para além disso, os marcadores imunohistoquimicos sdo empregues em metodologias
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seleccionadas pelo técnico que faz a andlise, para permitir um melhor diagndstico diferencial.
Deste modo, os marcadores escolhidos podem ndo estar biologicamente associados. Com os
biomarcadores Omicos, verifica-se o contrario, a andlise € feita para encontrar alteragdes
comuns entre diferentes amostras e as moléculas escolhidas estio presentes nos mesmos
processos biolggicos.*

As dificuldades na identificacdo de biomarcadores vélidos, prendem-se com diversos
factores, de entre os quais se destacam os seguintes:[46'48’56]

¢ Heterogeneidade dos processos de iniciagdo e progressdo das patologias;

¢ Dificuldade em distinguir claramente estados patolégicos de estados fisioldgicos;

e Preparacdo das amostras para remover moléculas que podem interferir com os
resultados;

® Metodologias com vérios passos podem introduzir mais factores que levam a
incorrecgdes na interpretacdo dos resultados.

Mesmo apds a descoberta de um potencial biomarcador, o caminho a percorrer até a sua
utilizagdo em larga escala ndo € tdo linear quanto seria desejavel. Para além da especificidade
e sensibilidade necessdrios, é essencial que a molécula em causa seja passivel de ser
reproduzida em laboratérios, com um custo relativamente baixo, que permita a sua utilizagdo
em larga escala.!*"!

Para além dos obstdculos encontrados no processo de descoberta de um novo biomarcador
até ao processo de validagdo do mesmo estar concluido podem ainda ser encontradas novas
dificuldades. As principais barreiras no processo de validagdo de biomarcadores prendem-se
com trés pontos-chave:

¢ Existéncia de amostras significativas para andlise;
¢ Uniformizacdo nas metodologias;
¢ Possibilidade de fazer ensaios clinicos em larga escala.

Verifica-se entdo uma lacuna entre a descoberta laboratorial e a aplicacdo clinica, que
impede a utilizagdo rotineira da avaliacdo destas moléculas no diagnéstico.***! A Tabela 4
apresenta as principais aplicacdes dos biomarcadores e as respectivas limita¢es.!*"!

O estudo e a descoberta de biomarcadores é uma drea cientifica que ainda tem muito para
evoluir, sendo essencial que haja uma uniformizagcdao de metodologias e protocolos, de modo

a obter informacdo valida. S6 assim serd possivel conseguir identificar moléculas que

36



efectivamente possam ser usadas na pratica clinica para auxiliar nas vdrias etapas, desde o

diagndstico a avaliacao da eficdcia terapéutica.

[49,56]

Tabela 4: Principais aplica¢coes dos biomarcadores e respectivas limitagoes das mesmas[46]

L Grau de e e
Aplicacao e Limitac6es
utilizacao
Um teste para o rastreio de determinada patologia deve ser
Rastreios .. bastante especifico de modo a evitar falsos-positivos/negativos.
populacionais Limitado A maioria dos biomarcadores ainda nao apresenta a
especificidade necessdria.
. L. L. A maioria dos biomarcadores ainda nao apresenta a
Diagnéstico Limitado o . .
especificidade necessdria.
A maioria dos biomarcadores ainda nao apresenta a
Prognéstico Limitado especificidade necessdria para permitir prever o desenrolar de
determinada situacao clinica.
Previsao da Apesar de nao terem especificidade sufiente para diagnéstico e
resposta a Elevado progndstico, uma grande percentagem de biomarcadores ja
terapéutica permite prever qual a resposta a determinada terapéutica.
Estadiamento . A maioria dos biomarcadores ainda ndo apresenta a
tumoral Limitado especificidade necessdria.
A recorréncia de determinada patologia pode ocorrer sem um
Deteccao precoce Controverso aumento da concentra¢do do biomarcador em andlise; Um
de recorréncia aumento na concentra¢do de biomarcador pode nao ser
especifico para a patologia e dar um falso-positivo.
Monitorizagao da Elevado Alguns biomarcadores ja permitem verificar se determinada
eficdcia terapéutica terapéutica estd a ser eficaz ou ndo.
1.5. CIENCIAS OMICAS

As ciéncias 6micas englobam vdrias dreas das quais se destacam a gendmica, a proteémica,
a interactomia e a metabolomica. Nos ultimos anos, estas areas tém sofrido um crescimento
exponencial, que tem permitido abrir novas portas do conhecimento cientifico.!***"1 No
entanto, o significado clinico de todas estas descobertas ainda ndo € claro, existindo varias
que podem ou ndo ser relevantes para a aplicacio biomédica. E entdo essencial aplicar
padrdes de validacdo, que sejam seguidos por todas as equipas cientificas que se dedicam a
estudos nestas areas. S6 com critérios definidos € possivel validar e avaliar clinicamente o
risco/beneficio, bem como a eficécia e eficiéncia de tais aplicacdes'®" Esta validacdo deve

. e [57
envolver os seguintes passos especificos”’!:
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Validagao analitica — Averiguar se diferentes laboratdrios, através de técnicas

diferentes, chegam aos mesmos resultados;

Repeticido — Avaliar se outros investigadores, que nio os que inicialmente fizeram
determinado estudo, conseguem aceder a informagao, repetir os protocolos e obter

0s mesmos resultados;

Replicacdo — Determinar se diferentes meta-analises apresentam resultados

coerentes;

Validagao externa — Verificar se diferentes estudos, realizados por equipas diferentes,

apresentam resultados coerentes e evidencias em larga escala;

Validagao clinica — Averiguar se a informacdo descoberta consegue prever

progndsticos clinicos;

Aplicacdo clinica — Avaliar se a informacdo descoberta permite melhorar

progndsticos clinicos;

S6 ap6s se terem verificado todos os pontos enumerados em cima, deve ser assumido que
determinada informaco é vélida para a comunidade cientifica e a nivel biomédico.””

A protedmica consiste na determinacdo dos proteomas, ou seja, de todas as proteinas
expressas numa determina amostra e a identificacdo das proteinas com expressdo alterada face
ao normal. Esta metodologia de andlise de proteinas constitui uma ferramenta preciosa para a
caracterizacdo molecular quer de estados fisiologicos, quer de determinadas
patologias.[39’48’58’59] A gendmica engloba a determinagdo dos diferentes genomas.[48’58’59] Nao
€ possivel determinar qual das duas ciéncias Omicas, gendémica ou protedmica € mais
relevante ou tem maior potencial, uma vez que elas dependem uma da outra, estdo
intimamente relacionadas. Conhecer e perceber alteracoes no genoma e no proteoma, ¢é
essencial para diagnosticar, avaliar a progressdo da patologia, determinar progndsticos e
averiguar a eficdcia da terapéutica.*"

A importancia quer da protedmica, quer da gendmica, s6 comecou a ser efectivamente
reconhecida apds terem sido desenvolvidas as primeiras redes de interac¢des, os interactomas.
Os interactomas de alguns microorganismos menos complexos, como a Saccharomyces
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cerevisiae, estdo praticamente todos definidos. Por outro lado, o interactoma humano, devido
a complexidade dos diferentes sistemas bioldgicos, ainda estd relativamente pouco estudado.
A construc¢do de mapas de interacgdes € de extrema importancia, ja que permite compreender
a funcdo de proteinas envolvidas em diferentes complexos e vias de sinalizacdo.”*
Estudando redes de interaccdes proximas, pode ser possivel descobrir proteinas que estdo
envolvidas nos mesmos processos patologicos. Assim, a andlise de mapas de interacgdes, é
também util no estudo de novas proteinas associadas a determinada patologia.[60]

Uma outra drea de interesse associada a protedmica € a identificacdo de modifica¢des pds-
tradugdo nas proteinas. Apds a tradugao, algumas proteinas sofrem modificacdes enzimaticas
como a fosforilacdo, a glicosilacdo e a acetilagdo. Estas modificagdes sdo essenciais na
regulacdo da actividade da proteina na qual ocorrem e portanto podem, teoricamente, estar
associadas a alteracdes caracteristicas de estados patoldgicos.””® Com todas estas vertentes,
através de estudos de protedmica é possivel identificar proteinas associadas a estados
patologicos e, a partir daqui, desenvolver sistemas de identificacdo de biomarcadores

[4,10,45]

especificos. Este principio ja foi aplicado com éxito em alguns estudos em casos de

cancro gastrointestinal, cancro da mama, cancro do pulmao e carcinoma de células escamosas
da cabeca e pescogo.[w]

Apesar das inimeras vantagens associadas ao estudo do genoma, do proteoma e do
interactoma humano, estas ciéncias t€ém ainda que ultrapassar obstdculos relativos a qualidade
da informagdo obtida e a validagdo como aplicacdo biomédica. As principais dificuldades
prendem-se com a obtencdo de quantidades de amostra significativas e clinicamente bem
definidas, com a selec¢do de protocolos e preparacdo das amostras e com a metodologia de
analise.!”®! E essencial continuar a promover uma interligacao das diferentes ciéncias dmicas
com a pratica clinica, utilizando as diferentes ferramentas disponiveis, para conseguir
desenvolver e melhorar a prestacao de cuidados clinicos, cada vez mais especializados e

personalizados.[45]

1.5.1. A bioinformatica para estudo e interpretacao de dados
biomédicos
O desenvolvimento de ferramentas bioinforméticas e a organizacdo de bases de dados

. (1 48,61 . Lo
permite uma andlise de dados em larga escala.'**®®!) Actualmente existem on-line diferentes

bases de dados biomédicas, que permitem aceder a informagao de resultados de protedmica e
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a caracterizacdo de cada proteina.[3 8 Em especial na drea dos biomarcadores moleculares,
existe uma grande quantidade de informacao disponivel, mas retirar o significado biomédico
dessa informag¢do ¢é ainda um processo complexo. Neste dominio, as ferramentas
bioinformaticas que permitem a andlise e a integracdo da informacdo t€m um valor
indiscutivel.”®

Para o desenvolvimento do presente trabalho, foram utilizadas as seguintes ferramentas
bioinformdticas UniProt, OralCard, PANTHER, DAVID e KEGG, das quais sera feita uma
descricdo sumadria.

O grande desenvolvimento das metodologias de sequenciamento de proteinas ocorrido na
ultima década levou a uma grande evolugdo na compreensdo das relagcdes entre a sequéncia de
aminodcidos que compde a proteina e as suas fungdes. A partir de estudos gendmicos tém
sido inferidas centenas de sequéncias de proteinas que, para serem usadas de forma eficaz na
classificacdo funcional, ttm que ser organizadas para que possam ser mais facilmente
consultadas e comparadas. Para isto, existem algoritmos e bases de dados que fazem a
comparacdo das sequéncias de proteinas depositadas.m]

Actualmente ja € possivel inferir a funcdo de proteinas sabendo apenas a que familias
pertencem. No entanto, no caso de proteinas mais complexas, é necessario saber qual a
subfamilia em que se englobam. A subfamilia define-se como um grupo de proteinas que t€ém
uma denominagdo e fungdo bioldgica semelhantes.!®”!

A base de dados PANTHER é um recurso on-line que permite organizar proteinas,
classificando-as de acordo com a familia e subfamilia a que pertencem. As informagdes sao
mantidas o mais actuais possivel através de recursos informdticos e manuais. O principal
objectivo desta ferramenta € a classificacdo das proteinas de acordo com a sua fungdo. Esta
classificacdo é feita de acordo com estudos experimentais publicados e, quando ndo existem
evidéncias cientificas claras, de acordo com deducdes de analogias evolutivas feitas por
revisores especializados. Para isto s@o necessdrias guidelines de modo a saber como agrupar
as protefnas. As ontologias servem exactamente este propésito.m]

Entende-se por ontologia, um vocdbulo ou expressio que permite fazer anélises
computacionais em larga escala, sendo aceite por toda a comunidade cientifica. No caso dos

organismos eucariotas, a ontologia que mais se usa € a Gene Ontology (GO). A Gene

Ontology consiste numa representacio bastante detalhada das fung¢des bioldgicas, através de
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vocabulario especifico. Esta ferramenta contém mais de 7000 termos para descrever as
funcdes moleculares e cerca de 5000 termos para descrever 0s processos biolégicos.m]

A nivel biolégico, sabe-se que as proteinas interagem entre si € com outras moléculas,
permitindo a conducdo de todas as fungdes bioldgicas, incluindo a formacdo de complexos
estaveis, vias metabolicas e de regulacdo. Todas estas interac¢des podem ser representadas a
nivel grifico, como redes de interaccdes de tamanho e complexidade varidveis. Deste modo é
possivel ter uma visdo abrangente e sintetizada de um genoma, ndo apreendendo apenas
funcdes genéticas estéticas, que ndo se relacionam entre si.'®! A ferramenta DAVID — the
Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery consiste também numa base
de dados associada a vérios instrumentos de andlise que tém a capacidade de analisar listas
extensas de genes e proteinas e agrupd-las de acordo com as vias de sinalizagdo a que estao
associadas.

As funcdes bioldgicas a nivel celular sdo fruto de uma série de interac¢des entre diferentes
moléculas, ndo sendo apenas da responsabilidade de um unico gene. A ferramenta on-line
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes — KEGG foi criada com o intuito de associar a
informacdo gendmica a informacgdo funcional, tendo por base as vias celulares conhecidas.
Este recurso on-line foi criado em 1995 ao abrigo de um programa relativo ao genoma
humano, implementado pelo Ministério da Ciéncia, Desporto e Cultura Japonés. O sistema
KEGG € composto por trés bases de dados principais denominadas PATHWAY, GENES e
LIGAND. A base de dados PATHWAY elabora diagramas esquemaéticos das interac¢des entre
as diferentes moléculas. Na base de dados GENES estd armazenada a informacdo disponivel
relativa ao sequenciamento gendmico. Por dltimo, a base de dados LIGAND organiza os
compostos quimicos que intervém nos diferentes processos bioldgicos a nivel celular.!®!

As ferramentas bioinformaticas referidas anteriormente, sdo apenas uma pequena amostra
de todo o universo de sistemas de tratamento e organizacdo de dados biolégicos disponiveis
on-line. No entanto, as ferramentas existentes sdo extensas e nio sdo especificas para a
cavidade oral, dificultando a integracdo da informacao e a sua aplicacdo a nivel clinico. [38]

O OralOme ¢ uma base de dados que armazena informagdo obtida através dos proteomas
orais, onde estdo depositadas vdrias proteinas humanas e do microbiota oral. O OralCard é o
portal da web que permite aceder a informacao contida no OralOme. Permite fazer pesquisas

de modo intuitivo para localizar proteinas de interesse e consultar informacgao relevante sobre

as mesmas. O principal objectivo do desenvolvimento desta plataforma de dados foi criar uma
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ferramenta que englobasse todas as proteinas presentes na saliva, bem como informacao
biomédica relevante sobre as mesmas. Deste modo, através do OralCard, a plataforma de
acesso on-line ao OralOme, é possivel obter informacdes tdo especificas como a origem da
proteina, a sua funcdo, as vias de sinalizag¢do e processos bioldgicos em que estd envolvida e a
sua associa¢do com determinada patologia permitindo estudos para identificacdo de possiveis
biomarcadores.”**!

Ainda ndo € totalmente compreendido o papel de todas as proteinas presentes na cavidade
oral, qual o seu contributo para a fisiologia oral e o seu papel como indicadores de estados
patolégicos. O desenvolvimento de ferramentas que auxiliem a determinacdo e organizacao

do proteoma salivar permite ndo sO, fazer uma caracterizacdo funcional das proteinas, mas

também elucidar o papel de cada proteina na biologia oral.

1.5.2. Contributo das ciéncias émicas para as areas médicas

O conhecimento da sequéncia gendmica e das proteinas implicadas nos diferentes
processos bioldgicos e diferentes vias de sinalizagdo, tem um impacto profundo no
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, novos métodos de diagndstico e eventuais
processos preventivos.®” A nivel médico, os contributos das diferentes ciéncias Gmicas

passam por'®:

¢ Identificar e listar genes e proteinas humanas, estudando possiveis alvos-terapéuticos

para as mais variadas patologias;

Definir variantes gendmicas comuns e factores hereditdrios, para delinear estratégias
preventivas individualizadas, melhorar os resultados terapéuticos e avaliar factores de

risco individuais;

Identificar factores reguladores da expressao genética em estados fisiologicos e

patoldgicos;

Identificar e determinar a estrutura das proteinas com interesse terapéutico, de modo a

desenhar drogas especificas para determinado dominio funcional;

Desenvolver estratégias de terapia genética;
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¢ Conhecer e explorar as implicagdes a nivel ético, social e legal da investiga¢do do

genoma humano.

Conclui-se entdo que as ci€éncias 6micas t€ém um papel fulcral no conhecimento dos vérios
processos bioldgicos, sendo também essenciais no desenvolvimento de novos métodos de

diagndstico e abordagens terapéuticas.
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2.0BJECTIVOS

Nao existem actualmente critérios clinicos de diagndstico inequivocos, que permitam a
identificacdo de lesdes pré-malignas com potencial de malignizacdo. Apesar dos varios
esforcos feitos neste sentido, ainda nao € possivel fazer o diagndstico precoce de lesdes pré-
malignas através de evidéncias moleculares. Tendo por base a informacgdo bibliografica
disponivel sobre proteinas com expressao alterada, associadas ao processo de malignizagdo de
lesdes pré-malignas da cavidade oral e de proteinas envolvidas em cancro oral, temos como

objectivo no presente trabalho proceder a:

1.Construcao de uma base de dados com toda a informagao disponivel na bibliografia
sobre as proteinas que até a data de 23/1/2012 foram identificadas como estando

associadas a lesdes pré-malignas e a carcinoma espinocelular da cabeca e pescogo.
2.Expansdo da base de dados do OralOme com a informacao relativa a cancro oral.

