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RESUMO 
 

 

A instabilidade genética é um importante evento associado ao carcinoma 

epidermóide de boca, sendo alterações na região cromossômica 11q 

constantemente relatadas. Neste estudo, genes localizados na região cromossômica 

11q, especificamente os genes CTTN, PPFIA1, SHANK2, TAOS1 e MMP-7, foram 

investigados quanto a diferenças de expressão de transcritos entre carcinomas 

epidermóides de boca e suas margens correspondentes. A expressão desses genes 

foi relacionada com aspectos clínicos e histológicos, com critérios de agressividade 

estabelecidos, e com a sobrevida dos pacientes. Foram analisadas pela técnica de 

qRT-PCR 29 amostras congeladas de tumores e 25 margens. Todos os genes 

apresentaram maiores valores de expressão nos tumores em comparação com as 

margens, embora apenas o gene MMP-7 tenha exibido valores estatisticamente 

significantes. A expressão do gene MMP-7 mostrou fraca associação com tumores 

menos agressivos, e os outros genes apresentaram maiores valores de expressão 

em tumores mais agressivos, sem significância estatística. Não houve diferença 

estatística entre a freqüência das variáveis clínicas e histopatológicas com a 

expressão dos genes estudados, porém o PPFIA1 demonstrou maiores níveis de 

expressão em tumores de assoalho.  Em relação à sobrevida, a expressão elevada 

de PPFIA1 pode implicar em um maior risco de óbito. Assim, é possível a 

participação do gene MMP-7 no desenvolvimento da neoplasia, e a relação do 

PPFIA1 com o risco de óbito, porém a expressão de transcritos dos genes CTTN, 

SHANK2, TAOS1 e MMP-7 não pode ser relacionada com agressividade tumoral e 

prognóstico. 
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ABSTRACT 
 

 

Genetic instability is an important event associated with oral squamous cell 

carcinoma, and alterations in the chromosome region 11q are constantly reported. In 

this study, genes located on chromosome region 11q, specifically genes CTTN, 

PPFIA1, SHANK2, TAOS1 and MMP-7, were investigated for differences in the 

expression of transcripts in oral squamous cell carcinoma and their corresponding 

margins. The expression of these genes was correlated with clinical and histological 

aspects, aggressiveness criteria established, and with patient survival. Twenty-nine 

frozen samples of tumors and 25 samples of margin tissue were analyzed using qRT-

PCR. All genes showed a higher expression in tumors, compared with the margins, 

although only the MMP-7 gene demonstrated statistically significant values. The 

expression of the MMP-7 gene showed weak association with less aggressive 

tumors, and the other genes showed higher expression in more aggressive tumors, 

without statistical significance. There was no statistical difference between the 

frequency of clinical and histopathological variables and the expression of genes 

studied, however the PPFIA1 gene demonstrated higher levels of expression in 

tumors of the floor of mouth. With regard to survival, the high expression of PPFIA1 

may imply a greater risk of death. Thus, it is possible that the MMP-7 gene 

participates in the development of malignancy, and PPFIA1 expression may also be 

associated with risk of death, however, the expression of transcripts of the CTTN, 

SHANK2, TAOS1 and MMP-7 genes may not be related to tumor aggressiveness 

and prognosis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Entre as alterações genéticas encontradas no câncer certamente estão as 

aberrações cromossômicas. No câncer da região de cabeça e pescoço, as mais 

frequentes envolvem ganhos em 3q, 8q, 9q, 20q, 7p, 11q13, e 5p e perdas em 3p, 

9p, 21q, 5q, 13q, 18q, e 8p (GOLLIN, 2001). A região cromossômica 11q13 foi 

descrita como alterada em diferentes neoplasias, inclusive em carcinomas 

epidermóides de boca (HUANG et al., 2006; MARTIN et al., 2008). Atualmente, as 

pesquisas científicas se direcionam na busca por marcadores moleculares 

diagnósticos ou prognósticos para o câncer, no intuito de contribuir diretamente no 

refinamento diagnóstico, na individualização terapêutica bem como no desfecho 

clínico da doença. Uma vez que lesões clínica e histologicamente semelhantes 

podem apresentar diferentes desfechos e respostas ao tratamento, esses 

marcadores são fontes valiosas de melhores perspectivas que podem favorecer a 

compreensão do processo de carcinogênese, porém ainda têm contribuído de forma 

limitada para a aplicação clínica.  