3.1dentificar quais os processos bioldgicos e respectivas vias de sinalizacdo que se
encontram comprometidas nas patologias em estudo e identificar nessas vias de
sinalizagdo quais s@o as proteinas que se apresentam com quantidades alteradas
face ao normal, relacionando as mesmas com os biomarcadores de carcinoma

espinocelular e lesdes pré-malignas propostos pela literatura.

4.Identificacdo das proteinas com funcdo pré e anti-apoptose implicadas nas lesdes
pré-malignas e que se encontram em quantidades alteradas, no sentido de poderem
ser sugeridas como possiveis marcadores para diagndstico precoce em futuros

estudos experimentais.
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3.MATERIAL E METODOS

Actualmente ja existe alguma informacdo relativa a biomarcadores do processo de
malignizacdo das lesdes pré-malignas e de carcinoma espinocelular da cabega e pescoco mas
esta ndo estd organizada e depositada numa tnica base de dados. No OralCard a informacao
apresentada sobre lesdes pré-malignas e carcinoma espinocelular ainda € pouca, estando
catalogadas apenas 315 proteinas associadas a cancro oral. Com o intuito de adicionar ao
OralCard informacgdo sobre estas patologias, as metodologias de recolha de dados e a
organizacdo dos mesmos foi feita de acordo com as estratégias utilizadas na elaboracdo da
base de dados OralOme. Seguidamente s@o entdo apresentadas as metodologias seguidas.

Comecou-se por fazer uma pesquisa bibliografica na base de dados on-line Pubmed

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), cuja pagina on-line inicial estd ilustrada na Figura 9.

Esta base de dados tem mais de 21 milhdes de citacdes de bibliografia relativas as ciéncias
biomédicas, bem como varias revistas cientificas e livros on-line. O desenvolvimento e
manuten¢cdo desta base de dados sdao da responsabilidade do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), da U.S. National Library of Medicine (NLM), sediada
nos National Institutes of Health (NIH). A pesquisa foi feita a partir dos termos oral

premalignant lesions biomarkers e head and neck squamous cell carcinoma, definindo

critérios de filtragem para serem obtidos artigos publicados entre Outubro de 2000 até Janeiro
de 2012, relativos apenas a espécie homo sapiens. Defeniu-se o espaco temporal referido
anteriormente, com o intuito de conseguir uma quantidade de informacgao significativa que

fosse actualizada e que reflectisse a evolucao dos estudos feitos na drea.

2 NCBI  Resources @ How To & My MCBI Sign In

Advanced Help

PubMed
\ PubMed comprises more than 21 million citations for biomedical literature from MEDLINE, life science journals, and
\ online books. Citations may include links to full-text content from PubMed Central and publisher web sites.
Using PubMed PubMed Tools More Resources
PubMed Quick Start Guide PubMed Mobile MeSH Database
Full Text Articles Single Citation Matcher Joumnals in NCBI Databases
PublMed FAQs Batch Citation Matcher Clinical Trials
PubMed Tutorials Clinical Queries E-Utilities
MNew and Noteworthy ) Topic-Specific Queries LinkOut

Figura 9: Pagina web da base de dados Pubmed
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O que se pretendeu, numa primeira fase, foi criar uma base de dados sobre todas as
proteinas identificadas, que pudesse ser usada como instrumento de trabalho, para chegar aos
objectivos mencionados anteriormente. Desta pesquisa inicial, foram recolhidos os artigos
relevantes, a partir dos quais foi extraida e catalogada a informacdo necesséria.™?%28-0-61.66-
"0 Desta fase, obteve-se a Tabela I (ver capitulo ANEXOS, pdg. 101 ), organizada de acordo

com 0s seguintes critérios:

e Codigo UniProtKB AC;
¢ Nome da proteina;
¢ Origem da amostra onde foi identificada a proteina:
o Saliva das glandulas submandibular/sublingual->Coluna com o cabecalho
SM/SL
o Saliva total->Coluna com o cabecalho Saliva Total
o Mucosa—> Coluna com o cabecalho Mucosa
o Lingua—> Coluna com o cabecalho Lingua
e Estado fisiolégico saudavel> Coluna com o cabegalho Satide

e Estado patolégico (Codigo MeSH)—> Coluna com o cabegalho Patologia MeSH

¢ Quantificacdo da expressao proteica=> Coluna com o cabegalho Quantificacdo
e Faixa etaria—> Coluna com o cabegalho Faixa Etéria
e Género—> Coluna com o cabegalho Género

e Habitos sociais—> Coluna com o cabecalho Habitos Sociais

e M¢étodo de recolha da amostra—> Coluna com o cabeg¢alho Método de Recolha

e M¢étodo de andlise=> Coluna com o cabegalho Método de Andlise

¢ Tipo de estudo—> Coluna com o cabecalho Tipo de estudo

e Modificagdes pds-tradugao—> Coluna com o cabecalho Modificagdes pés-traducdo

e Identificacdo como biomarcador—> Coluna com o cabegalho Biomarcador
e Identificacdo no OralCard (fonte bibliografica)=> Coluna com o cabegalho OralCard
¢ Identificacdo da fonte bibliografica a partir da qual foi obtida a informac¢do para a

realizagdo deste trabalho—> Coluna com o cabegalho Referéncia

As proteinas foram identificadas através do cédigo UniProtKB AC, obtido a partir da

base de dados UniProt (http://www.uniprot.org/). Para este efeito, comegou-se por anotar
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manualmente o nome com o qual as proteinas sdo referidas nos artigos, tendo-se

posteriormente feito uma pesquisa na base de dados UniProt por esse mesmo nome (Figura

10).

Search Blast Align Retrieve ID Mapping
Search in Query
Protein Knowledgebase (UniProtkB) ~  Proliferating cell nuclear antigen [ Search ” Advanced Search » ” Clear ]
THE FIRST 10 YEARS OF UNIPROT L2 '
Saturday 8 September 2012, Basel, Switzerland UniProt release 2012_05 - May 16, 2012
Sex by deception | Update to Reference proteomes in

Celebrate UniProt's 10th anniversary with us! Renowned speakers from the
fields of interactions & protein modelling, proteomics, protein structure &

function, and genome analysis & annotation will highlight how protein » Statistics for UniProtkB:
Swiss-Prot - TIEMBL

» Forthcoming changes
Submit abstracts for talks and posters to abstractsUP12@isb-sib.ch » News archives
M Follow @uniprot | 323 followers

UniProtkKB

databases are underpinning life sciences.

Figura 10: Pagina web inicial do UniProt. A seta vermelha indica a caixa onde deve ser inserida a
denominacio da proteina, da qual se pretende obter a informg¢io (exemplificado com “Proliferating cell
nucleaar antigen”)

Apo6s inserido o nome da proteina, a base de dados da varias opgdes, das quais foi

seleccionada a que corresponde a proteina em causa, na espécie homo sapiens (Figura 11).

Entry Entry name  Status - Protein names Gene names Organism
[ P15873  PCNA YEAST Pro_liferating cell nuclear POL30 YBRO8C YER0811 Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / 5288c) (Baker's
- antigen yeast)
Proliferating cell nuclear
:bmznm PCNA_HUMAN " antigen PCNA Homo sapiens (Human) <=
[ P17918  PCNA_MOUSE Proliferating cell nuclear Pcna Mus musculus (Mause)
antigen
] QIPTP1 PCNA_DANRE ::t’i';f:;a““g cell nuclear pena Danio rerio (Zebrafish) (Brachydanio rerio)
[] QIDEA3 PCNA_CHICK ::l’i';f:;a““g cell nuclear PCNA Gallus gallus (Chicken)
] Q03382 PCNA_SCHPO Pro_liferating cell nuclear pent pen SPEC16D10.09 Schizosaccharomyces pombe (strain 972 / ATCC 24843) (Fission
antigen yeast)
Proliferating cell nuclear 0s0290805200 LOC_0s02g56130 0J1548_F12.18
[] P17070  PCNA_DRYSJ antigen 9 OSJNgEaUD45012,19_ g - Oryza sativa subsp. japonica (Rice)
[ 082134 PCNA_PEA Proliferating cell nuclear PCNA Pisum sativum (Garden pea)
antigen
] Q32W35 PCNA2_ARATH :;‘l’i';f::’;i“g cell nuclear A2g29570 FAGP2 5 Arabidopsis thaliana (Mouss-ear cress)

Figura 11: Pagina web do UniProt apés a pesquisa. As setas vermelhas indicam o cédigo UniProtKB AC e a
espécie onde a proteina foi identificada.

Sendo o interesse principal a identificacdo de biomarcadores para o processo de
malignizacdo de lesdes pré-malignas, foram excluidas as proteinas que, de acordo com a
bibliografia lida, apenas tinham sido identificadas em patologias de outras dreas que nao a
cavidade oral. Com vista a adicdo de informac¢ao ao OralCard e sendo esta uma base de dados
de proteinas presentes na cavidade oral, foram também excluidas proteinas cuja identificacao

apenas tinha sido feita em plasma sanguineo. No OralCard € possivel obter informacao sobre
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a fonte de origem de determinada proteina. Deste modo, também visando a adi¢do desta
informacdo a base de dados, optou-se por identificar a fonte da qual foram obtidas as

proteinas, nas colunas com os cabegalhos: SM/SL, Saliva Total, Mucosa, Lingua.

Na coluna Sadde assinalaram-se as proteinas, cuja bibliografia revista indicava estarem

presentes em individuos sem patologia. Na coluna Patologia (MeSH), optou-se por organizar
todas as proteinas identificadas em lesdes pré-malignas com o codigo 68011230, nao
diferenciando os vdrios tipos de lesdes ja que, na base de dados dos termos MeSH, ndo existe
ainda uma designacdo para os diferentes estados de displasia. No caso do carcinoma
espinocelular, utilizou-se o c6édigo 68009062

Na coluna Quantificacdo, optou-se por identificar apenas se as proteinas estavam
aumentadas ou diminuidas em relacdo a individuos sauddveis, uma vez que a maioria dos
artigos sobre o tema nao sdo estudos de proteémica, nao sendo por isso feita uma andlise
quantitativa rigorosa deste parametro.

Em relacdo a coluna Faixa Etdria, alguns artigos fazem referéncia a um intervalo de
idades, outros a um valor médio de idades, outros ainda sO referem ter sido obtidos
consentimentos informados de pacientes em idade adulta. A anotacdo foi entdo feita de acordo
com estas trés designacoes:

¢ Intervalo de idades, por exemplo 26-77;
e Valor médio de idades
e Adultos

No que diz respeito ao género dos dadores da amostra, a anotacao foi feita na coluna
Género com a letra “M” para o sexo masculino, com a letra “F”’ para o sexo feminino ou com
a designacdo “M/F” no caso de serem incluidos individuos de ambos os sexos. Na coluna

Hébitos Sociais, registaram-se as referéncias a habitos como tabagismo e alcoolismo. Fez-se o

registo destes dados relativos aos dadores das amostras, uma vez que sdo factores de
variabilidade que devem ser considerados a quando da anélise da informagao.

Nas colunas Método de Recolha e Método de Andlise registaram-se as diferentes

técnicas empregues para recolha e andlise das amostras, respectivamente. Nos métodos de
recolha, as vérias terminologias empregues foram: bidpsia, drooling method, bochecho oral,
brush biopsy/saliva total, exsudate/brush biopsy/saliva total. Optou-se por deixar alguns itens
em lingua inglesa uma vez que a sua denominacdo em lingua portuguesa nio é clara. O

registo destas informacdes € importante na medida em que multiplas origens de recolha da
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amostra oferecem diferentes universos de andlise, isto €, as proteinas encontradas em saliva
ndo sdo exactamente as mesmas encontradas em amostras de mucosa. Relativamente aos
métodos de andlise, os métodos registados de acordo com a bibliografia revista foram:
imunofluorescéncia, imunohistoquimica, confocal laser scan microscopy, RT-PCR,
microarray  analysis, laser capture microdissection,  surface enhanced laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (SELDI-TOF), multianalyte profiling
(XMAP), espectrometria de massa, electroforese 2D, ELISA, multidimensional LC-MS/MS,
hibridizacdo in situ, westernblot, TUNEL, hibridizacdo com fluorescéncia, laser capture
microdissection with liquid chromatography, cDNA microarray, PCR-multiplex, PCR-
fluorescéncia. As técnicas para andlise do conteddo proteico de determinada amostra, variam
no método de deteccdo que € empregue e na especificidade para as proteinas que se pretende
analisar. Por exemplo, a imunofluorescéncia ¢ uma técnica dirigida para determinada(s)
proteina(s) que se pretende estudar, enquanto a espectometria de massa é uma técnica que
permite analisar um universo muito maior de proteinas. Estas diferencas introduzem factores
de variabilidade que também devem ser tido em conta na andlise dos resultados.

Registou-se também se o artigo em causa dizia respeito a um estudo de proteémica ou nao

(coluna denominada Tipo de Estudo) e se a proteina em causa foi ou ndo sugerida como

possivel biomarcador (coluna denominada Biomarcador).

Por fim, nas duas ultimas colunas, registaram-se os codigos PMID da base de dados
Pubmed. Na coluna OralCard registaram-se os cédigos PMID dos artigos citados no OralCard,
indicando deste modo que determinada proteina ja foi identificada no oraloma. Na coluna
Referéncia, registaram-se os codigos PMID dos artigos obtidos da pesquisa bibliogréfica para
a realizacdo deste trabalho

Apdés terminada a anotagdo manual nesta tabela, procedeu-se a andlise dos resultados e a
representacdo grafica para a interpretacdo dos mesmos. Utilizou-se a ferramenta de
classificacdo PANTHER para fazer uma andlise do grupo de proteinas associadas a carcinoma
espinocelular e do grupo associado a lesdes pré-malignas. Dos dois grupos enumerados
anteriormente, foram excluidas as isoformas (proteinas com diferentes formas que podem ser
originadas através de polimorfismos genéticos e outros mecanismos de modificagdes
genéticas)[m], j& que esta ferramenta on-line ndo descrimina estas moléculas. Para utilizar a
ferramenta PANTHER foi necessario fazer o registo e login na pagina web da mesma, de

modo a ter acesso a zona denominada Workspace (Figura 13).
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ApO6s o login, foi inserida a lista dos cédigos UniProtKB AC correspondentes ao carcinoma
espinocelular e seleccionou-se a espécie homo sapiens (Figura 12). Repetiu-se o processo

descrito acima para as listas dos cddigos UniProtKB AC correspondentes as proteinas

identificadas em lesdes pré-malignas.
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Figura 14: Pagina web do PANTHER. A seta vermelhas e azul indicam, respectivamente, os icones
que devem ser seleccionado para obter os dados relativos ao componente cellular (cellular
component) e aos processos biologicos (biological process) em que as proteinas listadas estido
envolvidas.

Com este processo obtiveram-se duas listas separadas no Workspace, correspondentes a
cada uma das situagdes. Esta ferramenta permite obter dados para interpretacdo de varios
aspectos relevante, dos quais se destacam a distribuicdo das proteinas de acordo com a
componente celular (cellular component) e os processos bioldgicos (biological process) em
que estdo envolvidas. A Figura 14 mostra a area de trabalho da pagina web do PANTHER,
onde é possivel aceder a esta informacao.

A ferramenta bioinformética DAVID foi utilizada para determinar as vias de sinalizagao
em que as diferentes proteinas listadas estdo envolvidas. Fez-se o upload das listas dos
codigos UniProtKB AC, correspondentes as proteinas identificadas em carcinoma
espinocelular e em lesdes pré-malignas separadamente para depois extrair os dados

necessarios (Figura 15).
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento do carcinoma espinocelular da cavidade oral a partir de lesdes pré-
malignas, ja é um facto aceite pela comunidade clinica e cientifica como se evidenciou ao
longo da introdugdo deste trabalho. No entanto os critérios de diagndstico actualmente
utilizados ndo permitem uma clara caracterizacdo das lesdes pré-neopldsicas e ndo existem
métodos de diagndstico que permitam prever a evolucdo destas patologias. Reconhecer os
mecanismos moleculares subjacentes a transformacgao de lesdes pré-malignas para carcinoma
espinocelular e identificar as moléculas envolvidas nesses mecanismos, nomeadamente as que
se apresentem em quantidades alteradas ou que estejam ausentes ou entdo novas moléculas
que sejam expressas tipicamente na situagdo de cada uma das patologias e que possam ser
consideradas como potenciais biomarcadores, constitui um contributo importante para o
desenho de futuras estratégias de diagndstico para a drea de oncologia oral. A presente
dissertacdo propdem-se, através da informacdo constante na bibliografia, a identificar as
proteinas que estdo implicadas na desregulacdo dos mecanismos moleculares responsdveis
pela malignizacio de células tumorais. No sentido de organizar toda a informacao disponivel
sobre proteinas que ja foram identificadas como estando implicadas em carcinoma
espinocelular e em lesdes pré-malignas foi elaborada uma base de dados (Tabela 1), que foi
estruturada de acordo com os critérios enumerados no capitulo MATERIAL E METODOS
(pagina 51). A organizagdo da Tabela I foi feita de acordo com critérios especificos, de modo
a permitir a adi¢cdo da informagdo ao OralCard. Esta ferramenta é um meio de pesquisa que
permite aceder a informacdo variada sobre o proteoma da cavidade oral, desde associag¢des
entre proteinas e patologias até dados sobre a estrutura e as vias de sinalizacdo onde as
proteinas estdo envolvidas. Deste modo, as colunas de organizacdo incluidas na Tabela I,
estdo elaboradas de acordo com os diferentes modos de pesquisa e informacdo que o OralCard
oferece. Na pagina inicial do OralCard a pesquisa pode ser feita indicando o nome da proteina
ou o respectivo cddigo UniProt e pela designacdo MeSh ou OMIM da patologia de interesse.
Deste modo, na Tabela I optou-se por fazer a identificacdo das proteinas ndo sé através do

nome mas também com o cédigo UniProtKB AC, nas colunas Nome da proteina e UniProtKB

AC. Para além disso, na coluna Patologia (MeSh) anotou-se o cédigo MeSh correspondente
ao carcinoma espinocelular da cavidade oral e a lesdes pré-malignas, também para permitir a
pesquisa por patologia, uma vez que esta informacdo serd depositada no OralCard. A
organizacdo da informagdo constante da Tabela I permite que, ao fazer a pesquisa no

OralCard quer pelo nome da proteina quer pelo cédigo UniProtKB AC esta ferramenta
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disponibilize informacdo sobre a proteina pretendida. No caso da pesquisa ser feita com o
nome da patologia, o OralCard fornece uma lista de proteinas que estdo associadas a mesma,
a partir da qual € possivel seleccionar a proteina de interesse.