Alinhado com essa característica da literatura atual, o Laboratório de Patologia 

Molecular da FOUSP participa atualmente do Projeto Temático “Busca de 

marcadores de agressividade em tumores de cabeça e pescoço” (FAPESP 

04/12054-9), sob coordenação da Profa Dra Eloiza Helena Tajara da Silva, que 

envolve cerca de 80 pesquisadores de nove Instituições diferentes em quatro 

cidades do Estado de São Paulo (Ribeirão Preto, São José dos Campos, São José 

do Rio Preto, São Paulo) responsáveis pela coleta e armazenamento dos dados 

clínicos, coleta e processamento do material biológico, bem como realização de 
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experimentos de microarray (análise de microarranjo de DNA), expressão gênica, 

polimorfismos e proteômica. Como subprojeto deste Projeto Temático, o presente 

trabalho utilizou alguns dados gerados por um microarray contendo 55.000 genes e 

a partir do perfil de expressão gênica global de amostras de carcinoma epidermóide 

de boca, selecionou alguns genes localizados no braço longo do cromossomo 11 

identificados como hiper-expressos (PPFIA1, CTTN, SHANK2 e MMP-7). A escolha 

desses genes para validação por qRT-PCR (reação em cadeia da polimerase 

quantitativa precedida de transcrição reversa) em um grupo amostral maior se fez 

necessária no intuito de legitimar a utilidade desses genes como marcadores 

moleculares no carcinoma epidermóide de boca. O gene TAOS1, também localizado 

na região cromossômica 11q13, já foi descrito como alterado no câncer de boca 

(HUANG et al., 2002; HUANG et al., 2006; TAN et al., 2008), e por isso foi incluído 

na análise. 

Assim, o presente estudo teve como objetivo quantificar por meio de qRT-PCR 

os transcritos de alguns genes da região cromossômica 11q13 como PPFIA1, CTTN, 

SHANK2, TAOS1 e o gene MMP-7 em carcinomas epidermóides de boca bem como 

em suas margens não tumorais correspondentes. Buscou-se, ainda, verificar se as 

possíveis diferenças de expressão dos genes tiveram relação com parâmetros 

clínicos (estádio da doença ou evolução) e histopatológicos, podendo revelar gene 

ou um grupo deles como marcadores moleculares relevantes de prognóstico e/ou 

agressividade tumoral o que, em última instância, poderá resultar em benefícios para 

os pacientes portadores de carcinoma epidermóide de boca. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 Carcinoma epidermóide de boca 
 

 

O câncer de cabeça e pescoço é uma doença de elevada prevalência 

mundial, cuja incidência é de 500.000 novos casos por ano (MAMELLE et al., 1994), 

sendo que 40% dos casos acometem a cavidade bucal. No Brasil, o câncer de boca 

é um problema de saúde pública, sendo classificado como o 5º tipo mais freqüente 

entre os homens (com 10.380 casos estimados) e o 7º entre as mulheres (com 3.780 

casos estimados) no ano de 2008, de acordo com os registros do INCA (BRASIL, 

2007). Em países em desenvolvimento do mundo, corresponde a terceira neoplasia 

mais comum (LIN et al., 2002; LO et al., 2003). Dentre as neoplasias bucais, o 

carcinoma epidermóide corresponde à cerca de 95% dos casos, sendo caracterizado 

como uma neoplasia epitelial maligna agressiva. Apresenta importante morbidade 

por comprometer funções como a fala e a deglutição (DIMERY; HONG, 1993), e 

estima-se que a taxa de mortalidade seja de 50% dos casos em 5 anos, sem 

mudanças significativas nos últimos 50 anos, apesar do desenvolvimento técnico-

científico (KADEMANI, 2007; PARKIN et al., 2005).  

O carcinoma epidermóide de boca afeta principalmente homens numa faixa 

etária acima de 40 anos (HECHT, 2003; HUNTER; PARKINSON; HARRISON, 

2005), com a incidência aumentando progressivamente com a idade até 65 anos e 

depois se estabilizando (BROUMAND; LOZANO; GOMEZ, 2006). Os principais sítios 

de acometimento intra-bucais são a língua, assoalho bucal, rebordo alveolar, trígono 
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retro-molar, mucosa jugal, e palato (KADEMANI et al., 2005), sendo que mais de 

50% dos casos ocorrem em assoalho e borda/ventre de língua (KADEMANI et al., 

2005; MASHBERG; BARSA, 1984). Os pacientes acometidos comumente 

apresentam exposição aos principais fatores de risco conhecidos para a doença 

como uso de tabaco e álcool. O uso do tabaco é considerado o principal fator de 

risco (HECHT, 2003; HUNTER; PARKINSON; HARRISON, 2005), nas suas diversas 

formas de consumo (inalado, aspirado ou mascado), sendo os seus efeitos maléficos 

relacionados à dose e ao tempo de exposição (HECHT, 2003). O consumo de álcool 

em associação ao tabaco aumenta ou potencializa o risco de desenvolver a doença, 

atuando como promotor. Acredita-se que o álcool funcione como irritante local e 

solvente para as substâncias carcinogênicas encontradas no tabaco, e atuando 

ainda em enzimas da família do citocromo p450, conhecidas por ativarem pro-

carcinógenos (HECHT, 2003; HUNTER; PARKINSON; HARRISON, 2005).   

O recurso diagnóstico de rotina para o carcinoma epidermóide é o exame 

histopatológico aliado a estudos imuno-histoquímicos, que juntamente com os 

indicadores de prognóstico utilizados, tais como o estadiamento clínico e a 

graduação histológica do tumor, ainda não conseguem contribuir na predição 

fidedigna do comportamento tumoral (LE TOURNEAU et al., 2005). 