Uma das informagdes relevantes que o OralCard também oferece sobre as proteinas
prende-se com a expressdo e as alteracdes poOs-traducdo apresentadas pelas mesmas, sendo
possivel verificar se determinada proteina apresenta expressdo alterada ou diminuida e,
quando existem evidéncias experimentais, a quantificacdo exacta dessa alteracdo, bem como
se apresenta alguma modificagao pds-traducdo. Deste modo, também com vista a adi¢ao desta

informacao ao OralCard, registou-se na coluna Quantificacdo e na coluna Modificagdes pds-

traducdo da Tabela I, se a expressdo das diferentes proteinas foi referida na bibliografia como
estando aumentada ou diminuida e se apresentavam alguma alteracdo pos-traducao,
respectivamente. Este parametro foi limitado pela escassa bibliografia existente de estudos de
protedmica relativos a este tema.

Para além da informacdo especifica das proteinas, o OralCard também apresenta varias
infomagdes sobre a amostra e os dadores da mesma. Também para ser possivel a adi¢ao desta
infomacao, registou-se a idade e o género dos dadores das amostras, a existéncia de habitos
sociais, os métodos de recolha e andlise da mesma e o tipo de estudo que foi feito, nas colunas

Faixa Etaria, Género, Habitos Sociais, Método de Recolha, Método de Andlise e Tipo de

estudo.

Apds a anotagdo de toda a informagdo na Tabela I passou-se a andlise dos dados
contidos na mesma. De modo a averiguar a quantidade de proteinas identificadas em saliva
em relacdo ao ndmero total de proteinas, construiu-se o Grafico 1, que mostra o nimero de
proteinas que foram identificadas por nds, a partir da bilbiografia sobre carcinoma
espinocelular e lesdes pré-malignas e, dessas proteinas, quantas sdo exclusivas de carcinoma

espinocelular e quantas correspondem a cada entidade clinica.
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Grafico 1: Representacio esquematica, elaborada a partir da Tabela I, representando o n? total de
proteinas identificadas em carcinoma espinocelular (83) e em lesdes pré-malignas (62),
evidenciando o nimero de proteinas comuns (41). Os nimeros com um asterisco (*) representam
os totais de proteinas exclusivas de carcinoma espinocelular e lesds pré-malignas (42* e 21%,
respectivamente).

A andlise do Gréfico 1 permite verificar que existem 83 proteinas identificadas em
carcinoma espinocelular, das quais 42 sdo exclusivas desta patologia. Nas lesoes pré-malignas
foram identificadas 62 proteinas das quais 21 s@o exclusivas, nio estando presentes em lesoes

de carcinoma espinocelular. Entre as duas entidades existem 41 proteinas comuns.
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Grafico 2: Representacio do n® total de proteinas identificadas em carcinoma
espinocelular e em lesées pré-malignas (colunas a azul) e destas, as que ja foram
identificadas como estando presentes na saliva (colunas a vermelho).
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No Gréfico 2 s@o representados os nimeros de proteinas identificadas em carcinoma
espinocelular e em lesdes pré-malignas e dessas quantas as que ja foram identificadas como
estando presentes em amostras de saliva. Pela andlise do Gréfico 2 verifica-se que um grande
nimero de proteinas ja foram identificadas na saliva, quer para o carcinoma espinocelular
(das 83 proteinas totais, 43 estdo j4 identificadas na saliva), quer para as lesdes pré-malignas
(das 62 proteins totais, 29 estdo identificadas na saliva). Uma vez que um ndmero
considerdvel das proteinas estdo presentes na saliva, estes dados indicam que a saliva poderd
vir a ser considerada um fluido adequado para a pesquisa de biomarcadores para as patologias
em estudo. Estes resultados positivos fomentaram a andlise mais aprofundada da Tabela I
(capitulo ANEXOS, pagina 101) representada no Grafico 3, que quantifica as proteinas
sugeridas como biomarcadores na bibliografia e compara com o n° total de proteinas

identificadas em carcinoma espinocelular e em lesdes pré-malignas.
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Grafico 3: Representagido do n? total de proteinas identificadas em carcinoma espinocelular e
lesdes pré-malignas e dessas o n? de proteinas sugeridas pela bibliografia como biomarcadores.

Da andlise do Gréfico 3 verifica-se que das 83 proteinas identificadas em carcinoma
espinocelular, 56 foram sugeridas como biomarcadores. No caso das lesdes pré-malignas, das
62 proteinas identificadas, 35 foram sugeridas como biomarcadores. Em ambos os casos,
verifica-se que mais de metade das proteinas identificadas ja foram sugeridas como

biomarcadores, evidenciando a crescente importancia dada a este método de diagndstico.
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O Grafico 4 compara a origem de recolha das amostras que deram origem a
identificacdo das proteinas associadas a carcinoma espinocelular e a lesdes pré-malignas.
Analisando o Grifico 4 e considerando os varios métodos de recolha listados na Tabela I
(capitulo ANEXOS, pagina 101), verifica-se que a grande maioria das proteinas foram
identificadas em amostras de mucosa, obtidas através de métodos de bidpsia, quer de
carcinoma espinocelular, quer de lesdes pré-malignas. Esta evidéncia mostra que foram
realizados poucos estudos de pesquisa de proteinas envolvidas em cancro oral utilizando a
saliva como fluido para estudos moleculares. Observa-se que no caso das lesdes pré-malignas,
o nimero de proteinas identificadas em amostras de saliva total € maior. Considerando que as
proteinas identificadas em amostras de mucosa serdo proteinas intracelulares, ou
membranares, a sua eventual identificacdo em amostras de saliva poderd acontecer por

esfoliacdo decorrente de morte celular ou lesao tecidular.
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Grafico 4: Representacdo das diferentes origens de recolha das amostras, a partir das quais foram
obtidas as proteinas associadas a carcinoma espinocelular e a lesdes pré-malignas . Para as diferentes
origens de recolha das amostras (lingua, mucosa, saliva total e SM/SL) é apresentado o n? de
proteinas identificadas em cada uma, em relaciao ao nimero total de proteinas.

Uma vez que estdvamos interessados em identificar os mecanismos moleculares
implicados em carcinoma espinocelular e em lesdes pré-malignas, o passo seguinte de andlise
da nossa base de dados (Tabela I) teve por objectivo organizar as proteinas de acordo com o0s
processos bioldgicos e respectivas vias de sinalizacdo em que participam. Esta organizacao
permite, como objectivo final, identificar quais sdo as proteinas que se apresentam com

quantidades alteradas face a situacdo normal, ou se eventualmente poderiam aparecer em
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qualquer das patologias, proteinas que ndo sejam expressas em situacdes normais. Uma vez
essas proteinas identificadas, relaciona-las com os biomarcadores de carcinoma espinocelular
e lesdes pré-malignas propostos pela literatura, permitird lancar luz sobre novos
biomarcadores ou corroborar os ja propostos. Neste contexto, foi importante comecar por
analisar qual a localizagdo celular das proteinas implicadas nas patologias. Assim, as
proteinas identificadas em carcinoma espinocelular e em lesdes pré-malignas foram
organizadas no Gréfico 5,de acordo com a ontologia componente celular (cellular component),

com recurso 2 ferramenta PANTHER (capitulo MATERIAL E METODOS, pigina 51).
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Grafico 5: Representacio da distribuicido das proteinas identificadas em carcinoma espinocelular
(colunas a vermelho) e lesdes pré-malignas (colunas a azul), pelos diferentes componentes
celulares: componente ribonucleoproteico (ribonucleoprotein complexo), componente
extracelular (extracellular), componente membranar (plasma membrane) e. componente
intracelular (intracellular).

Observando o Graficos 5, verifica-se que em ambas as patologias existe um maior nimero
de proteinas que sdo intracelulares. Entre o carcinoma espinocelular e as lesdes pré-malignas,
a diferenca mais evidente verifica-se ao nivel das proteinas que integram complexos
ribonucleoproteicos, que ndo estdo presentes em carcinoma espinocelular. Assumindo que as
proteinas extracelulares sdo as que mais facilmente poderdao passar para a saliva, ja que este
fluido banha constantemente toda a mucosa oral, tinhamos interesse em identificar as
proteinas desta origem. Utilizou-se novamente a ferramenta PANTHER (capitulo
MATERIAL E METODOS, pagina 51), para identificar as proteinas de origem extracelular
implicadas em carcinoma e em lesdes pré-malignas (Tabela 5).
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Tabela 5: Proteinas extracelulares identificadas como estando presentes (x) em carcinoma
espinocelular e em lesées pré-malignas.

Proteinas Carcinoma espinocelular Lesoes pré-malignas
Integrin beta-4 X X

Syndecan-1 X X

Tenascin X X

Protein Wnt-9“ X

Stromelysin X

Pela Tabela 5 verifica-se que apenas cinco proteinas do compoente extracelular foram
identificadas. Destas proteinas, a integrina beta-4 (integrin beta-4), o sindecano 1 (syndecan-
1), e a tenascina (tenascin) sdo comuns entre carcinoma espinocelular e lesdes pré-malignas.
A proteina Wnt-9a (protein Wnt-9a) € exclusiva de carcinoma espinocelular e a estromelisina
(stromelysin) de lesdes pré-malignas. A integrina beta-4 € uma proteina que actua como
receptor da laminina, promovendo a invasdo tumoral, através da regulacdo de vias de
sinalizacdo essenciais para a organizacdo do citoesqueleto celular.!''” O sindecano-1 estd
envolvido na ligacdo entre o citoesqueleto e a matriz extracelular e ja foi identificado como
estando em niveis elevados, no soro de pacientes com carcinoma hepatocelular. No entanto,
este € um ponto controverso na 1iteratura,“13] tanto que, analisando esta proteina na Tabela I
(caitulo ANEXOS, péagina 101), verifica-se que a sua expressao nao estd aumentada mas sim
diminuida, tanto no carcinoma espinocelular, como nas lesdes pré-malignas. A tenascina
intervém essencialmente em processos de adesdo celular e ja foi identificada em
adenocarcinoma e em carcinoma espinocelular do pulmdo, com niveis de expressao
aumentados.""'* Analisando a Tabela I, (capitulo ANEXOS, pdgina 101) verifica-se que esta
proteina foi identificada em lesdes pré-malignas e também apresenta expressao aumentada. A
proteina Wnt-9a estd presente numa via de sinalizacdo celular especifica, a via Wnt, que esta
envolvida em processos de carcinogénese.!'"” A estromelisina estd descrita como tendo um
papel fulcral nos processos de degradacao e formagdo de matriz extracelular e nas interacg¢des
célula-célula. Para além destes processos, esta proteina também intervém em vias de
sinalizacdo envolvidas no processo de metastizagdo tumoral.!''®! Verifica-se entdo que todas
as proteinas do componente extracelular, identificadas em carcinoma espinocelular e lesdes
pré-malignas da cavidade oral, ja foram descritas como estando associadas a processos de

carcinogénese.
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Para esclarecer quais os processos biolégicos em que estdo envolvidas as proteinas
identificadas em carcinoma espinocelular e lesdes pré-malignas, recorreu-se a ferramenta
PANTHER, na qual se geraram os Graficos 6 e 7 que apresentam os diferentes processos
bioldgicos nos quais estdo envolvidas as proteinas listadas na Tabela I (capitulo ANEXOS,
pagina 101), identificadas em carcinoma espinocelular e lesdes pré-malignas respectivamente.

Comparando os Gréficos 6 e 7, verifica-se uma distribui¢do semelhante das proteinas pelos
varios processos bioldgicos. No entanto, existem alguns processos bioldgicos que ndo sao
comuns a ambas as patologias, como: localizacio (localization), reprodugdo (reproduction) e
producdo de percursores metabolicos e energia (generation of precursor metabolites and
energy). Pensamos que a ndo identificacdo de proteinas correspondentes a alguns dos
processos bioldgicos, numa das patologias, deve-se ao facto de a grande maioria dos estudos,
serem dirigidos e nao de proteémica e, portanto, muito mais restritivos em termos do universo
de proteinas que pode ser detectado. Deste modo, o universo de proteinas identificadas é
bastante limitado, influenciando por isso a informacdo global sobre os processos biolégicos
presentes.

Um dos processos bioldgicos mais caracteristicos da malignizacdo celular consiste na
desregulacdo das vias apoptdticas. A apoptose é essencial para a manutengdao da homeostasia
celular e, uma vez alterados os mecanismos que a regulam, podem-se verificar duas situagoes:
inibicdo das vias de sinalizacdo apoptética ou activagdo excessiva dos processos apoptoticos.
No caso da carcinogénese, o que se verifica e uma ac¢io anti-apoptética, que pode ocorrer a
diferentes niveis e envolver diferentes vias de sinalizacdo. Esta ac¢do anti-apoptdtica vai
permitir que células com danos significativos, as células cancerigenas, se desenvolvam e
dividam, permitindo deste modo a evolucdo dos processos de caurcinogc’:nese.[3 133351 Baz entdo
sentido, analisar e procurar evidéncias relevantes, nomeadamente identificar entre as proteinas
identificadas em carcinoma espinocelular e em lesdes pré-malignas que compdem a por¢ao
correspondente a apoptose (apoptosis) dos Gréficos 6 e 7 respectivamente, quais as que se
encontram com expressdo alterada ou se eventualmente existem proteinas que apenas estao
presentes numa das patologias. Recorreu-se a ferramenta PANTHER (capitulo MATERIAL E
METODOS, pigina 51), para verificar quais as protefnas identificadas como implicadas nos
processos bioldgicos de apoptose (apoptosis) e também para averiguar se as mesmas
apresentam fung¢do inibidora ou promotora deste processo. Desta tarefa apurou-se que, para as

proteinas identificadas em carcinoma espinocelular, as envolvidas na apoptose s@o a survivina
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(baculoviral IAP repeat-containing protein 5), que € uma proteina anti-apoptdtica e a
interleucina-6 (interleukin-6) também anti-apoptdtica. No caso das lesdes pré-malignas,
verificou-se que as proteinas envolvidas na apoptose eram a survivina (baculoviral IAP
repeat-containing protein 5), com funcao anti-apoptética, a pS3 (cellular tumor antigen p53) ,
a protefna tumoral 63 (Tumor protein 63), ambas pré-apoptdticas, e a sub-unidade catalitica
tipo 3 da cinase-fosfatidilinositol 3 (Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3),
que integra um complexo anti-apoptético. Deste modo, € interessante verificar que entre as
proteinas associadas a apoptose, identificadas em carcinoma espinocelular e lesdes pré-

malignas existe uma proteina comum, a survivina (baculoviral IAP repeat-containing protein

5).

Carcinoma espinocelular

B apoptosis
M c=ll adhesion
B cell communication
cell cycle
cellular component organization

cellular process
developmental process

homegstatic proces

Immune system process

metabolic process
reproduction
response ko shimulus
gystem process

W transport

Grafico 6: Distribuicdo das proteinas identificadas em carcinoma espinocelular de acordo com os
processos bioldgicos em que estio envolvidas.
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Grafico 7:Distribuicio das proteinas identificadas em lesdes pré-malignas de acordo com os

processos biolégicos em que estio envolvidas.

Uma vez identificados os processos bioldgicos em que participam as proteinas implicadas

em carcinoma espinocelular e em lesdes pré-malignas foi importante saber se jd estavam

identificadas as vias de sinalizacdo em que estas proteinas podem estar envolvidas. O papel

conduzido por cada proteina numa determinada via de sinaliza¢do € crucial para o correcto

funcionamento dessa via. Se a proteina em questdo estiver expressa em maior ou menor

quantidade, o funcionamento dessa via estard comprometido.
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Grafico 8: Representacio das vias de sinaizacdo em que estdo envolvidas as proteinas
identificadas em carcinoma espinocelular.
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Grafico 9: Representacgao das vias de sinaiza¢do em que estio envolvidas as proteinas
identificadas em lesdes pré-malignas.

66




Como se verifica pela observacao dos Gréficos 8 e 9, para as proteinas identificadas em
carcinoma espinocelular ou em lesdes pré-malignas ainda sdo poucas as vias de sinalizacao
conhecidas e as quais podem ser associadas. A maioria das vias de sinalizagdo que foram
identificadas correspondem a vias comuns a varios tipos de cancro, nomeadamente cancro do
pancreas (pancreatic cancer), cancro do endométrio (endometrial cancer) ou melanoma.

Face as evidéncias resultantes da andlise feita anteriormente, relativa aos processos
bioldgicos, optou-se por centrar o estudo dos Graficos 8 e 9 nas vias associadas a cancro
(pathways in cancer) e a via da proteina p53 (p53 signaling pathway). Para estas duas vias de
sinalizagdo distintas, identificaram-se as proteinas que nelas intervém e, recorrendo a Tabela I
(capitulo ANEXOS, pagina 101), registou-se se as proteinas presentes apresentam expressao
aumentada ou diminuida ou se apenas estdo identificadas como estando presentes, se sao
exclusivas de carcinoma espinocelular ou de lesdes pré-malignas e se ja foram propostas
como biomarcadores. A organizagdo da informacdo referente as vias associadas a cancro
(pathways in cancer) e a via da p53 (p53 signaling pathway), esta patente nas Tabela 6 e
Tabela 7, respectivamente.