O tratamento do carcinoma epidermóide de boca consiste em excisão cirúrgica 

ou radioterapia, como tratamento curativo de escolha, ou de forma combinada para 

casos em estágios avançados da doença. Quimioterapia suplementar adjuvante é 

ocasionalmente utilizada para obter um melhor controle loco-regional ou à distância, 

bem como em casos de recidiva (KADEMANI et al., 2005; PARISE JR, 2000). 

Apesar das melhorias nos protocolos terapêuticos, a doença ainda apresenta alta 

morbidade e mortalidade.  

 



 22

A despeito dos grandes avanços tecnológicos nas ferramentas diagnósticas, 

poucos benefícios foram obtidos para melhoria do prognóstico do carcinoma 

epidermóide de boca nas últimas duas décadas, permanecendo sua caracterização 

como uma das neoplasias mais agressivas. A fim de obter melhores desfechos para 

esta doença, é importante distinguir os pacientes de alto risco com intuito de 

elaborar protocolos de tratamento individualizados. Embora a análise histopatológica 

convencional permita um diagnóstico preciso quando a neoplasia está instalada, 

esta ferramenta torna-se limitada para definir os diferentes graus ou estádios do 

tumor.  

Sabe-se que o comportamento biológico do tumor sofre primeiramente 

interferência de alterações genéticas nas células tumorais. Para se aperfeiçoar as 

estratégias de tratamento e diminuir os índices de morbidade e mortalidade dos 

pacientes, é necessário esclarecer os padrões genéticos e moleculares básicos das 

neoplasias malignas de cabeça e pescoço (SOMOZA-MARTÍN et al., 2005; 

SWANGO, 1996). Além disso, a identificação de biomarcadores moleculares que 

possibilitem o diagnóstico precoce da doença, bem como que contribuam para o 

estabelecimento dos riscos de recorrência e para o planejamento terapêutico 

culminaria, então, em melhores perspectivas prognósticas (GINOS, et al., 2004; 

SMITH; HAFFTY; SASAKI, 2001). 
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2.1.1 Sistema TNM e aspectos prognósticos do carcinoma epidermóide de boca 

 

 

O sistema TNM (T= tumor; N= linfonodos e M= metástases a distância) para 

classificação de tumores malignos foi desenvolvido por Pierre Denoix na França 

entre os anos de 1943 e 1952 (DENOIX, 1944). A Union Internationale Contre lê 

Câncer (UICC) e a American Joint Committee on Cancer (AJCC) adaptaram o 

sistema TNM, que está publicado em sua sexta edição do ano de 2002, e 

classificaram o estadiamento clínico do câncer de cabeça e pescoço que se origina 

em mucosa em sete estádios diferentes (0, I, II, II, IVa, IVb, IVc), considerando-se a 

disseminação local do tumor (T1-4), o envolvimento de linfonodos regionais (N0-3) e 

a presença de metástases a distância (M0-1) (GREENE et al., 2002; SOBIN; 

WITTEKIND, 2002). O objetivo deste sistema é guiar o planejamento do tratamento, 

oferecendo ao paciente uma estimativa do seu prognóstico, e ainda a avaliação da 

uniformidade de dados e dos resultados do tratamento entre diferentes instituições. 

É um sistema universalmente aplicável que facilita a comunicação inter-profissional. 

Acredita-se que tumores em um mesmo sítio da cabeça e pescoço, com histologia 

específica, e que compartilha da mesma combinação TNM, apresentem o mesmo 

comportamento (VAN DER SCHROEFF; DE JONG, 2009). Ainda, o estadiamento 

auxilia na definição do prognóstico, quanto a chances de disseminação neoplásica, 

sobrevida livre de doença e sobrevida global. Considerando-se os extremos, o 

estádio I corresponde à lesão pequena restrita a cavidade bucal com elevado índice 

de controle, enquanto o estádio IV apresenta maiores dificuldades para o 

planejamento terapêutico cujos resultados são usualmente precários. 
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O sistema TNM é classificado em TNM clínico (cTNM) e TNM patológico 

(pTNM). O cTNM baseia-se no exame clínico podendo utilizar exame auxiliar de 

imagem. O pTNM é definido após a análise histopatológica da peça, e geralmente é 

utilizada para o planejamento de terapia adjuvante e oferece maior acurácia sobre o 

prognóstico, sendo então considerado superior que o cTNM. Quando o tratamento é 

não-cirúrgico, o estadiamento patológico não é possível (VAN DER SCHROEFF; DE 

JONG, 2009). 

O sistema de classificação TNM mostrou ser um indicador confiável de 

prognóstico do paciente, com o tamanho do tumor e o comprometimento de 

linfonodos cervicais sendo os dois aspectos de maior significância em afetar a 

sobrevida do paciente, contudo, torna-se uma ferramenta limitada para definir o 

comportamento biológico individual do tumor (KADEMANI et al., 2005). Tipicamente, 

lesões T1-T2 estão associadas com o risco de metástases regionais em 10% a 30% 

dos casos respectivamente, enquanto que lesões T3-T4 apresentam risco 

significantemente maior de doença regional do pescoço (LEEMANS et al., 1994; 

SHAH et al., 1976).  

Ainda existem diversos indícios de que o sítio do tumor primário, em particular 

a profundidade da invasão, apresente implicações prognósticas, uma vez que os 

tumores se comportam diferentemente a depender da localização anatômica. A 

localização dos tumores em língua e assoalho tendem a apresentar metástases 

linfáticas mais precocemente do que em mucosa jugal e palato devido à proximidade 

com a rica rede linfática e vascular (MARTINEZ-CONDE et al., 2001; SPIRO et al., 

1986). Porém, Kademani et al. (2005) não observou evidência do sítio primário do 

tumor afetar a sobrevida ao analisar em 233 pacientes, 7 sítios de acometimento 

intra-bucais. Recentes estudos (de ARAÚJO et al., 2008; COSTA; ARAÚJO JR; 
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RAMOS, 2005; COSTA et al., 2002) corroboram com os primeiros autores ao 

evidenciar uma correlação estatisticamente significante entre o cTNM e a localização 

anatômica da lesão, uma vez que grande parte dos casos de tumores de língua 

foram observados em estádio III ou IV, e tumores de assoalho e palato mole em 

estádio IV, portanto estas variáveis tratam-se de fatores prognósticos importantes 

em pacientes portadores de carcinoma epidermóide de boca. Dib et al. (1994) e 

Urist, O’Brien e Soong (1987) justificam que a língua e assoalho exibem pior 

prognóstico da doença devido a presença frequente de metástases cervicais nestes 

casos.  

Dentre os diversos parâmetros histopatológicos dos tumores primários 

sugeridos como fatores prognósticos para ser aplicado a nível clínico, estudos 

recentes apontam que a profundidade da infiltração tumoral e o estádio pT consegue 

uma melhor predição de comprometimento nodal oculto, enquanto que apenas o 

estádio pT  prediz recorrência local. Não foi encontrado um valor de corte específico 

da profundidade de infiltração que conseguisse separar pacientes de alto e baixo 

risco, e nem correlações significantes entre parâmetros histopatológicos e sobrevida 

(KESKI-SÄNTTI et al., 2007). Contudo, a graduação histológica não está incluída no 

sistema TNM e o seu valor prognóstico permanece controverso (ODELL; JANI; 

SHERRIFF, 1994), apesar dos achados de Kademani et al. (2005) indicarem que 

tumores pouco diferenciados são mais prováveis de apresentarem-se com 

metástases cervicais no momento do diagnóstico, além da maior possibilidade de 

exibirem margens comprometidas e associação com diminuição da sobrevida dos 

pacientes quando comparadas com outros grupos. 

Estádios III e IV estão mais relacionados à presença de infiltração neural e 

embolização linfática em pacientes portadores de carcinoma epidermóide de boca, 
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denotando que pacientes com estádio clínico IV apresentam doença ativa ou 

recorrente com menor tempo de sobrevida (DIB et al., 1994), enquanto pacientes em 

estádio I e II encontram-se livre da doença com seguimento de 5 anos (ARAÚJO JR; 

COSTA; RAMOS, 2006). A invasão perineural aparentemente correlaciona-se com 

maior probabilidade de metástases regionais, maior invasão tumoral, menor 

diferenciação, e taxas de sobrevivência menor em 5 anos. A espessura também não 

é considerada no TNM, mas deve ser levada em consideração. Uma espessura 

tumoral superior a 2 mm é um forte fator preditivo de metástases nodais ocultas, 

devendo-se indicar um esvaziamento eletivo do pescoço. Lesões superficiais 

apresentam sobrevida significativamente maior que lesões infiltrativas em 

profundidade (LARSEN et al., 2009; PARISE JR, 2000).  

Chen et al. (2007) sugeriram ainda fatores preditivos de sobrevivência em 

carcinomas epidermóide de boca e de faringe como grupo étnico, época do 

diagnóstico, sexo, idade, sítio anatômico, tipo morfológico e tipo de terapia. Porém 

parâmetros geralmente utilizados para julgar a adequação do tratamento ou o valor 

prognóstico de um possível marcador são tempo livre de doença, recidiva local, 

recidiva regional (metástases linfáticas), e sobrevida (geralmente após um período 

de seguimento de 5 anos) (PARISE JR, 2000). 

Como limitações do sistema TNM vale ressaltar que a avaliação do tumor em 

diferentes instituições é subjetiva em decorrência das diferenças nas ferramentas 

diagnósticas, a disponibilidade das mesmas no momento do diagnóstico e a 

discrepância da análise inter- e intra-observador. A classificação atual ainda se 

baseia apenas na morfologia tumoral e não considera fatores prognósticos 

relacionados ao paciente como idade, sexo e co-morbidades, nem mesmo fatores 

como marcadores biológicos e moleculares. Portanto, o sistema atual de 
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estadiamento TNM não é totalmente preciso para fornecer um prognóstico 

individualizado (VAN DER SCHROEFF; DE JONG, 2009). 