Analisando a Tabelas 6 constata-se que das proteinas identificadas em carcinoma
espinocelular, a interleucina 6 (interleukin-6), a catenina beta-1 (catenin beta-1), a caderina-1
(cadherin-1), a heat shock protein HSP 90-beta, a glutationa S transferase P (Glutathione S-
transferase P), a cinase 4 dependente de ciclina (cyclin-dependente kinase 4) e a interleucina
8 (interleukin-8) ja foram identificadas em saliva. A excepgdo da cadeia-alfa 1 de colagénio
(collagen-alpha 1 chain), da integrina alfa-V (integrin alfa-V), da proteina Wnt-6 (Wnt-6
protein), das isoformas 1,2 e 3 da proteina inibidora das ciclinas dependentes de cinases
(Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, isoforms 1/2/3) e da catenina beta-1 (catenin beta-1),
todas as outras proteinas identificadas em carcinoma espinocelular na Tabela 6 apresentam
expressdo aumentada. Ainda na Tabela 6 € possivel verificar que para o carcinoma
espinocelular, as proteinas j4 identificadas ou sugeridas como biomarcadores sdo a proteina
Wnt-6, a interleucina 6, a catenina beta-1, a proteina Wnt-9a, a integrina alfa-V, a heat shock
protein HSP 90-beta, a glutationa S transferase P, a placental growth factor e a interleucina 8.
As proteinas enumeradas anteriormente como biomarcadores, intervém numa multiplicidade
de processos biologicos, nao apresentando especificidade suficiente para serem bons
biomarcadores. No caso das lesdes pré-malignas, as proteinas identificadas na Tabela 6 como

estando ja identificadas em saliva sdo a caderina-1 e a cinase 4 dependente de ciclina. Na
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bibliografia analisada referente a lesdes pré-malignas, alguns dos estudos foram feitos em
lesdes com caracteristicas displdsicas, ndo sendo especificado o tipo de lesdo. Deste modo,
optou-se por identificar nas Tabelas 6 e 7 as diferentes entidades clinicas como displasia
epitelial oral ou com o nome da patologia quando especificado (leucoplasia, liquen plano).
Analisando este parametro na Tabela 6 verifica-se que todas as proteinas, excepto a integrina
alfa-V que foi identificada em leucoplasia e liquen plano, foram identificadas ou em lesdes de
displasia epitelial oral ou em leucoplasias. Para além disso, verifica-se também que apenas
trés proteinas ndo apresentam expressdo aumentada: a p53 (cellular tumor antigen p53), a
caderina-1 e as isoformas 1, 2 e 3 da proteina inibidora das ciclinas dependentes de cinases.
Para as lesOes pré-malignas, das proteinas envolvidas nas vias de sinalizagdo associadas a
cancro, apenas foram identificadas/sugeridas como biomarcadores a p53, a integrina alfa-V e
a prostaglandin G/H synthase 2.Tanto a integrina alfa-V como a prostaglandin G/H synthase
2 estao envolvidas em vdrias vias de sinalizacdo celular, ndo sendo especificas de um tnico
processo ou tecido que permita a sua associagdo inequivoca ao processo de malignizacao de
lesdes pré-malignas, ndo sendo deste modo marcadores especificos do mesmo. A p53 pode
ser mais interessante neste sentido ja que € uma proteina que intervém na regulacdo da
apoptose, tendo por isso um papel fulcral na progressdo cancerigena. De todas as proteinas
identificadas como estando envolvidas em vias associadas a cancro (pathways in cancer), sao
comuns a carcinoma espinocelular e a lesdes pré-malignas: as isoformas 1, 2 e 3 da proteina
inibidora das ciclinas dependentes de cinases, a survivina (baculoviral IAP repeat-containing
protein 5), o factor de transcri¢do (transcription factor AP-1), a caderina-1, a integrina alfa-V,
e a cinase 4 dependente de ciclina. Das proteinas anteriores, as unicas que apresentam
expressdo diminuida sdo as isoformas 1, 2 e 3 da proteina inibidora das cinases dependentes
de ciclinas, e apenas nas lesdes pré-malignas, estando todas as outras com expressao
aumentada. Apenas a integrina alfa-V ja foi proposta na literatura como biomarcador, tanto de
carcinoma espinocelular como de lesdes pré-malignas.

No caso da via de sinalizacdo associada a p53 (p53 signaling pathway), verifica-se na
Tabela 7 que as proteinas identificadas nesta via em carcioma espinocelular sdo a ciclina D1
especifica de G1/S (G1/S specific cyclin DI), a cinase 4 dependente de ciclina, a proteina
sigma 14-3-3 (14-3-3 protein sigma), a serpina BS (serpin B5), a cinase 6 dependente de
ciclina (cyclin dependent cinase 6) e as isoformas 1,2 e 3 da proteina inibidora das cinases

dependentes de ciclinas. As proteinas envolvidas na via de sinalizacdo associada a p53,
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identificadas em lesdes pré-malignas sdo a p53, a serpina B35, a cinase 4 dependente de ciclina
e as isoformas 1,2 e 3 da proteina inibidora das cinases dependentes de ciclinas. Das
anteriores, apenas a serpina B5 e a cinase 4 dependente de ciclina ja foram identificadas em
saliva. As proteinas comuns entre carcinoma espinocelular e lesdes pré-malignas sdo: a cinase
4 dependente de ciclina, a serpina B5 e as isoformas 1,2 e 3 da proteina inibidora das cinases
dependentes de ciclinas. Das anteriores, todas apresentam expressdo aumentada, excepto a
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, isoforms 1/2/3, que foi identificada como estando
apenas presente em carcinoma espinocelular e diminuida em lesdes pré-malignas.Para além
disso, nenhuma foi ainda proposta como biomarcador quer de carcinoma espinocelular, quer

de lesOes pré-malignas.
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Tabela 6: Proteinas identificadas em carcinoma espinocelular e lesées pré-maligna, envolvidas em vias associadas a cancro (pathways in cancer).

Nome Presente na saliva Tipo de lesao AumentadaRIf;illﬂﬁj:i:l)a Presente Exclusiva | Biomarcador
G 1/S-specific cyclin-D1 carcinoma espinocelular |x
Protein Wnt-6 carcinoma espinocelular X X X
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, isoforms 1/2/3 carcinoma espinocelular X
interleukin-6 X carcinoma espinocelular |x X X
Catenin beta-1 X carcinoma espinocelular X X
= Protein Wnt-9a carcinoma espinocelular |x X X
s Collagen-alpha I chain carcinoma espinocelular X X
§ Baculoviral IAP repeat-containing protein 5 carcinoma espinocelular
§_ Transcription factor AP-1 carcinoma espinocelular |x
i Cadherin-1 X carcinoma espinocelular X
g Integrin alpha-V carcinoma espinocelular |x X
;E, Heat shock protein HSP 90-beta X carcinoma espinocelular |x X
= Glutathione S-transferase P X carcinoma espinocelular |x X
© Cyclin-dependent kinase 4 X carcinoma espinocelular |x
Cyclin-dependent kinase 6 carcinoma espinocelular |x X
Placenta growth factor carcinoma espinocelular |x X X
Proto-oncogene c-Fos carcinoma espinocelular |x X
Interleukin-8 X carcinoma espinocelular |x X X
Signal transducer and activator of transcription 3 carcinoma espinocelular |x X
Baculoviral IAP repeat-containing protein 5 displasia epitelial oral X
Cellular tumor antigen p53 displasia epitelial oral X X X
" Transcription factor AP-1 leucoplasia X
g Cadherin-1 X leucoplasia X
%‘J Integrin alpha-V leucoplasia, liqguen plano |x X
£ Prostaglandin G/H synthase 2 leucoplasia X X
E Cyclin-dependent kinase 4 X leucoplasia
é Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, isoforms 1/2/3 displasia epitelial oral X
53 Vascular endothelial growth factor A displasia epitelial oral X X
Nitric oxide synthase, inducible displasia epitelial oral X X
Epidermal growth factor receptor displasia epitelial oral X X
Transforming growth factor beta-1 leucoplasia X X
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Tabela 7: Proteinas identificadas em carcinoma espinocelular e lesdes pré-maligna, envolvidas em vias associadas a p53 (p53 signaling pathways).

Regulacio
Nome Presente na saliva |Tipo de lesao g = g‘. Exclusiva |Biomarcador
aumentada |diminuida |presente

G 1/S-specific cyclin-DI carcinoma X X X
E Cyclin-dependent kinase 4 X carcinoma X
=
2
g
g 14-3-3 protein sigma X carcinoma X X X
g
]
§ Serpin BS X carcinoma X
'S
S
s
© Cyclin-dependent kinase 6 carcinoma X X

Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, isoforms 1/2/3 carcinoma X

Cellular tumor antigen p53 displasia epitelial oral X X X
g
c
20
T'Eq Serpin BS X displasia epitelial oral |x
D
S
2,
@ Cyclin-dependent kinase 4 X leucoplasia X
i
-

Cyclin-dependent kinase inhibitor 24, isoforms 1/2/3

displasia epitelial oral
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Tendo identificado as proteinas envolvidas nas vias de sinalizagdo associadas a cancro
(pathways in cancer) e a via da p53 (p53 signaling pathway), e sabendo que a carcinogénese
estd directamente associada com a desregulacdo dos processos apoptdticos, importa perceber
quais os principais mecanismos de regulacdo da mesma, averiguando se alguma das proteinas
identificadas como comuns entre as duas entidades clinicas, estd envolvida nestes processos.

Existem entdo trés niveis distintos de regulacdo da apoptose: regulacdo da permeabilidade
membranar da mitocondria pela familia BCL-2; regulac@o da cascata de caspases pelas IAPs;
regulacdo apoptética pela proteina c- FLIP. %

Regulacdo da permeabilidade membranar da mitocOndria pela familia BCL-2: os

mecanismos de regulacio das proteinas da familia BLC-2 permitem alterar a estabilidade das
mesmas ou a sua capacidade de ligacdo a outras proteinas. Deste modo, em resposta a
diferentes estimulos, as proteinas podem ser activadas ou ndo, permitindo alternar a
permeabilidade da membrana mitocondrial e controlando assim os processos de apoptose. As
proteinas BH3 t€ém uma funcdo pré-apoptdtica quer pela inactivagdo das proteinas anti-
apoptoticas BCL-2, quer pela activacdo das proteinas pré-apoptédticas BAX e BAK. Uma
alteracdo no equilibrio entre estes dois mecanismos pode levar a que as células ndo
respondam a estimulos apoptéticos. E o que se verifica nos processos cancerigenos, as células
nao sofrem apoptose, porque se verifica ou um aumento da actividade das proteinas anti-
apoptoticas BCL-2 ou uma inibi¢do da actividade das proteinas pré-apoptdticas ou ambos,

sendo deste modo conseguida uma progressio da carcinogénese.’!

Estas alteracdes
provavelmente devem-se a alteracdes genéticas e epigenéticas, a nivel dos genes que
codificam as proteinas envolvidas nestas vias, tendo j& sido verificadas em varios tipos de
cancro, incluindo cancro do colon e linfomas. Um aumento na expressdo das proteinas anti-
apoptoticas BCL-2 ja foi verificado em diversos tipos de cancro: leucemia linfoblastica aguda,
leucemia miel6ide aguda, glioblastoma, melanoma e cancro da préstata. Verificou-se também
que a proteina BCL-X| tinha a expressio aumentada em mieloma multiplo, adenoma
colorectal, cancro pancredtico e sarcoma de Kaposi. A expressdo aumentada das proteinas
anti-apoptoéticas € causada por danos no ADN, que podem ser por exemplo, translocagcao de
cromossomas ou amplificacdes de genes. 1*!

Regulacdo da cascata de caspases pelas IAPs: A degradacdo proteolitica é essencialmente

controlada pela cascata de caspases envolvidas nos processos apoptoticos, sendo por isso
necessarios mecanismos de regulacdo desta via. As proteinas da familia IAP, nomeadamente

NAIP, XIAP, cIAP1, cIAP2, ILP2, livina e survivina, possuem pelo menos um dominio
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estrutural BIR (baculovirus IAP repeat), responsdvel pela regulacdo das interac¢des com
outras proteinas, incluindo as caspases, as quais podem ser inibidas por este mecanismo. As
proteinas cIP1 e cIAP2 apresentam expressao desregulada em processos cancerigenos, tendo
sido verificada uma ampliacdo dos genes codificadores das mesmas, em varios tipos de
cancro, incluindo no mieloma multiplo. A XIAP € a proteina desta familia com maior
potencial anti-apoptético, podendo inibir a activagdo das caspases efectoras 3 e 7 e da caspase
iniciadora 9. A desregulacdo funcional das IAPs, incluindo a XIAP, estd descrita em varios
cancros e estd associada a estados de desenvolvimento cancerigenos avancados, bem como a
progndsticos muito reservados. Um dos mecanismos propostos para o aumento da funcao
anti-apoptotica da XIAP, envolve a co-expressdo da survivina. A survivina apresenta duas
funcdes: ligacdo ao complexo DIABLO/SMAC de modo a impedir a inibi¢do da XIAP por
este complexo; ligacdo a XIAP formando um complexo que aumenta a estabilidade da XIAP,
diminuindo a degradacdo desta e potenciando a inibicdo da cascata de caspases. Estas fun¢des
da survivina estdo associadas ao crescimento tumoral rdpido e a processos de metastizacao
através da activacdo de vias de sinalizacdo especificas. A survivina, ao contrdrio das outras
IAPs, ainda ndo foi identificada em células normais, apenas em células cancerigenas, estando
associda a prognésticos reservados.”” Face aos resultados obtidos da andlise dos Graficos 9 e
10 e das Tabelas 6 e 7, esta evidéncia € fulcral, j4 que a survivina estd identificada nas vias
associadas a cancro (pathways in cancer), em carcinoma espinocelular e lesdes pré-malignas,
apresentando expressao aumentada em ambos. Para ter uma visdo mais ampla dos processos
em que a survivina estd envolvida recorreu-se a ferramenta KEGG, de onde foi obtida a
Figura 16 na qual se observa que a survivina (evidenciada a vermelho) esta associada a vias
de inibi¢do da apoptose (evading apoptosis).

Regulacdo apoptética pela protina c- FLIP: A c-FLIp é uma proteina recrutada pelo complexo

DISC, que regula a activagdo da caspase 8, e da qual sdo conhecidas trés isoformas: c-FLIP |,
c-FLIP g e c-FLIP r . Quando a expressdo destas proteinas estd aumentada, as trés isoformas
sdo recrutadas para o complexo DISC e bloqueiam a activagdo da caspase 8. Um aumento da
expressao destas proteinas ja foi identificado em melanoma, carcinoma hepatocelular, cancro
do endométrio, cancro do célon e cancro da prdstata. Para além da fungao anti-apoptética, a c-
FLIP estd associada a vias de sinalizacdo que promovem a proliferacdo e migracdo celular,

podendo estar envolvida nos processos de metastizagﬁo.m]
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A serpina B5 ou maspina (serpin B5/maspin) pertence a familia das proteases serinicas e
estd presente em diferentes tipos de epitélios, apresentando uma fun¢do inibidora das
proteases serinicas, envolvida em vias de regulacdo da degradacdo da matriz extracelular.
Existem evidéncias de que esta proteina se encontra aumentada em vdrios tipos de cancro,
actuando como um supressor tumoral a nivel da inibicdo dos processos de metastizacdo.!'"”
Observando a Figura 17, obtida através da ferramenta KEGG, que representa a via de
sinalizacdo da pS53 (p53 signaling pathway), verifica-se que a serpina BS (maspin), estd
envolvida na via que culmina com a inibi¢ao da angiogénese e dos processos de metastizacao
(inhibition of angiogenesis and metastasis). Deste modo, faria sentido que a sua expressao

117 o
M7 yerificando-se

estivesse diminuida em cancro. No entanto este facto ainda € controverso,
por exemplo, na Tabela 7, que a serpina B5 apresenta expressdo aumentada.

Portanto, ambas as proteinas, survivina e serpina B5, mostram evidéncias interessantes:
estdo associadas a mecanismos de regulacdo da apoptose essenciais para a carcinogénese,
estdo identificadas em carcinoma espinocelular e em lesdes pré-malignas e apresentam
expressdo aumentada, ndo tendo sido nenhuma das duas proposta como biomarcador até a
data. Por um lado a survivina € mais especifica, estando envolvida num mecanismo de
regulacdo da apoptose e tendo sido identificada apenas em células tumorais. No entanto, ainda
nao foi identificada na saliva, o que ndo quer dizer que ndo esteja presente. Por outro lado, a
serpina BS5, apesar de ser menos especifica no que diz respeito ao tipo de células onde se
encontra (estd presente em varios epitélios), ja foi identificada em saliva. S3o assim bons

candidatos para biomarcadores do processo de malignizag¢ao, que podem indicar situagdes em

que ha perda da regulacdo de mecanismos essenciais a homeostase celular.
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5.CONCLUSOES

O carcinoma espinocelular € o tipo de cancro mais comum da cavidade oral. A progressao
rdpida e o prognéstico reservado sdo duas caracteristicas que tém fomentado o
desenvolvimento de estudos direccionados para o diagndstico precoce deste tipo de cancro.
As lesdes pré-malignas sdao um conjunto de entidades clinicas que tém potencial de
malignizacdo, podendo originar carcinomas de células escamosas. Neste sentido,
compreender as evidéncias moleculares envolvidas nos processos de malignizacdo sdo um
factor chave para o posterior desenvolvimento de ferramentas de diagndstico precoce, como
os biomarcadores.

A saliva apresenta-se como um fluido corporal, que pode ser obtido por métodos nao-
invasivos, apresentando assim um potencial imenso em aplicacdes biomédicas como o
diagéstico precoce através de biomarcadores. Apesar de algumas limitagcdes que apresenta, a
saliva € um bom meio de andlise, permitindo por um lado, maior cooperacao por parte dos
pacientes e, por outro, andlises dinamicas, com especificidade bastante satisfatoria e sem
necessidade de grandes quantidades de material bioldgico. Neste sentido, uma parte
importante deste trabalho baseou-se na interaccao com a base de dados OralOme, com a qual
foram comparados os dados recolhidos e identificadas as proteinas ja identificadas em saliva.

Tendo em conta o estado da arte no que diz respeito a biomarcadores para o processo de
malignizacdo de lesOes pré-malignas, neste trabalho foi feita uma recolha de informagao
relevante sobre proteinas identificadas em carcinoma espinocelular e lesdes pré-malignas da
cavidade oral. Ap6s todo o trabalho realizado, estando elucidados os processos bioldgicos e as
vias de sinalizacdo comprometidas no processo de malignizacdo das lesdes pré-malignas,
identificaram-se duas proteinas-chave associadas a vias apoptéticas, que ndo estdo ainda
propostas na literatura actual, como biomarcadores: a serpina BS (serpin B5) e a survivina
(baculoviral IAP repeat-containing protein 5). Propdem-se entao estas duas proteinas como
possiveis biomarcadores do processo de malignizacdo das lesdes pré-malignas. Para além
desta proposta de dois biomarcadores, este trabalho permitiu também recolher informacao
relevante para enriquecer o OralCard, no que diz respeito ao perfil proteico do cancro oral,
especificamente do carcinoma espinocelular, e das lesdes pré-malignas que podem estar na

sua origem.
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6. TRABALHO FUTURO

As evidéncias obtidas com a realizacdo deste trabalho indicam que ainda hd muito para
desenvolver, nomeadamente na identificacdo de biomarcadores para o processo de
malignizacdo das lesdes pré-malignas da cavidade oral. Neste sentido e de acordo com os
resultados obtidos, o trabalho futuro deve ser direccionado para o desenvolvimento de
procedimentos experimentais para a identificacdo das proteinas serpina BS (serpin B5) e a
survivina (baculoviral IAP repeat-containing protein 5), baseados preferencialmente na
utilizacdo de anticorpos especificos para estas proteinas. Propde-se a elaboracdao de
metodologias para desenvolvimento de um estudo transversal numa populagdo representativa,

de modo a apreciar o significado clinico destes possiveis biomarcadores.
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ANEXOS

Nesta sec¢do sao apresentadas: a lista de proteinas de carcinoma espinocelular e lesdes pré-
malignas, organizadas de acordo com as diferentes fontes de recolha a partir das quais foram
obtidas (Lista 1), a lista de proteinas de carcinoma espinocelular e lesdes pré-malignas
divididas de acordo com o componente celular (cellular component) a que pertencem (Lista
2) e lista de proteinas de carcinoma espinocelular e lesdes pré-malignas divididas de acordo
com as vias de sinalizac@o celular (pathways) em que estdo envolvidas (Lista 3), a lista de
proteinas identificadas em carcinoma espinocelular e lesdes pré-malignas da cavidade oral,

elaborada para o desenvolvimento deste trabalho (Tabela I),

Lista 1: Lista de proteinas de carcinoma espinocelular e lesoes pré-malignas,
organizadas de acordo com as diferentes fontes de recolha a partir das quais foram

obtidas.

Carcinoma

Lingua: C-Myc-binding protein, Catenin beta-1 , Polycomb complex protein BMI-1 , Zinc
finger protein SNAII

Mucosa:Integrin beta-1-binding protein 1 , Telomerase reverse transcriptase , Protein Wnt-
9a , Beta-defensin 4A , Baculoviral IAP repeat-containing protein 5, Group 10 secretory
phospholipase A2 , Kallikrein-10, Kallikrein-8 , 26S proteasome non-ATPase regulatory
subunit 10, Zinc finger protein SNAIl Cystatin-A, Proto-oncogene c-Fos, Collagen alpha-
1(1V) chain, Annexin Al, Protein S100-A8, Transcription factor AP-1 , Keratin, type Il
cytoskeletal 8, Integrin alpha-V, Heat shock 70 kDa protein 1A/1B, Heat shock protein HSP
90-beta, Annexin A5, Glutathione S-transferase P, SPARC, Annexin A4 , C-C motif
chemokine 3, Annexin A3, Cadherin-1, C-C motif chemokine 2 , C-C motif chemokine 5,
Keratin, type I cytoskeletal 10, Keratin, type I cytoskeletal 13, Annexin A8, CD44 antigen,
Integrin beta-4, Syndecan-1, Keratin, type Il cytoskeletal 4, Cadherin-3 , Prostaglandin G/H
synthase 1, Inositol-trisphosphate 3-kinase A, G1/S-specific cyclin-D1 , Tenascin, Protein
S100-A2, Protein S100-A7, 14-3-3 protein sigma, Protein S100-All, Catenin beta-1,

Polycomb complex protein BMI-1, Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, isoforms 1/2/3 ,
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Antigen KI-67, Stromal cell-derived factor 1, Placenta growth factor, Kallikrein-7,
Cadherin-11, Neutrophil defensin 1, Neutrophil defensin 3, Proteasome activator complex
subunit 3, Histone H4, C-C motif chemokine 7, Beta-defensin 103, Proteasome activator
complex subunit 1, Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase E, Mitogen-activated
protein kinase kinase kinase 1, Fibroblast growth factor-binding protein 1, Periostin , C-C
motif chemokine 14, C-C motif chemokine 15, Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic
subunit type 3, Protein S100-A16, C-Myc-binding protein, C-C motif chemokine 13,
PRKCA-binding protein, Proteasome activator complex subunit 2, Kallikrein-5, Protein Wnt-
6

Saliva total:Interleukin-6, Interleukin-8, CD44 antigen

Glandulas submandibular e sublingual: Cystatin-A

Lesoes pré-malignas

Lingua: Keratin, type I cytoskeletal 13, Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, isoforms 1/2/3
Mucosa:Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3, Keratin, type II cytoskeletal 8,
Integrin alpha-V, Cadherin-1, Telomerase protein component 1, Integrin alpha-V, Integrin
beta-1-binding protein 1, Telomerase reverse transcriptase , Baculoviral IAP repeat-
containing protein 5, Group 10 secretory phospholipase A2 , 26S proteasome non-ATPase
regulatory subunit 10, Annexin Al, Cellular tumor antigen p53, Protein S100-AS,
Transcription factor AP-1 , Stromelysin-1, Keratin, type I cytoskeletal 19, Annexin AS5,
Annexin A4, C-C motif chemokine 3, Proliferating cell nuclear antigen, Annexin A3, X-ray
repair cross-complementing protein 6, X-ray repair cross-complementing protein 5, C-C
motif chemokine 2, C-C motif chemokine 5, Keratin, type I cytoskeletal 10Keratin, type [
cytoskeletal 13, Annexin A8, NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1, Vascular endothelial
growth factor A, CD44 antigen, Integrin beta-4, Syndecan-1, Keratin, type II cytoskeletal 4,
Prostaglandin G/H synthase 1, Protein S100-All, Nitric oxide synthase, inducible Cyclin-
dependent kinase inhibitor 2A, isoforms 1/2/3, Antigen KI-67, Stromal cell-derived factor 1,
DNA replication licensing factor MCM?2, Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M,
Proteasome activator complex subunit 3, Neutrophil gelatinase-associated lipocalin,
Fibroblast growth factor-binding protein 1, C-C motif chemokine 14, C-C motif chemokine 15,
Podoplanin, Protein S100-A16, C-C motif chemokine 13, Tumor protein 63, Interleukin-36

alpha , Proteasome activator complex subunit 2
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Saliva Total: Protein S100-A8 , X-ray repair cross-complementing protein 6, X-ray repair
cross-complementing protein 5, NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1, Heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein M, Neutrophil gelatinase-associated lipocalin, Interleukin-36

alpha

Lista 2: Lista de proteinas de carcinoma espinocelular e lesoes pré-malignas organizadas

de acordo com o componente celular a que pertencem.

Carcinoma

Intracelular (intracellular):Keratin, type Il cytoskeletal 8; Keratin, type I cytoskeletal 13;

Catenin beta-1

Membrana plasmaética (plasma membrane):CD44 antigen

Extracelular (extracelular):Integrin beta-4,; Syndecan-1; Tenascin, Protein Wnt-9*

Lesoes pré-malignas

Intracelular (intracellular):Keratin, type Il cytoskeletal 8; Keratin, type I cytoskeletal 13;

Keratin, type I cytoskeletal 10; Keratin, type Il cytoskeletal 4; Syndecan-1; Keratin, type I
cytoskeletal 19

Membrana plasmadtica (plasma membrane):CD44 antigen

Extracelular (extracellular):Integrin beta-4, Syndecan-1; Stromelysin-1

Complexo ribonucleioproteico (ribonucleoprotein _complex): Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein M

Lista 3: Lista de proteinas de carcinoma espinocelular e lesoes pré-malignas organizadas

de acordo com os processos biologicos em que estao envolvidas

Carcinoma

Adesio celular (cellular adhesion): Catenin beta-1

Processos do sistema imuldgico (immune system process): Kallikrein-10, Glutathione S-
transferase P, Protein S100-A2, Beta-defensin 2, Interleukin-6, CCLS, Prostaglandin G/H
synthase 1, CCL15, C-C motif chemokine 2, CCLI4, Heat shock 70 kDa protein 1, Protein
S100-A8, Heat shock protein HSP 90-beta, MIP-I-alpha, Annexin AS, Integrin beta-4,

Syndecan-1, Placenta growth factor, C-C motif chemokine 7, Proto-oncogene protein c-fos
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Ciclo celular (cell cycle): Kallikrein-8, Protein S100-A2, Kallikrein-7, Protein S100-A7,

G1/S-specific cyclin-D1, Transcription factor AP-1, Placenta growth factor, Protein S100-
Al6, Proto-oncogene protein c-fos, 14-3-3 protein sigma, Protein S100-Al1

Processos metabdlicos (metabolic process): Kallikrein-10, Kallikrein-8, Zinc finger protein

SNAII, Annexin Al, Annexin A5, Annexin A4, Kallikrein-7, Proteasome activator complex
subunit 2, Beta-defensin 2, Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1, Protein S100-
A7, Proteasome activator complex subunit 1, Heat shock 70 kDa protein 1, Histone H4, C-
Myc-binding protein, Kallikrein-5, Telomerase reverse transcriptase, Transcription factor
AP-1, Heat shock protein HSP 90-beta, Annexin A8, Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic
subunit type 3, Proteasome activator complex subunit 3Protein S100-A16, Proto-oncogene
protein c-fos, Annexin A3, Polycomb complex protein BMI-1, Beta-defensin 103, Group 10
secretory phospholipase A2, 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 10, Cystatin-A,
Protein S100-Al1

Processos do desenvolvimento (developmental process): Kallikrein-8, Keratin, type II

cytoskeletal 8, Kallikrein-7, Keratin, type I cytoskeletal 13, Cadherin-11, Periostin, Keratin,
type I cytoskeletal 10, Keratin, type Il cytoskeletal 4, Syndecan-1, Tenascin, Placenta growth
factor, Proto-oncogene protein c-fos, IL-8

Processos homeostaticos (homeostatic process): CCL15, HCC-1

Resposta a estimulos (response to stimulus): Kallikrein-10, Glutathione S-transferase P,

Beta-defensin 2, CCL5, CCL15, C-C motif chemokine 2, CCLI4, Heat shock 70 kDa protein 1,

Heat shock protein HSP 90-beta, CCL3, Annexin A8, Integrin beta-4, Placenta growth factor,
C-C motif chemokine 7, Beta-defensin 103, C-C motif chemokine 13, short chain, IL-8
Reproducdo (reproduction): G1/S-specific cyclin-D1

Processos do sistema celular (system process): Periostin

Apoptose (apoptosis): Baculoviral AP repeat-containing protein 5, Interleukin-6,

Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3

Organizagdo do component cellular(cellular component organization): Keratin, type II

cytoskeletal 8, Keratin, type I cytoskeletal 13, Histone H4, Keratin, type I cytoskeletal 10,
Keratin, type Il cytoskeletal 4

Transporte  (transport): Annexin Al, Annexin A5, Annexin A4, Annexin AS,

Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3, Annexin A3
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Comunicacao cellular (cell communication): Annexin Al, Annexin A5, Annexin A4, Protein
S100-A2, Interleukin-6, CCL5, CCL15, CCL2, Catenin beta-1, Cadherin-11, CCLI14, Protein
Wnt-6, Periostin, Protein S100-AS8, Transcription factor AP-1, Annexin A8, CCL3,

Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3, PRKCA-binding protein, Integrin beta-
4, Syndecan-1, Tenascin, Placenta growth factor, Protein S100-A16, CCL7, Protein Wnt-9°,
Annexin A3, E-Cad/CTF3, CD44 antigen, Cadherin-3, 14-3-3 protein sigma, CCLI13, Group
10 secretory phospholipase A2, IL-8

Lesoes pré-malignas
Adesao cellular (cell adhesion): Integrin alpha-V light chain, Integrin beta-4, Syndecan-1, E-
Cad/CTF3, CD44 antigen

Processos do sistema imunoldgico (immune system process): Neutrophil gelatinase-

associated lipocalin, Interleukin-1 family member 6, ATP-dependent DNA helicase 2 subunit
1, Prostaglandin G/H synthase 1, CCL5, CCLI15, CCL2, CCLI4, Protein S100-A8, CCL3,
Annexin A8, ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 2, Vascular endothelial growth factor A,
Integrin beta-4, Syndecan-1, CD44 antigen, CCL13

Ciclo celular (cell cycle): Cellular tumor antigen p53, Tumor protein 63, JUN, Vascular

endothelial growth factor A, Protein S100-A16, Proliferating cell nuclear antigen, Protein
S100-Al1, DNA replication licensing factor MCM?2

Processos metabdlicos (metabolic process).Telomerase protein component 1, Annexin AS,

Annexin A4, Neutrophil gelatinase-associated lipocalin, Proteasome activator complex
subunit 2, Cellular tumor antigen p53, ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 1,
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M, Tumor protein 63, Nitric oxide synthase,
inducible, Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3, Telomerase reverse
transcriptase, JUN, Annexin AS, ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 2, Proteasome
activator complex subunit 3, Protein S100-A16, Proliferating cell nuclear antigen, Annexin
A3, Group 10 secretory phospholipase A2, 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit
10, Stromelysin-1, Protein S100-Al1, DNA replication licensing factor MCM?2

Producdo de energia e percurssores metabdlicos (generation of percursor metabolites and

energy): Nitric oxide synthase, inducible
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Processos de desenvolvimento (developmental process): Keratin, type Il cytoskeletal 8,

Keratin, type I cytoskeletal 13, Keratin, type I cytoskeletal 10, Keratin, type Il cytoskeletal 4,
Vascular endothelial growth factor A, Syndecan-1, Keratin, type I cytoskeletal 19

Processos de homeostasia (homeostatic process): CCL15, CCL14

Resposta a estimulos(response to stimulus): Interleukin-1 family member 6, CCLS5, CCLI5,
CCL2, CCLI4, CCL3, Annexin A8, Vascular endothelial growth factor A, Integrin beta-4,
CCLI3

Processos do sistema celular (system process):Neutrophil gelatinase-associated lipocalin

Apoptose (apoptosis): Baculoviral IAP repeat-containing protein 5, Cellular tumor antigen

pS53

Organizagdo do component celular (cellular component organization): Keratin, type II

cytoskeletal 8, Keratin, type I cytoskeletal 13, Keratin, type I cytoskeletal 10, Keratin, type 11
cytoskeletal 4, Keratin, type I cytoskeletal 19

Tranporte (transport): Annexin A5, Annexin A4, Neutrophil gelatinase-associated lipocalin,

Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3, Annexin A8, Annexin A3

Localizacgdo (localization): Telomerase protein component 1

Processos celulares (cellular process): Keratin, type Il cytoskeletal 8, Annexin A5, Annexin A4,

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin, Interleukin-1 family member 6, Cellular tumor
antigen p53, CCLS5, CCLI15, CCL2, CCLI14, Keratin, type I cytoskeletal 13, Tumor protein 63,
Nitric oxide synthase, inducible, Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3,
Protein S100-A8, JUN, CCL3, Keratin, type I cytoskeletal 10, Annexin AS, Keratin, type Il
cytoskeletal 4, Integrin alpha-V light chain, Vascular endothelial growth factor A, Integrin
beta-4, Syndecan-1, Protein S100-Al16, E-Cad/CTF3, Keratin, type I cytoskeletal 19,
Proliferating cell nuclear antigen, Annexin A3, CD44 antigen,CCLI13, Group 10 secretory
phospholipase A2, Protein S100-Al1, DNA replication licensing factor MCM?2

Comunicagdo cellular (cellular communication):Annexin A5, Annexin A4, Neutrophil

gelatinase-associated lipocalin, Interleukin-1 family member 6, CCL5, CCL15, CCL2, CCLI4,

Nitric oxide synthase, inducible, Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3,
Protein S100-A8, JUN, CCL3, Annexin A8, Annexin A8, Integrin beta-4, Syndecan-1, Protein
S100-A16, E-Cad/CTF3, Annexin A3, CD44 antigen, CCLI3, Group 10 secretory
phospholipaseA?2.
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Tabela I: Lista de proteinas identificadas até a data em carcinoma espinocelular e lesdes pré-malignas da cavidade oral.
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proteémica