 

 

2.2 Alterações cromossômicas no câncer 
 

 

O crescimento celular normal é um equilíbrio delicado entre a proliferação e a 

morte celular programada (apoptose). O câncer é um distúrbio desta homeostase, 

resultando no favorecimento da proliferação em detrimento da morte celular. Nas 

últimas décadas, ficou estabelecido que a proliferação celular é regulada por genes, 

e que embora casos de câncer possam resultar da predisposição genética causada 

por alterações na linhagem germinativa celular, elevando o risco do desenvolvimento 

da doença, o câncer é prioritariamente uma doença genética das células somáticas 

(CAVENEE; WHITE, 1995; WEINBERG, 1996), em que as características biológicas 

primárias de tumores são determinadas por alterações genéticas nas células 

tumorais, o que pode representar informações importantes para auxiliar a terapêutica 

e predição do prognóstico do paciente (UCHIDA et al., 2006).  

Embora diversas alterações genéticas já tenham sido descritas para o 

carcinoma epidermóide de boca, a adequada compreensão dos fenômenos 

decorrentes permanece limitada. Baseada em estudos genéticos, surgiu a teoria do 

modelo de progressão para o desenvolvimento do carcinoma epidermóide bucal. Na 

fase inicial, uma célula-tronco do epitélio bucal adquire uma alteração genética, 

posteriormente um fragmento conhecido por patch é formado, sendo este uma 

unidade clonal composta de célula-tronco e células-filhas que compartilham as 

mesmas alterações no DNA. Subsequentemente existe a conversão do patch em um 
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campo em expansão, resultante de alterações genéticas adicionais. Em última 

análise, a seleção clonal leva ao desenvolvimento do carcinoma dentro deste campo 

contíguo de células pré-neoplásicas (BRAAKHUIS; LEEMANS; BRAKENHOFF, 

2004). 

A progressão tumoral é ativada por aberrações significativas em genes que 

regulam positivamente ou negativamente funções de proliferação, apoptose, a 

estabilidade do genoma, angiogênese, invasão e metástase (HANAHAN; 

WEINBERG, 2000). Vários estudos têm revelado numerosas alterações moleculares 

tumor-específicas nos carcinomas epidermóides de cabeça e pescoço, incluindo o 

de boca, como a ativação de oncogenes (CALLENDER et al., 1994; DASSONVILLE 

et al., 1993; KIARIS et al., 1995), a inativação de genes supressores de tumor 

(KOCH et al., 1996; REED et al., 1996) e a perda da heterozigose em vários locais 

cromossômicos (BEDER et al., 2003; TAKEBAYASHI et al., 2000). Até hoje, mais de 

2000 genes já foram associados com o carcinoma epidermóide de boca (IBRAHIN et 

al., 2003). Acredita-se que esses tumores se desenvolvem como resultado da perda 

de regulação de múltiplos genes (LENGAUER; KINZLER; VOGELSTEIN, 1998; 

RESHMI et al., 2004),  parecendo ser necessário alterações em 3, 6 ou ainda mais 

genes para o desenvolvimento tumoral (CAVENEE; WHITE, 1995; WEINBERG, 

1996). O câncer de boca caracteriza-se assim por um grande número destas 

alterações genéticas e as investigações se concentram na identificação dos eventos 

críticos e nas etapas em que estes ocorrem durante a carcinogênese (ALBERTSON 

et al., 2003).  

De forma abrangente, análises citogenéticas e genéticas moleculares em 

carcinoma epidermóide de boca revelaram perdas cromossômicas em 3p, 4p, 8p, 

11q, e 18q, e ganhos em 3q, 5p, 7p/q, 8q, 9q, 11q, 14q, 19q, e 20q (GOLLIN, 2001; 
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JIN et al., 1995; JIN et al., 2006a; LESE et al., 1995; MARTIN et al., 2008; 

SPEICHER et al., 1995; WREESMANN; SINGH, 2005;). Uma vez que alterações 

cromossômicas numéricas e estruturais são responsáveis pelo acúmulo de 

aberrações genéticas que conduzem ao desenvolvimento e progressão tumoral 

(SAUNDERS et al., 2000), Weber et al. (1998) compararam o número de aberrações 

genéticas em 12 lesões cancerizáveis e em 14 casos de carcinomas epidermóides 

de boca. O número médio de aberrações aumentou significantemente entre as duas 

lesões em 3,2 ± 1,2 para 11,9 ± 1,9, respectivamente. Okafuji et al. (2000) também 

encontraram aumentos significativos no número de aberrações com a evolução do 

tamanho tumoral em carcinoma epidermóide de boca (média de 3,25 para tumores 

T1 contra média de 7,71 para tumores T2), corroborando com a teoria de Lengauer, 

Kinzler e Vogelstein (1998), na qual um acúmulo de mutações ocorre com a 

progressão da tumorigênese. É importante ressaltar que uma mutação é definida 

como qualquer alteração na sequência do genoma. Estas alterações incluem as que 

afetam pares de base únicos, bem como aquelas que criam grandes ou pequenas 

deleções ou inserções, amplificações ou translocações (VOGELSTEIN; KINZLER, 

2004). 