19118452

19691830

P04083

Annexin
Al

68009062

diminuida

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

protedmica

20205380

19691830

P04083

Annexin

68009062

diminuida

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

protedémica

21794177

19691830

P04083

Annexin
Al

68009062

diminuida

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

proteémica

19364392

19691830

P04083

Annexin

68009062

diminuida

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

proteémica

16568407

19691830

P04083

Annexin
Al

68009062

diminuida

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

protedmica

18829504

19691830

P04083

Annexin
Al

68009062

diminuida

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

protedmica

19253063

19691830

P04083

Annexin

68009062

diminuida

bidpsia

electrofore
se 2D/
espectome

protedmica

15473691

19691830
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tria de
massa

P04083

Annexin
Al

68009062

diminuida

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

proteémica

15800970

19691830

P04083

Annexin

68009062

diminuida

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

proteémica

16103422

19691830

P04083

Annexin
Al

68009062

diminuida

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

protedmica

17614365

19691830

P04083

Annexin
Al

68009062

diminuida

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

protedmica

18361515

19691830

P04083

Annexin
Al

68009062

diminuida

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

proteémica

19199708

19691830

P04083

Annexin
Al

68009062

diminuida

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

proteémica

19297561

19691830

P05109

Protein
S100-A8

68009062

aumentada

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

protedmica

20052393

19691830

P05109

Protein
S100-A8

68009062

aumentada

bidpsia

electrofore
se 2D/

protedmica

17722226

19691830
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espectome
tria de
massa

P05109

Protein
S100-A8

68009062

aumentada

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

protedmica

20585025

19691830

P05109

Protein
S100-A8

68009062

aumentada

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

proteémica

20149214

19691830

P05109

Protein
S100-A8

68009062

aumentada

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

proteémica

21794177

19691830

P05109

Protein
S100-A8

68009062

aumentada

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

protedmica

18939961

19691830

P05109

Protein
S100-A8

68009062

aumentada

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

protedmica

17968930

19691830

P05109

Protein
S100-A8

68009062

aumentada

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

proteémica

19364392

19691830

P05109

Protein
S100-A8

68009062

aumentada

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

proteémica

21035601

19691830

P05109

Protein

68009062

aumentada

bidpsia

electrofore

proteémica

18829504

19691830
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S100-A8 se 2D/
espectome
tria de
massa
Interleukin . RT-
P05231 6 68009062 | aumentada 49,3 drooling PCR/ELIS
method A 15313862
Transcripti . .
P05412 | on factor 68009062 | aumentada biopsia | munohist 16050486
oquimica
AP-1
Keratin,
pos7g7 | Wpell 68009062 | aumentada biopsia | munohist 20205380 | 18803884
cytoskelet oquimica
al 8
Keratin,
pos7g7 | el 68009062 | aumentada biopsia | munohist 19364392 | 18803884
cytoskelet oquimica
al 8
Keratin,
pos7g7 | Wpell 68009062 | aumentada biopsia | \munohist 17614365 | 18803884
cytoskelet oquimica
al 8
Po6756 | Imeerin 68009062 | aumentada biopsia | unofluo 10780523
alpha-V rescéncia
Heat electrofore
shock 70 se 2D/
P08107 kDa 68009062 | aumentada bidpsia espectome | proteémica 21794177 | 19691830
protein tria de
1A/1B massa
Heat electrofore
shock 70 se 2D/
P08107 kDa 68009062 | aumentada bidpsia espectome | proteémica 19364392 | 19691830
protein tria de
1A/1B massa
Heat electrofore
shock 70 se 2D/
P08107 kDa 68009062 | aumentada bidpsia espectome | proteémica 18829504 | 19691830
protein tria de
1A/1B massa
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Heat electrofore
shock 70 se 2D/
P08107 kDa 68009062 | aumentada bidpsia espectome | proteémica 19297561 | 19691830
protein tria de
1A/1B massa
Heat electrofore
shock 70 se 2D/
P08107 kDa 68009062 | aumentada bidpsia espectome | proteémica 15800970 | 19691830
protein tria de
1A/1B massa
Heat electrofore
shock 70 se 2D/
P08107 kDa 68009062 | aumentada bidpsia espectome | proteémica 16103422 | 19691830
protein tria de
1A/1B massa
Heat electrofore
shock 70 se 2D/
P08107 kDa 68009062 | aumentada bidpsia espectome | proteémica 17614365 | 19691830
protein tria de
1A/1B massa
Heat electrofore
shock 70 se 2D/
P08107 kDa 68009062 | aumentada bidpsia espectome | proteémica 18361515 | 19691830
protein tria de
1A/1B massa
Heat electrofore
shock 70 se 2D/
P08107 kDa 68009062 | aumentada bidpsia espectome | proteémica 19199708 | 19691830
protein tria de
1A/1B massa
Heat electrofore
shock se 2D/
P08238 protein 68009062 | aumentada bidpsia espectome | proteémica 19691830
HSP 90- tria de
beta massa 19118452
Heat electrofore
pog2zg | Shock 68009062 | aumentada bidpsia 8¢ 2D/ | e6mica 19691830
protein espectome
HSP 90- tria de 17614365
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beta massa
Heat electrofore
shock se 2D/
P08238 protein 68009062 | aumentada bidpsia espectome | proteémica 19691830
HSP 90- tria de
beta massa 18361515
Heat electrofore
shock se 2D/
P08238 protein 68009062 | aumentada bidpsia espectome | proteémica 19691830
HSP 90- tria de
beta massa 19297561
Heat electrofore
shock se 2D/
P08238 protein 68009062 | aumentada bidpsia espectome | proteémica 19691830
HSP 90- tria de
beta massa 19364392
Heat electrofore
shock se 2D/
P08238 protein 68009062 | aumentada bidpsia espectome | proteémica 19691830
HSP 90- tria de
beta massa 21299198
electrofore
Annexin AT L se 2D/ .
P08758 A5 68009062 | diminuida bidpsia espectome | proteémica 19364392 | 19691830
tria de
massa
electrofore
Annexin L L se 2D/ .
P08758 A5 68009062 | diminuida bidpsia espectome | proteémica 17614365 | 19691830
tria de
massa
electrofore
Annexin S L se 2D/ .
P08758 A5 68009062 | diminuida bidpsia espectome | proteémica 18361515 | 19691830
tria de
massa
Glutathion multidime
P09211 e S- 68009062 | diminuida biopsia nsional 20052393
transferase LC- 18339795
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P MS/MS
Glutathion multidime
eS- R L nsional
P09211 transferase 68009062 | diminuida bidpsia LC- 19118452
P MS/MS 18339795
Glutathion multidime
P09211 esS- 68009062 | diminuida bipsia nsional 21794177
transferase LC-
P MS/MS 18339795
Glutathion multidime
P09211 es- 68009062 | diminuida bidpsia nsional 17436266
transferase LC-
P MS/MS 18339795
Glutathion multidime
eS- N L nsional
P09211 transferase 68009062 | diminuida bidpsia LC- 19364392
P MS/MS 18339795
Glutathion multidime
poo2il | ¢S 68009062 | diminuida biepsia | "iomal 16889763
transferase LC-
P MS/MS 18339795
Glutathion multidime
eS- R L nsional
P09211 transferase 68009062 | diminuida bidpsia IC- 19253063
P MS/MS 18339795
Glutathion multidime
P09211 eS- 68009062 | diminuida bipsia nsional 15386514
transferase LC-
P MS/MS 18339795
Glutathion multidime
e S- L. L. nsional
P09211 transferase 68009062 | diminuida bidpsia LC- 15473691
P MS/MS 18339795
Glutathion multidime
eS- o S nsional
P09211 transferase 68009062 | diminuida bidpsia LC- 15800970
P MS/MS 18339795
Glutathion o . multidime
P09211 eS- 68009062 | diminuida bidpsia nsional 16103422 18339795
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transferase LC-
P MS/MS
Glutathion multidime
eS- N L nsional
P09211 transferase 68009062 | diminuida bidpsia LC- 17614365
P MS/MS 18339795
Glutathion multidime
poo211 | % 68009062 | diminuida biepsia | "ional 18361515
transferase LC-
P MS/MS 18339795
Glutathion multidime
e S- Lo L nsional
P09211 transferase 68009062 | diminuida bidpsia LC- 19199708
P MS/MS 18339795
Glutathion multidime
P09211 eS- 68009062 | diminuida bipsia nsional 19297561
transferase LC-
P MS/MS 18339795
P09486 SPARC 68009062 | aumentada bigpsia RT-PCR 18361515 | 18490578
P09486 SPARC 68009062 | aumentada bidpsia RT-PCR 19297561 18490578
electrofore
Annexin se 2D/
P09525 Ad 68009062 | diminuida bidpsia espectome | protedmica 19364392
tria de
massa 19691830
electrofore
Annexin se 2D/
P09525 Ad 68009062 | diminuida bidpsia espectome | proteémica 17614365
tria de
massa 19691830
Multianaly
. te
P10145 Imer_lg‘lkm 68009062 | aumentada |  32-79 Profiling 21109482
(xMAP)/E
LISA 19193200
Interleukin drooling RT-PCR,
P10145 8 68009062 | aumentada 49,3 method ELISA 21109482 15313862
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C-C motif .
P10147 | chemokine 68009062 | diminuida | Adultos bispsia | YT protedmica
3 y analysis 17726464
Cyclin- . .
P11802 | dependent 68009062 | aumentada fabbaco | yisia | imunohist
kinase 4 chewing oquimica 14672406
Cyclin- . i
P11802 | dependent 68009062 | aumentada biopsia | Hnonist
kinase 4 oquimica 20618617
electrofore
. se 2D/
P12429 Ang‘;’““ 68009062 | diminuida bipsia | espectome | protedmica 20052393
tria de
massa 19691830
electrofore
Annexin T . se 2D/ .
P12429 A3 68009062 | diminuida bidpsia espectome | proteémica 19118452
tria de
massa 19691830
electrofore
Annexin o A se 2D/ P
P12429 A3 68009062 | diminuida bidpsia espectome | proteémica 20205380
tria de
massa 19691830
electrofore
Annexin R L se 2D/ .
P12429 A3 68009062 | diminuida bidpsia espectome | proteémica 21794177
tria de
massa 19691830
piog3o | Cdherin 68009062 | diminuida bidpsia ‘;‘C’l‘lll?r‘;}l‘;f 17614365 | | <o
piogao | Cdherin 68009062 | diminuida bidpsia ‘;‘C‘l‘l‘;‘i‘gt 18361515 | | oo
C-C motif . .
P13500 | chemokine 68009062 biopsia | munohist
2 oquimica 20544025
C-C motif .
P13501 | chemokine 68009062 | diminuida | Adultos biopsia microarra proteémica
5 y analysis 17726464
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Keratin, hibfid.i zag
type I o doin
P13645 cytoskelet 68009062 Adultos bidpsia situ/imuno 16402355
al 10 histoquimi
ca 11287279
Keratin, hibfid.i zag
type I o doin
P13645 cytoskelet 68009062 Adultos bidpsia situ/imuno 17614365
al 10 histoquimi
ca 11287279
Keratin, hib~rid.i zag
type I o doin
P13645 cytoskelet 68009062 Adultos bidpsia situ/imuno 18361515
al 10 histoquimi
ca 11287279
Keratin, hib}id.i g
type I o doin
P13645 cytoskelet 68009062 Adultos bidpsia situ/imuno 19199708
al 10 histoquimi
ca 11287279
Keratin, hibfid.i zag
type I o doin
P13645 cytoskelet 68009062 Adultos bidpsia situ/imuno 19297561
al 10 histoquimi
ca 11287279
Keratin, hibfid.i zag
type I o doin
P13646 cytoskelet 68009062 Adultos bidpsia situ/imuno 21142092
al 13 histoquimi
ca 11287279
Keratin, hib~rid.i zag
type I o doin
P13646 cytoskelet 68009062 Adultos bidpsia situ/imuno 19253063
al 13 histoquimi
ca 11287279
Keratin, hibridizag
P13646 Cygls’liéet 68009062 Adultos bicpsia | . nf/‘l’r;’fl " 16103422
al 13 histoquimi 11287279
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ca
Keratin, hibfid.i zag
type I o doin
P13646 cytoskelet 68009062 Adultos bidpsia situ/imuno 17614365
al 13 histoquimi
ca 11287279
Keratin, hibfid?zag
type I o ~oin
P13646 cytoskelet 68009062 Adultos bidpsia situ/imuno 18361515
al 13 histoquimi
ca 11287279
Keratin, hibfid.i zag
type I o doin
P13646 cytoskelet 68009062 Adultos bidpsia situ/imuno 19199708
al 13 histoquimi
ca 11287279
Keratin, hib~rid.izag
type I o doin
P13646 cytoskelet 68009062 Adultos bidpsia situ/imuno 19364392
al 13 histoquimi
ca 11287279
Keratin, hib~rid.i “ag
type I o doin
P13646 cytoskelet 68009062 Adultos bidpsia situ/imuno 20052393
al 13 histoquimi
ca 11287279
Keratin, hibfid?zag
type I o ~oin
P13646 cytoskelet 68009062 Adultos bidpsia situ/imuno 20205380
al 13 histoquimi
ca 11287279
Keratin, hibfid.i zag
type I o doin
P13646 cytoskelet 68009062 Adultos bidpsia situ/imuno 21794177
al 13 histoquimi
ca 11287279
Keratin, hibridizag
P13646 type I 68009062 Adultos bidpsia a0 in 19297561
cytoskelet situ/imuno 11287279
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al 13 histoquimi
ca
Keratin, hlbfld.l zag
tvpe 1 d0 in
P13646 P 68009062 Adultos bidpsia situ/imuno 19522851
cytoskelet . P
al 13 histoquimi
ca 11287279
electrofore
Annexin se 2D/
P13928 A8 68009062 | aumentada bidpsia espectome | proteémica 17614365
tria de
massa 19691830
CD44 tabagism | bochecho
P16070 antigen 68009062 | aumentada o oral ELISA 19199708 17627000
CD44 AT . imunohist
P16070 antigen 68009062 | diminuida bidpsia oquimica 18852874
Integrin S imunofluo
P16144 betad 68009062 bidpsia rescéncia 19364392 10780523
piggyy | Syndecan- 68009062 | diminuida | Adultos biopsia | munohist 17473685
1 oquimica
Keratin, hlbfld.l zag
tvoe IT do in
p1oo13 | P 68009062 Adultos biépsia | situ/imuno 20205380
cytoskelet . PR
ald histoquimi
ca 11287279
Keratin, h1b~r1dllzag
tvoe IT do in
P19013 yp 68009062 Adultos bidpsia situ/imuno 19297561
cytoskelet . P
ald histoquimi
ca 11287279
Keratin, hlbfld.l zag
tvpe 11 40 in
P19013 yp 68009062 Adultos bidpsia situ/imuno 19522851
cytoskelet . P
al4 histoquimi
ca 11287279
Keratin, hibridizag
type 11 . doin
P19013 cytoskelet 68009062 Adultos bidpsia situfimuno 19253063
al 4 histoquimi 11287279
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ca

hibridizag

Keratin, .
tvpe 11 a0 in
P19013 yp 68009062 Adultos bidpsia situ/imuno 15800970
cytoskelet . P
al4 histoquimi
ca 11287279
Cadherin- . imunohist
P22223 3 68009062 | aumentada bidpsia oquimica 19887755
westernblo
Prostaglan t/immunoh
P23219 din G/H 68009062 | diminuida bidpsia istochemis
synthase 1 try/TUNE
L 15743693
Inositol-
p23677 | risphosph 68009062 | aumentada biopsia | Sectrafore
ate 3- se 2D
kinase A 16525636
GI/S- imunohist
P24385 specific 68009062 | aumentada bidpsia oquimica
cyclin-D1 q 16050486
P24821 | Tenascin 68009062 | aumentada bidpsia RT-PCR | proteémica 18490578
multidime
Protein L nsional P
P29034 S100-A2 68009062 | aumentada bidpsia LC- proteémica 19118452
MS/MS 18339795
multidime
Protein L nsional _
P29034 S100-A2 68009062 | aumentada bidpsia 1C- protedmica 21794177
MS/MS 18339795
multidime
Protein L nsional P
P29034 S100-A2 68009062 | aumentada bidpsia IC- proteémica 19297561
MS/MS 18339795
multidime
Protein L. nsional o
P29034 S100-A2 68009062 | aumentada bidpsia LC- protedmica 17614365
MS/MS 18339795
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P29034

Protein
S100-A2

68009062

aumentada

bidpsia

multidime
nsional
LC-
MS/MS

proteémica

18361515

18339795

P31151

Protein
S100-A7

68009062

aumentada

bidpsia

PCR/imun
ohistoqu{
mica

20727496

P31151

Protein
S100-A7

68009062

aumentada

bidpsia

multidime
nsional
LC-
MS/MS,
imunohist
oquimica

21142092

18805044

P31151

Protein
S100-A7

68009062

diminuida

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

proteémica

20052393

19691830

P31151

Protein
S100-A7

68009062

aumentada

bidpsia

multidime
nsional
LC-
MS/MS,
imunohist
oquimica

19118452

18805044

P31151

Protein
S100-A7

68009062

diminuida

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

protedmica

17722226

19691830

P31151

Protein
S100-A7

68009062

aumentada

bidpsia

multidime
nsional
LC-
MS/MS,
imunohist
oquimica

17968930

18805044

P31151

Protein
S100-A7

68009062

diminuida

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de

protedmica

18939961

19691830
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massa

P31151

Protein
S100-A7

68009062

aumentada

bidpsia

multidime
nsional
LC-
MS/MS,
imunohist
oquimica

15473691

18805044

P31151

Protein
S100-A7

68009062

diminuida

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

proteémica

16103422

19691830

P31151

Protein
S100-A7

68009062

aumentada

bidpsia

multidime
nsional
LC-
MS/MS,
imunohist
oquimica

17614365

18805044

P31151

Protein
S100-A7

68009062

diminuida

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

proteémica

18361515

19691830

P31151

Protein
S100-A7

68009062

aumentada

bidpsia

multidime
nsional
LC-
MS/MS,
imunohist
oquimica

18829504

18805044

P31151

Protein
S100-A7

68009062

diminuida

bidpsia

electrofore
se 2D/

espectome
tria de
massa

protedmica

19297561

19691830

P31151

Protein
S100-A7

68009062

aumentada

bidpsia

multidime
nsional
LC-
MS/MS,
imunohist

20943598

18805044
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oquimica

electrofore
Protein se 2D/
P31151 S100-A7 68009062 | diminuida bidpsia espectome | proteémica 21299198 | 19691830
tria de
massa
14-3-3 espectome
P31947 protein 68009062 | diminuida bidpsia tria de protedmica 20052393 | 16819514
sigma massa
14-3-3 espectome
P31947 protein 68009062 | diminuida bidpsia tria de protedmica 19118452 | 16819514
sigma massa
14-3-3 espectome
P31947 protein 68009062 | diminuida bidpsia tria de protedmica 19453860 | 16819514
sigma massa
14-3-3 espectome
P31947 protein 68009062 | diminuida bidpsia tria de protedmica 21794177 | 16819514
sigma massa
14-3-3 espectome
P31947 protein 68009062 | diminuida bidpsia tria de protedémica 16889763 | 16819514
sigma massa
14-3-3 espectome
P31947 protein 68009062 | diminuida bidpsia tria de protedmica 15473691 | 16819514
sigma massa
14-3-3 espectome
P31947 protein 68009062 | diminuida bidpsia tria de proteémica 15800970 | 16819514
sigma massa
14-3-3 brush espectome
P31947 protein 68009062 | diminuida biopsy, tria de protedmica 16103422 | 16819514
sigma saliva total massa
14-3-3 espectome
P31947 protein 68009062 | diminuida bidpsia tria de proteémica 17614365 | 16819514
sigma massa
14-3-3 espectome
P31947 protein 68009062 | diminuida bidpsia tria de protedmica 18361515 | 16819514
sigma massa
p3lo47 | 1433 68009062 | diminuida bicpsia | “PECOME | o rotedmica 19297561 | 16819514
protein tria de
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sigma massa
Protein A o espectome ‘
P31949 S100-A11 68009062 | diminuida bidpsia tria de protedmica 18361515 | 16819514
massa
Protein N o espectome ‘
P31949 S100-A11 68009062 | diminuida bidpsia tria de protedémica 19199708 | 16819514
massa
Protein AT L espectome .
P31949 S100-A11 68009062 | diminuida bidpsia tria de proteémica 19297561 | 16819514
massa
p3spp | Catenin 68009062 biopsia | munohist 17614365 | 21120283
beta-1 oquimica
P35222 Cbatemn 68009062 biopsia | munohist 18361515 | 21120283
eta-1 oquimica
p3sapy | Catenin 63009062 bidpsia | munohist 19199708 | 21120283
beta-1 oquimica
p3say | Catenin 63009062 biopsia | munohist 19297561 | 21120283
beta-1 oquimica
Polycomb
p3s22e | complex 68009062 M/F bidpsia | munohist 20145620
protein oquimica
BMI-1
P36952 | Serpin BS 68009062 | aumentada biopsia | munohist 18783348
oquimica
Signal
transducer
and tobacco imunohist
P40763 activator 68009062 | aumentada | Adultos M/F . bidpsia P 17614365 | 12015764
of chewing oquimica
transcripti
on3
Signal
transducer
and tobacco imunohist
P40763 activator 68009062 | aumentada | Adultos M/F . bidpsia P 19297561 | 12015764
of chewing oquimica
transcripti
on 3
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Cyclin-

dependent
kinase . hist
P42771 | inhibitor 68009062 M/F biopsia | THnOMS 21359449
2A, oquimica
isoforms
1/2/3
Antigen S imunohist
P46013 K67 68009062 | aumentada bidpsia oquimica 21794177 19293805
Antigen - imunohist
P46013 K167 68009062 | aumentada bidpsia oquimica 19297561 19088879
Stromal
P48061 cell- 68009062 | diminuida | Adultos bigpsia | "TOMTD | protesmica
derived y analysis
factor 1 17726464
Placenta imunohist
P49763 growth 68009062 | aumentada bidpsia oquimica
factor d 19293805
RT-
paoge | Kallikrein- 68009062 | aumentada | Adultos biopsia | £ CR/imun 17614365
7 ohistoqui
mica 19085836
RT-
paoge | Kallikrein- 68009062 | aumentada | Adultos biopsia | £ CR/mun 18361515
7 ohistoqui
mica 19085836
Cadherin- . -
P55287 1 68009062 M/F bidpsia RT-PCR | proteémica 18361515 18490578
Neutrophil - esp Picmme -
P59665 defensin 1 68009062 | aumentada bidpsia tria de proteémica 20205380
massa 16819514
Neutrophil [ esp Picmme -
P59665 defensin 1 68009062 | aumentada bidpsia tria de proteémica 20585025
massa 16819514
Neutrophil . esp ?cmme P
P59665 defensin 1 68009062 | aumentada bidpsia tria de proteémica 21794177
massa 16819514
Neutrophil - espectome L
P59665 defensin 1 68009062 | aumentada bidpsia tria de proteémica 19364392 16819514
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massa

. espectome
P59665 I;Ie;‘:"?;h‘ll 68009062 | aumentada bidpsia triade | proteémica 15800970
clenst massa 16819514
. espectome
ps9665 | heurohil 68009062 | aumentada biopsia | triade | protedmica 17614365
clenst massa 16819514
Neutrophil S esp gctome -
P59665 defensin 1 68009062 | aumentada bidpsia tria de proteémica 18361515
massa 16819514
Neutrophil S esp gctome -
P59665 defensin 1 68009062 | aumentada bidpsia tria de proteémica 19199708
massa 16819514
Neutrophil S esp gctome -
P59665 defensin 1 68009062 | aumentada bidpsia tria de proteémica 20205380
massa 16819514
Neutrophil S esp Picmme -
P59666 defensin 3 68009062 | aumentada bidpsia tria de proteémica 19118452
massa 16819514
Neutrophil - esp Picmme -
P59666 defensin 3 68009062 | aumentada bidpsia tria de proteémica 20585025
massa 16819514
Neutrophil . esp ?cwme .
P59666 defensin 3 68009062 | aumentada bidpsia tria de proteémica 20662485
massa 16819514
Neutrophil . esp ?cwme P
P59666 defensin 3 68009062 | aumentada bidpsia tria de proteémica 15800970
massa 16819514
Neutrophil L esp (fctome .
P59666 defensin 3 68009062 | aumentada bidpsia tria de protedmica 17614365
massa 16819514
Neutrophil S esp (fctome .
P59666 defensin 3 68009062 | aumentada bidpsia tria de protedmica 18361515
massa 16819514
Proteasom electrofore
P61289 ec‘:f;;’fgzr 68009062 | aumentada bidpsia |, fg; , | protesmica 19297561
subunit 3 tria de 19691830
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massa

Histone espectome
P62805 Ha 68009062 bidpsia tria de protedmica 20052393
massa 16819514
Histone espectome
P62805 Ha 68009062 bidpsia tria de protedémica 20205380
massa 16819514
Histone espectome
P62805 Ha 68009062 bidpsia tria de proteémica 21794177
massa 16819514
Histone espectome
P62805 Ha 68009062 bidpsia tria de proteémica 19364392
massa 16819514
Histone espectome
P62805 Ha 68009062 bidpsia tria de proteémica 19253063
massa 16819514
Histone espectome
P62805 Ha 68009062 bidpsia tria de proteémica 20662485
massa 16819514
Histone espectome
P62805 Ha 68009062 bidpsia tria de proteémica 16103422
massa 16819514
Histone espectome
P62805 H4 68009062 bidpsia tria de proteémica 17614365
massa 16819514
Histone espectome
P62805 H4 68009062 bidpsia tria de proteémica 18361515
massa 16819514
Histone espectome
P62805 H4 68009062 bidpsia tria de protedmica 19199708
massa 16819514
Histone espectome
P62805 H4 68009062 bidpsia tria de protedémica 19297561
massa 16819514
C-C motif microarra
P30098 | chemokine 68009062 | diminuida | Adultos bidpsia 1CTOarTa | oteémica 17726464
7 y analysis
P81534 Beta- 68009062 | aumentada | Adultos bidpsia imunofluo 19097930
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defensin rescéncia
103
Cyclin- imunohist
Q00534 | dependent 68009062 | aumentada bidpsia oquimica
kinase 6 20618617
Proteasom ele;trztgt;re
Q06323 ec‘:frﬁvfggr 68009062 | aumentada bidpsia | espectome | protedmica 19118452 | 19691830
subuflit 1 tria de
massa
Proteasom el(;cet;zgz;re
Q06323 ecicrgvfefr 68009062 | aumentada bidpsia | espectome | protedmica 19364392 | 19691830
subuflit 1 tria de
massa
Proteasom elicetr;g(;re
Q06323 eciig"fet)‘:r 68009062 | aumentada bipsia | espectome | protedmica 19297561 | 19691830
subugit 1 tria de
massa
Protein-
glutamine
Qoglgg | Eamme 68009062 | diminuida M/F biépsia | RT-PCR | protedmica 20052393
glutamyltr
ansferase
E 18490578
Protein-
glutamine
Qoglgg | Eamme 68009062 | diminuida M/F biépsia | RT-PCR | protedmica 19118452
glutamyltr
ansferase
E 18490578
Protein-
glutamine
Qoglgg | Eamme 68009062 | diminuida M/F biépsia | RT-PCR | proteGmica 19522851
glutamyltr
ansferase
E 18490578
Q08188 Protein- 68009062 | diminuida M/F bidpsia RT-PCR | proteémica 19253063 | 18490578
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glutamine
gamma-

glutamyltr
ansferase

E

Q08188

Protein-
glutamine
gamma-
glutamyltr
ansferase
E

68009062

diminuida

M/F

bidpsia

RT-PCR

protedmica

15800970

18490578

Q08188

Protein-
glutamine
gamma-
glutamyltr
ansferase
E

68009062

diminuida

M/F

bidpsia

RT-PCR

protedmica

16103422

18490578

Q08188

Protein-
glutamine
gamma-
glutamyltr
ansferase
E

68009062

diminuida

M/F

bidpsia

RT-PCR

protedmica

17614365

18490578

Q08188

Protein-
glutamine
gamma-
glutamyltr
ansferase
E

68009062

diminuida

M/F

bidpsia

RT-PCR

protedmica

18361515

18490578

Q08188

Protein-
glutamine
gamma-
glutamyltr
ansferase
E

68009062

diminuida

M/F

bidpsia

RT-PCR

protedmica

19199708

18490578

Q08188

Protein-
glutamine
gamma-
glutamyltr

68009062

diminuida

bidpsia

RT-PCR

proteémica

19297561

18490578
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ansferase

E
sctvaed | bridiz
protein alcoolis o do in situ
Q13233 Kinase 68009062 | aumentada M/F | mof/taba bidpsia com 20570883
Kinase gismo ﬂuor.escén
kinase 1 cua
Fibroblast
growth . .
Q4512 | factor- 68009062 | aumentada | 64,2 M/F biopsia | munohist 19297561
bin dlIlg oquimica
protein 1 17273738
Q15063 | Periostin 68009062 | aumentada M/F bidpsia RT-PCR | protedmica 19297561 | 18490578
C-C motif .
Q16627 | chemokine 68009062 | diminuida | Adultos bispsia | YT protedmica
14 y analysis 17726464
C-C motif .
Q16663 | chemokine 68009062 | diminuida | Adultos bispsia | YT protedmica
15 y analysis 17726464
Phosphatid
ylinositol
Q8NEBY 2;;{‘;52 68009062 | aumentada bidpsia ‘;‘C‘l‘iﬂ‘gt
subunit
type 3 19887755
electrofore
Protein se 2D/
Q96FQ6 S100-A16 68009062 bidpsia espectome | proteémica 19199708
tria de
massa 19691830
electrofore
Protein se 2D/
Q96FQ6 S100-A16 68009062 bidpsia espectome | proteémica 19898684
tria de
massa 19691830
C-Myc- . hi
Q99417 | binding 63009062 M/F biopsia | munohist
protein oquimica 20145620
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C-C motif .
Q99616 | chemokine 68009062 | diminuida | Adultos bipsia ;f;gfy’s ’t‘s’ proteémica
13 17726464
PRKCA- . .
QI9NRDS5 | binding 68009062 | aumentada bidpsia rmicroarra proteémica h{perine
protein y analysis tilagio 17726464
Proteasom electrofore
; se 2D/
QI9ULA46 ecicrg;fgir 68009062 | aumentada bidpsia espectome | proteémica
. tria de
subunit 2 massa 19297561 | 19691830
Proteasom electrofore
e activator S se 2D/ -
QIULA46 complex 68009062 | aumentada bidpsia esp(fcttoime protedmica
. tria de
subunit 2 massa 19364392 | 19691830
Kallikrein- RT-PCR/
Q9Y337 5 68009062 | aumentada | Adultos bidpsia imunohist 18361515
oquimica 19085836
laser
capture
microdisse
ction with
Protein liquid
QI9Y6F9 Wni-6 68009062 Adultos bidpsia chromatog | proteémica 15695121
raphy-
tandem
mass
spectometr
y
Phosphatid
ylinositol
3-kinase S imunohist
Q8NEB9 . 68011230 | aumentada bidpsia P
catalytic oquimica
subunit
type 3 19887755
Keratin, . hi
P05787 | typell 68011230 | aumentada bigpsia | munohist 18361515
cytoskelet oquimica 18803884
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al 8
Keratin,
pos7g7 | el 68011230 | aumentada bidpsia | munohist 19199708
cytoskelet oquimica
al$ 18803884
Keratin,
pos7g7 | el 68011230 | aumentada biopsia | munohist 19297561
cytoskelet oquimica
al'$ 18803884
pi2g3p | Cadnerin- 68011230 | diminuida biopsia | munohist 19207561
1 oquimica 16505783
Telomeras
Q99973 | ©protein 68011230 | aumentada |  19-75 biopsia | lipridizac
component a0 in situ
1 16505783
P06756 ;‘f;;i“\‘} 68011230 | aumentada tabaflsm bidpsia 1;2;‘;‘;2‘1‘: 19297561 | | 20065
Integrin
ol4713 | beta-l- 68011230 | aumentada | Adultos tabagism |y | imunofluo 10780523
binding o rescéncia
protein 1
western
blotting,
CDP- microarra
diacylglyc y analysis,
erol-- confocal
014735 | inositol 3- 68011230 | aumentada | 2975 biépsia | laser scan 20426864
phosphatid microscop
yltransfera y, RT-
se PC,imuno
histoquimi
ca
Telomeras
014746 | Creverse 68011230 | aumentada | 62,5- 68,2 | M/F biopsia | munohist 21359449
transcripta oquimica
se
Telomeras . .
014746 | e reverse 68011230 | aumentada | 25-92 | M/F biopsia | munohist 16798059
. oquimica
transcripta
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se
Telomeras . .
e reverse imunohist
014746 transcripta 68011230 | aumentada 42-81 M/F bidpsia oquimica/ 17487355
N p RT-PCR
Baculovira
ITAP imunohist
015392 repeat- 68011230 | aumentada M/F bidpsia P
- oquimica
containing
protein 5 15927524
Group 10
015496 | Seeretory 68011230 | aumentada | Adultos bidpsia | ""OUTE | protesmica
phospholip y analysis
ase A2 17726464
26S
proteasom
075832 | &ro™ 68011230 | aumentada bigpsia | munohist 21868508
ATPase oquimica
regulatory
subunit 10
Interleukin PCR/imun
P01584 1 beta 68011230 | diminuida bidpsia ohistoqui 21109482 | 20727496
mica
Epidermal hibridizag
rowth alcoolis do in situ
P00533 gfac tor 68011230 | aumentada | Adultos M/F | mof/taba bidpsia com 19297561
recentor gismo fluorescén
P cia 20570883
Cellular
PO4637 | Mmer 68011230 506 | M/F biopsia | munohist
antigen oquimica
p53 11865002
exsudate,
Protein brush espectome
P05109 S100-A8 68011230 | aumentada biopsy, tria de 15386514
saliva total massa 21914210
Protein exsudate, espectome
P05109 S100-A8 68011230 | aumentada brush tria de 15473691
biopsy, massa 21914210
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saliva total

exsudate,
Protein brush espectome
P05109 S100-A8 68011230 | aumentada biopsy, tria de 15485636
saliva total massa 21914210
exsudate,
Protein brush espectome
P05109 S100-A8 68011230 | aumentada biopsy, tria de 16103422
saliva total massa 21914210
exsudate,
Protein brush espectome
P05109 S100-A8 68011230 | aumentada biopsy, tria de 16402355
saliva total massa 21914210
exsudate,
Protein brush espectome
P05109 S100-A8 68011230 | aumentada biopsy, tria de 17614365
saliva total massa 21914210
exsudate,
Protein brush espectome
P05109 S100-A8 68011230 | aumentada biopsy, tria de 18361515
saliva total massa 21914210
exsudate,
Protein brush espectome
P05109 S100-A8 68011230 | aumentada biopsy, tria de 18434574
saliva total massa 21914210
exsudate,
Protein brush espectome
P05109 S100-A8 68011230 | aumentada biopsy, tria de 19199708
saliva total massa 21914210
exsudate,
Protein brush espectome
P05109 S100-A8 68011230 | aumentada biopsy, tria de 19297561
saliva total massa 21914210
exsudate,
Protein brush espectome
P05109 S100-A8 68011230 | aumentada biopsy, tria de 20943598
saliva total massa 21914210
Transcripti - imunohist
P05412 on factor 68011230 | aumentada bidpsia oquimica 16050486
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AP-1