Neste contexto, a função gênica pode ser alterada em diferentes vias da 

inativação de genes supressores tumorais através de mutação, deleção ou 

metilação; e a ativação de oncogenes podendo ocorrer por mutação ou amplificação 

(REID et al., 1997; VAN HOUTEN et al., 2000). Amplificações cromossômicas do 

DNA são uma das manifestações das instabilidades genômicas do câncer que 

resultam no aumento do número de cópias de um gene. Não devem ser confundido 

com aumento da expressão gênica, embora a amplificação geralmente resulte em 

níveis elevados de produtos gênicos. A amplificação é um mecanismo pelo qual as 
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células podem atender à demanda para síntese de produtos de genes específicos, 

excedendo a capacidade transcricional de uma única cópia de um gene (SCHWAB, 

1999). Esse mecanismo pode permitir as células elevarem a expressão gênica, 

contribuindo para a o desenvolvimento/progressão do câncer ou ainda permitindo 

uma maior expressão de oncogenes. Os mecanismos pelos quais a amplificação do 

DNA acontece no câncer têm sido estudados para diversos genes, principalmente 

aqueles envolvidos na resistência a drogas citotóxicas (GIBCUS et al., 2007). Estas 

alterações estão presentes em tumores de cabeça e pescoço, dentre eles o 

carcinoma epidermóide de boca (BALDWIN et al., 2005; CHOI; CHEN, 2005; 

SNIJDERS et al., 2005; SPARANO et al., 2006). Técnicas que identificam essas 

alterações são utilizadas com sucesso na identificação de marcadores prognósticos 

para respostas terapêuticas (ALBERTSON, 2006; MORRISON et al., 2006).  

A genética do câncer obteve grandes avanços nos últimos 30 anos em 

decorrência da evolução das técnicas de citogenéticas clássica e molecular (FISH, 

Fluorescence in situ Hybridization, e CGH, Comparative genome hybridization), que 

são críticas para o entendimento de alterações no câncer (PATMORE et al., 2005). A 

identificação de aberrações citogenéticas em uma lesão permite a caracterização 

molecular de pontos de quebra cromossômica (breakpoints), identificação de genes 

envolvidos e descrição de condições patológicas moleculares na malignidade. A 

técnica de hibridação genômica comparativa baseada em arranjos (CGH-array) e a 

hibridização in situ por multifluorescência, além de complementarem os métodos de 

citogenética clássica, têm sido utilizadas para caracterizar o perfil genético de 

diversos tumores sólidos, contribuindo de maneira significativa para a compreensão 

dos eventos genéticos que controlam a tumorigênese, progressão e o processo de 

metástase no câncer (PATMORE et al., 2005). A tecnologia do CGH-array 
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especificamente foi desenvolvida para permitir detecção do aumento ou redução do 

número de cópias em regiões cromossômicas específicas em alta resolução, 

facilitando mapeamento refinado de alterações e, com isso a descoberta de novos 

oncogenes e supressores tumorais. (ALBERTSON et al., 2000; BRUDER et al., 

2001).  

Estudos recentes em linhagens celulares de carcinoma epidermóide de boca 

demonstraram que as perdas em regiões cromossômicas estão associadas a genes 

supressores tumorais, sendo que múltiplas regiões de perdas foram observadas no 

braço curto do cromossomo 3 (MARTIN et al., 2008). Ainda, perdas em 3p são 

eventos precoces em carcinoma epidermóide de cabeça e pescoço, com ausência 

deste evento em lesões com displasia epitelial de boca (CALIFANO et al., 1996; 

ROSIN et al., 2002; ROZ et al., 1996). Deleções em genes supressores tumorais 

p15/CDKN2B ou p16/CDKN2A, localizados no cromossomo 9p, exibem também 

importância no desenvolvimento desses tumores (MARTIN et al., 2008). Resultados 

de estudos através de CGH-array de 31 linhagens de carcinoma epidermóide de 

boca revelaram tanto perda de material cromossômico a partir da região 11q22 e 

amplificação de banda cromossômica 11q13 (MARTIN et al., 2008). Além disso, 

ganhos no cromossomo 7p, previamente demonstrado por análise citogenética 

clássica e por CGH-array (GOLLIN, 2001) também têm sido observados em 

linhagens de carcinoma epidermóide de boca (MARTIN et al., 2008).  

A associação de alterações como amplificações e deleções gênicas, 

identificadas através da técnica de CGH-array, com a expressão gênica em 

carcinoma epidermóide de cabeça e pescoço ainda é limitada (JÄRVINEN et al, 

2008). Sabendo-se que amplificações do DNA cromossômico resultam em aumento 

do número de cópias de um gene, sendo mecanismo bem estabelecido para as 
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células elevarem a expressão gênica (ALBERTSON, 2006; MORRISON et al., 2006), 

estudos que associem essas técnicas com as análises de microarranjo de DNA 

(microarray) e qRT-PCR (reação em cadeia da polimerase quantitativa precedida de 

transcrição reversa) são úteis para traçar as ferramentas moleculares que 

identifiquem alterações consistentes a nível genômico e de transcriptoma.  