Stromelysi L cDNA
P08254 ol 68011230 | aumentada 31-80 M/F bidpsia microarra
y 19887755
Keratin,
pog727 | Wpel 68011230 | aumentada bidpsia | munohist 20205380
cytoskelet oquimica
al 19 19887755
Keratin,
pog727 | el 68011230 | aumentada biopsia | munohist 19364392
cytoskelet oquimica
al 19 19887755
Keratin,
pog727 | Wpel 68011230 | aumentada biopsia | munohist 19297561
cytoskelet oquimica
al 19 19887755
Keratin,
pog727 | el 68011230 | aumentada biopsia | munohist 17614365
cytoskelet oquimica
al 19 19887755
Keratin,
pog727 | Wpel 68011230 | aumentada biopsia | munohist 18361515
cytoskelet oquimica
al 19 19887755
Keratin,
pog727 | Wpel 68011230 | aumentada bidpsia | munohist 19199708
cytoskelet oquimica
al 19 19887755
electrofore
Annexin L L se 2D/ .
P08758 A5 68011230 | diminuida bidpsia espectome | proteémica 19199708
tria de
massa 19691830
electrofore
Annexin T . se 2D/ .
P08758 A5 68011230 | diminuida bidpsia espectome | proteémica 19297561
tria de
massa 19691830
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electrofore

Annexin S L se 2D/ .
P08758 A5 68011230 | diminuida bidpsia espectome | proteémica 19898684
tria de
massa 19691830
electrofore
Annexin N S se 2D/ P
P09525 Ad 68011230 | diminuida bidpsia espectome | proteémica 18361515
tria de
massa 19691830
electrofore
Annexin AT . se 2D/ -
P09525 Ad 68011230 | diminuida bidpsia espectome | proteémica 19199708
tria de
massa 19691830
electrofore
. se 2D/
P09525 Angj’““ 68011230 | diminuida bipsia | espectome | protedmica 19297561
tria de
massa 19691830
C-C modif microarra
P10147 | chemokine 68011230 | diminuida | Adultos bidpsia .| protedémica
3 y analysis 17726464
.T ransform PCR/imun
ing growth S . ;
P01137 Factor 68011230 | aumentada bidpsia ohistoqui
beta-1 fmica 20727496
Cyclin- imunohist
P11802 | dependent 68011230 | aumentada bidpsia oquimica 15800970
kinase 4 4 20618617
Proliferati
piooo4 | DEcell 68011230 | aumentada | 2063 | M/F | 9 | pigpsia | munchist 18361515
nuclear quid oquimica
antigen chewing 10899674
Proliferati
pi2o04 | Mecel 68011230 | aumentada | 20-63 | M/F | 9% | pigpsia | munohist 19297561
nuclear quid oquimica
antigen chewing 10899674
P12429 | Annexin 68011230 | diminuida bidpsia electrofore | proteémica 19364392 | 19691830
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A3 se 2D/
espectome
tria de
massa
electrofore
Annexin AT L se 2D/ .
P12429 A3 68011230 | diminuida bidpsia espectome | proteémica 19297561
tria de
massa 19691830
electrofore
Annexin L L se 2D/ .
P12429 A3 68011230 | diminuida bidpsia espectome | proteémica 16103422
tria de
massa 19691830
electrofore
Annexin T . se 2D/ .
P12429 A3 68011230 | diminuida bidpsia espectome | proteémica 17614365
tria de
massa 19691830
electrofore
Annexin S S se 2D/ .
P12429 A3 68011230 | diminuida bidpsia espectome | proteémica 18361515
tria de
massa 19691830
Neutrophil . PCMmun
P12838 defensin 4 68011230 | aumentada bidpsia ohistoqui 20585025
mica 20727496
X-ray
repair
P12956 | TO%% 68011230 | aumentada exsudate, 19118452
compleme brush espectome
nting biopsy, tria de
protein 6 saliva total massa 21914210
X-ray
repair
P12956 | STO% 68011230 | aumentada exsudate, 16103422
compleme brush espectome
nting biopsy, tria de
protein 6 saliva total massa 21914210
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X-ray

repair
P12956 | SO 68011230 | aumentada exsudate, 17614365
compleme brush espectome
nting biopsy, tria de
protein 6 saliva total massa 21914210
X-ray
repair
P12956 | SO 68011230 | aumentada exsudate, 19297561
compleme brush espectome
nting biopsy, tria de
protein 6 saliva total massa 21914210
X-ray
repair
P13010 | SO 68011230 | aumentada exsudate, 19297561
compleme brush espectome
nting biopsy, tria de
protein 5 saliva total massa 21914210
C-C motif microarra
P13500 | chemokine 68011230 | diminuida | Adultos bidpsia analysis proteémica
2 yanaist 17726464
C-C motif microarra
P13501 | chemokine 68011230 | diminuida | Adultos bidpsia analysis protedmica
5 yanaist 17726464
Keratin hibridizag
tvoe I ’ a0 in
P13645 c ?s)kelet 68011230 | aumentada | Adultos bidpsia situ/imuno 20205380 | 11287279
ye histoquimi
al 10
ca
Keratin hibridizag
tvoe I ’ aoin
P13645 P 68011230 | aumentada | Adultos bidpsia situ/imuno 21794177 | 11287279
cytoskelet
v histoquimi
al 10
ca
Keratin hibridizag
type I ’ aoin
P13645 . zls)kele " 68011230 | aumentada | Adultos bidpsia situ/imuno 18939961 | 11287279
e histoquimi
al 10 ca
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Keratin, hibfid.i zag
do in
P13645 cygrs)liellet 68011230 | aumentada | Adultos bidpsia situ/imuno 20662485 | 11287279
al 10 histoquimi
ca
Keratin, hibfid.i zag
do in
P13645 cygrs)lielle " 68011230 | aumentada | Adultos bidpsia situ/imuno 16103422 | 11287279
al 10 histoquimi
ca
Keratin,
pi3sss | Pel 68011230 | aumentada biopsia | munohist 21299198
cytoskelet oquimica
al 13 19887755
Keratin,
P13ede | OPel 68011230 | aumentada biopsia | munohist
cytoskelet oquimica
al 13 21936497 | 19887755
electrofore
. se 2D/
P13928 Anz"é’““ 68011230 | aumentada bidpsia | espectome | protedmica 18361515
tria de
massa 19691830
electrofore
Annexin S se 2D/ L.
P13928 A3 68011230 | aumentada bidpsia espectome | proteémica 19297561
tria de
massa 19691830
NAD(P)H
dehydroge exsudate, espectome
P15559 nase 68011230 | aumentada brush tria de 16103422 | 21914210
[quinone] biopsy, massa
saliva total
Vascular
Plsgo2 | endothelial 68011230 | aumentada |  33-82 biopsia | munohist
growth oquimica
factor A 12465010
P16070 aigg:n 68011230 | aumentada bidpsia ‘;‘&‘;ﬁ‘g 19297561 | | eocrany
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CD44

imunohist

P16070 antigen 68011230 | aumentada bidpsia oquimica 21142092 18852874
CD44 S imunohist
P16070 antigen 68011230 | aumentada bidpsia oquimica 18361515 | 18852874
Integrin tabagism - imunofluo
P16144 betad 68011230 o bidpsia rescéncia 19297561 10780523
Integrin tabagism - imunofluo
P16144 beta-4 68011230 o bidpsia rescéncia 19199708 10780523
P18827 Sy“dfcan' 68011230 | diminuida biopsia | munohist 19297561 | 17473685
oquimica
Keratin hibridizag
type II Lo - doin
P19013 cvioskelet 68011230 | diminuida | Adultos bidpsia situ/imuno 16103422
Ytal 4 histoquimi
ca 11287279
Keratin hibridiza¢
type 11 Lo - doin
P19013 cvioskelet 68011230 | diminuida | Adultos bidpsia situ/imuno 17614365
ytall 4 histoquimi
ca 11287279
Keratin hibridiza¢
’ aoin
PI90I3 | tyopsiget 68011230 | diminuida | Adultos bipsia | sitw/imuno 18361515
Ytal 4 histoquimi
ca 11287279
Keratin hibridizag
type II Lo S doin
P19013 cvioskelet 68011230 | diminuida | Adultos bidpsia situ/imuno 19199708
Ytal 4 histoquimi
ca 11287279
Prostaglan ;‘;;sl/tel\%lzlz
P23219 din G/H 68011230 | aumentada bidpsia hi
synthase 1 muno .1sto
quimica 15743693
PCR/imun
P24821 | Tenascin 68011230 | aumentada bidpsia ohistoqui
mica 20727496
Protein S electrofore .
P31949 S100-A11 68011230 bidpsia se 2D/ proteémica 20052393 19691830
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espectome

tria de
massa
electrofore
Protein L se 2D/ .
P31949 S100-A11 68011230 bidpsia espectome | proteémica 19118452
tria de
massa 19691830
electrofore
Protein - se 2D/ P
P31949 S100-Al1 68011230 bidpsia espectome | proteémica 21794177
tria de
massa 19691830
electrofore
Protein . se 2D/ -
P31949 S100-A11 68011230 bidpsia espectome | proteémica 19364392
tria de
massa 19691830
electrofore
Protein S se 2D/ P
P31949 S100-A11 68011230 bidpsia espectome | proteémica 18829504
tria de
massa 19691830
electrofore
Protein S se 2D/ L.
P31949 S100-A11 68011230 bidpsia espectome | proteémica 17614365
tria de
massa 19691830
Nitric
p3spog | OMide 68011230 | aumentada | 3382 | M/F biopsia | munchist 12465010
synthase, oquimica
inducible
Prostaglan PCR/imun
P35354 | din G/H 68011230 | aumentada 42-88 M/F bidpsia ohistoqui 20599939
synthase 2 mica
P36952 | Serpin BS 68011230 | aumentada bigpsia | munohist 16103422 | 18783348
oquimica
P36952 | Serpin BS 68011230 | aumentada biépsia | munohist 17614365 | 18783348
oquimica
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P36952 | Serpin BS X X 68011230 | aumentada biopsia | munohist 18361515 | 18783348
oquimica
P36952 | Serpin BS X X 68011230 | aumentada bigpsia | munohist 19297561 | 18783348
oquimica
P36952 | Serpin BS X X 68011230 | aumentada biopsia | unohist 21936497 | 18783348
oquimica
P36952 | Serpin BS X X 68011230 | aumentada biopsia | munohist 19118452 | 18783348
oquimica
Cyclin-
dependent
kinase PCR-
P42771 inhibitor X 68011230 26-87 M/F bidpsia multiplex/ 12234999
2A, PCR-
isoforms fluorescén
1/2/3 cia
Cyclin-
dependent
kinase imunohist
P42771 inhibitor X X 68011230 | diminuida | Adultos bidpsia unon
2A oquimica
isoforms
1/2/3 16799478
Antigen S imunohist
P46013 KI-67 X X 68011230 | aumentada bidpsia oqufmica X 19898684 19293805
Antigen S imunohist
P46013 K67 X X 68011230 | aumentada bidpsia oquimica X 20943598 19088879
Stromal
P48061 Cefll_ X X 68011230 | diminuida | Adultos bidpsia microarra protedmica X
derived y analysis
factor 1 17726464
DNA
replication imunohist
P49736 | licensing X X 68011230 | aumentada bidpsia P X 20205380
e oquimica
actor
MCM2 19293805
Heterogen exsudate,
P52272 cous X X x | 68011230 brush espectome x | 17614365
nuclear biopsy, tria de
ribonucleo saliva total massa 21914210
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protein M

Heterogen
eous exsudate,
P52272 nuclear 68011230 brush espectome 19297561
ribonucleo biopsy, tria de
protein M saliva total massa 21914210
Heterogen
eous exsudate,
P52272 nuclear 68011230 brush espectome 16103422
ribonucleo biopsy, tria de
protein M saliva total massa 21914210
electrofore
Proteasom
tivator L se 2D/ .
P61289 ec‘:fmplex 68011230 bipsia | espectome | protedmica 19297561
. tria de
subunit 3 massa 19691830
Neutrophil exsudate,
pgoIgg | Eelatinase- 68011230 M/F brush | espectome 20052393
associated biopsy, tria de
lipocalin saliva total massa 21914210
Neutrophil exsudate,
pgoigg | Eelatinase- 68011230 M/F brush | espectome 19118452
associated biopsy, tria de
lipocalin saliva total massa 21914210
Neutrophil exsudate,
pgoigg | Sclatinase- 68011230 M/F brush | espectome 20205380
associated biopsy, tria de
lipocalin saliva total massa 21914210
Neutrophil exsudate,
pgoIgg | Eelatinase- 68011230 brush | espectome 21794177
associated biopsy, tria de
lipocalin saliva total massa 21914210
Neutrophil exsudate,
pgoigg | Eclatinase- 68011230 brush | espectome 19253063
associated biopsy, tria de
lipocalin saliva total massa 21914210
Neutrophil exsudate, espectome
P80188 | gelatinase- 68011230 brush tria de 15473691
associated biopsy, massa 21914210
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lipocalin saliva total
Neutrophil exsudate,
pgoIgg | selatinase- 68011230 brush | espectome 15800970
associated biopsy, tria de
lipocalin saliva total massa 21914210
Neutrophil exsudate,
pgoIgg | Eelatinase- 68011230 M/F brush | espectome 16103422
associated biopsy, tria de
lipocalin saliva total massa 21914210
Neutrophil exsudate,
pgo1gg | Eclatinase- 68011230 brush | espectome 16740002
associated biopsy, tria de
lipocalin saliva total massa 21914210
Neutrophil exsudate,
pgolgg | Eclatinase- 68011230 brush | espectome 17614365
associated biopsy, tria de
lipocalin saliva total massa 21914210
Neutrophil exsudate,
pgoigg | Eelatinase- 68011230 brush | espectome | 6 ica 17623646
associated biopsy, tria de
lipocalin saliva total massa 21914210
Neutrophil exsudate,
pgoIgg | Selatinase- 68011230 brush | espectome | o6 ica 18361515
associated biopsy, tria de
lipocalin saliva total massa 21914210
Neutrophil exsudate,
pgoIgg | Eelatinase- 68011230 brush | espectome | o smica 18434574
associated biopsy, tria de
lipocalin saliva total massa 21914210
Neutrophil exsudate,
pgolgg | Selatinase- 68011230 brush | espectome | o crica 21142092
associated biopsy, tria de
lipocalin saliva total massa 21914210
Neutrophil exsudate,
pgoIgg | Eelatinase- 68011230 brush | espectome | o 5mica 21936497
associated biopsy, tria de
lipocalin saliva total massa 21914210
Neutrophil exsudate, espectome
P80188 gelatinase- 68011230 M/F brush tria de 21960768 21914210
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associated biopsy, massa
lipocalin saliva total
Fibroblast
growth imunohist
Q14512 factor- 68011230 | aumentada 62,9 M/F bidpsia L. 19297561
binding oquimica
protein 1 17273738
C-C motif microarra
Q16627 | chemokine 68011230 | diminuida | Adultos bidpsia .~ | protedmica 17726464
14 y analysis
C-C motif .
Q16663 | chemokine 68011230 | diminuida | Adultos | M/F bispsia | "YU | protedmica 17726464
15 y analysis
Filamin A- .
interacting AT - PCmauP
Q4L180 protein 1- 68011230 | diminuida bidpsia ohistoqui 20727496
. mica
like
Q86yL7 | Podoplani 68011230 | aumentada | Adultos | M/F biopsia | munohist 19773378
n oquimica
electrofore
Protein - se 2D/ P
Q96FQ6 68011230 bidpsia espectome | protedmica 19297561
S100-A16 -
tria de
massa 19691830
electrofore
Protein . se 2D/ -
Q96FQ6 68011230 bidpsia espectome | protedmica 17614365
S100-A16 -
tria de
massa 19691830
electrofore
Protein o se 2D/ N
Q96FQ6 68011230 bidpsia espectome | protedmica 18361515
S100-A16 -
tria de
massa 19691830
C-C motif icroarr
Q99616 | chemokine 68011230 | diminuida bispsia | YT protedmica 17726464
13 y analysis
Tumor . imunohist
Q9H3D4 protein 63 68011230 | aumentada | Adultos M/F bidpsia oquimica 19773378
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Tumor

Q9H3D4 protein 63 68011230 | diminuida 42-78 M/F bidpsia RT-PCR 17418619
Tumor L imunohist
Q9H3D4 protein 63 68011230 | aumentada | Adultos M/F bidpsia oqufmica 19773378
exsudate,
Interleukin brush espectome
QI9UHA7 -36 alpha 68011230 | aumentada biopsy, tria de 17614365
saliva total massa 21914210
exsudate,
Interleukin brush espectome
QYUHA7 -36 alpha 68011230 | aumentada biopsy, tria de 18361515
saliva total massa 21914210
exsudate,
Interleukin brush espectome
QI9UHA7 -36 alpha 68011230 | aumentada biopsy, tria de 21299198
saliva total massa 21914210
electrofore
Proteasom
e activator se 2D/
QI9UL46 complex 68011230 bidpsia espectome | protedmica 16103422
b P (2 tria de
subunt massa 19691830
electrofore
Proteasom
e activator se 2D/
QI9ULA6 complex 68011230 bidpsia espectome | protedmica 17614365
. tria de
subunit 2 massa 19691830
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