 

 

2.2.1 Alterações da região cromossômica 11q13 

 

 

Os carcinomas epidermóides de cabeça e pescoço apresentam amplificações 

em regiões genômicas específicas, principalmente, amplificações de sequências de 

DNA na banda cromossômica 11q13, em que comparações entre a citogenética 

clássica e as análises através de CGH-array confirmaram a amplificação desta 

região em aproximadamente 50% dos casos de carcinoma epidermóide de boca, 

sendo a anormalidade mais frequentemente demonstrada por ambas às tecnologias 

(bandeamento cromossômico e CGH-array) (GOLLIN, 2001; MARTIN et al., 2008; 

SAUNDERS et al., 2000). Amplificações da região 11q13 também têm sido 

observadas em casos de carcinoma de esôfago, mama, pulmão, rim e pâncreas 

(GANSAUGE et al., 1997; HUANG et al., 2002; PROCTOR et al., 1991; 

SCHUURING, 1995). Em carcinoma epidermóide de boca (HUANG et al., 2006) e 

em cabeça e pescoço de maneira geral (AKERVALL et al., 1995; AKERVALL et al., 

1997), esta alteração tem sido associada a um desfecho desfavorável, além de estar 

relacionada com a diminuição na sobrevida em câncer esofágico (KITAGAWA et al., 

1991), aumento do risco de recorrência em câncer de mama (BORG et al., 1991) e 
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pobre diferenciação tumoral em tumores de pulmão (BERENSON et al., 1990). 

Desta forma, se faz necessário o entendimento dos mecanismos biológicos 

envolvidos nesta via, a fim de elucidar o perfil de tumores que exibem amplificação 

de genes desta região cromossômica.  

Estudos em linhagens de carcinoma epidermóide de boca mapearam o 

fragmento 11q13 através de marcadores microssatélites, abrangendo uma região de 

5 Mb contendo 23 genes conhecidos. De acordo com os resultados do referido 

estudo, o fragmento amplificado variou em tamanho, mostrando que uma região de 

sobreposição mínima de aproximadamente 1,5 Mb pode ser definida, e incluíam oito 

oncogenes conhecidos: OCIM (MYEOV), CCND1 (Cyclin D1), FGF9, FGF3, FGF4, 

FADD, PPFIA1, EMS1/cortactin (CTTN) (HUANG et al., 2002). Outros estudos que 

mapearam o fragmento 11q13 através de CGH-array em 40 casos de carcinoma 

epidermóide de boca revelaram um tamanho consistente com 1.7 Mb, em que genes 

como FGF3, CTTN, e SHANK2 mostraram-se coamplificados dentro da região do 

gene CCND1 (FREIER et al., 2006). Ainda, resultados de Jin et al. (2006b) 

revelaram que amplificações do segmento 11q13 em carcinoma epidermóide de 

cabeça e pescoço sempre incluem um fragmento de 1.61 Mb que abrange 12 genes 

conhecidos (CCND1, FGF3, FGF4, FGF19, CTTN, SHANK2, TPCN2, MYEOV, 

ORAOV1 (TAOS1), YHEHHI6A, FADD, PPFIA1) (Figura 2.1). Análises de expressão 

gênica também evidenciaram dados de hiper-expressão para os genes CCND1, 

CTTN, SHANK2 e TAOS1 em câncer de boca (FREIER et al., 2006; HUANG et al., 

2002), bem como em diferentes neoplasias humanas para os genes CCND1 

(LAMMIE et al., 1991; SCHUURING et al., 1992), CTTN (SCHUURING et al., 1992), 

MYEOV (JANSSEN et al., 2002) e EMSY (HUGHES-DAVIES et al., 2003). 
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Figura 2.1 – Cromossomo 11 com mapeamento físico da localização dos 12 genes 
conhecidos na região de 1,6 Mb entre as posições 11q12.3 e 11q13.5. Fonte: 
Jin et al. (2006b) 

 

 

Diversos genes hiper-expressos da região 11q13 estão funcionalmente 

relacionados, incluindo CTTN e SHANK2 (FREIER et al., 2006). O CTTN, também 

conhecido como EMS1, Amplaxin, SRC8 e Cortactina (por codificar uma proteína 

com este nome), refere-se ao substrato tirosino-quinase que está envolvido na 

reestruturação da actina do citoesqueleto cortical (WEED; PARSONS, 2001), 

funcionado na transdução de sinal entre sítios de contato célula-matriz e o 

citoesqueleto (SCHUURING et al., 1993; SCHUURING et al., 1998). A atividade da 

cortactina é regulada em parte pela fosforilação resultante da ativação de EGFR 

(Epidermal Growth Factor Receptor). Ainda, a ativação de Src, MAPK e outras 

quinases citoplasmáticas conduzem também a fosforilação direta dos sítios tirosina e 

serina da cortactina em diferentes estágios (WEED; PARSONS, 2001). A 
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fosforilação do resíduo de serina pela MAPK tem sido proposta em regular a 

habilidade da cortactina em ativar N-WASp, proteína que regula a remodelação da 

actina no citoesqueleto (MARTINEZ-QUILES et al., 2004), indicando que as vias da 

Src e MAPK atuam na função da cortactina em participar da polimerização da actina 

(KELLEY; SHAHAB; WEED, 2008). Já a fosforilação do resíduo de tirosina da 

cortactina é necessária para a migração celular eficiente, estando associada à 

atividade de degradação da matriz em modelo animal de carcinoma epidermóide de 

cabeça e pescoço (BOWDEN et al., 2006; LI et al., 2001).   

Especificamente, a amplificação do gene CTTN e a super-expressão da 

proteína cortactina tem sido relacionada à reposta clínica desfavorável (RODRIGO et 

al., 2000), motilidade celular aumentada, invasão celular e metástase em carcinoma 

de cabeça e pescoço (ROTHSCHILD et al., 2006). Esses efeitos são provavelmente 

devido ao aumento da ligação entre a cortactina e o complexo Arp2/3, servindo para 

aumentar a atividade da actina Arp2/3 dentro da extensão citoplasmática tipo 

lamelipodia da célula tumoral. Esta extensão tipo lamelipodia refere-se a uma 

projeção da actina do citoesqueleto na extremidade de motilidade celular, 

oferecendo além da motilidade, maior potencial de invasão loco-regional e 

metástases a distância na célula tumoral. Assim, pode se estabelecer que a super-

expressão de cortactina e amplificação de do gene CTTN estão correlacionados 

neste tipo de tumor (ROTHSCHILD et al., 2006). 

Já o produto do gene SHANK2 foi primeiramente identificado como proteína 

de ligação à cortactina por interação de dois híbridos (DU et al., 1998)  e está 

intimamente associada com a face interna da membrana plasmática (KELLEY; 

SHAHAB; WEED, 2008). A expressão da proteína Shank2 e de suas isoformas 
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relacionadas é encontrada em células epiteliais, nas quais se ligam e regulam a 

manutenção de sódio e homeostase da água (HAN et al., 2006). Outro gene de 

interesse é o PPFIA1, também conhecido por Liprin a1, pertencente à família de 

proteínas que interagem com a tirosina fosfatase transmebrana relacionada ao 

antígeno leucocitário comum (LAR). O gene PPFIA1 pode regular a perda de adesão 

focal e desta forma auxiliar nas interações célula-matriz. A adesão focal além de 

representar sítio de interação célula-matriz, funciona na ancoragem de fibras de 

estresse para a membrana plasmática e na transdução de sinal mediada por adesão 

(SERRA-PAGES et al., 1995). 

Em carcinomas epidermóides de boca, o gene SHANK2 está frequentemente 

co-amplificado e hiper-expresso com o gene CTTN (FREIER et al., 2006) e as suas 

proteínas interagem diretamente (DU et al., 1998). Sugere-se, assim, que SHANK2 

promove uma ligação molecular entre receptores transmenbrana e actina do 

citoesqueleto através da cortactina. Embora o significado funcional da hiper-

expressão de SHANK2 em carcinoma epidermóide de cabeça e pescoço não esteja 

elucidado, uma possível hipótese é que este gene possa participar do aumento da 

invasão celular dada a sua associação com a cortactina (OKAMOTO et al., 2001).  

Não existam evidências que mostrem a interação direta entre PPFIA1 com CTTN e 

SHANK2, contudo as funções desses genes estão relacionadas nas interações 

célula-matriz. Além disso, esses três genes estão intimamente agrupados na porção 

distal da região 11q13, e diversos trabalhos vêm mostrando a desregulação desses 

genes em carcinomas de cabeça e pescoço (RODRIGO et al., 2000; JÄRVINEN et 

al., 2008; TAN et al., 2008), e especificamente de boca (HUANG et al., 2006; 

FREIER et al., 2006). Interessantemente, Huang et al. (2006) revelaram forte 

correlação dos níveis de transcritos do PPFIA1, CTTN, e SHANK2 em linhagens 
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celulares de carcinoma epidermóide de boca, contribuindo possivelmente com o 

potencial invasivo deste tumor.  

Ainda, há outro gene que foi recentemente descoberto por Huang et al. 

(2002), localizado na região cromossômica 11q13 designado ORAOV1 (Oral Cancer 

Overexpressed 1), também conhecido como TAOS1 (Tumor Amplified and 

Overexpressed Sequence 1). Este gene tem se destacado como alvo em análise 

quantitativa do seu número de cópias, a exemplo dos estudos em tumores primários 

da região de cabeça e pescoço desenvolvidos por Gibcus et al. (2007), e estudos 

em boca  realizado por Huang et al. (2002) e Huang et al. (2006), em que o gene 

TAOS1 foi identificado como amplificado e hiper-expresso em 63% das linhagens de 

carcinoma epidermóide de boca analisadas, existindo correlação entre a expressão 

gênica com a amplificação genômica.  

Estudos realizados por Zhou et al. (2006) encontraram resultados clínicos 

bastante relevantes ao testar o poder preditivo de genes selecionados por 

microarray e validados por qRT-PCR para desenvolvimento de metástase nodal e 

disseminação extra-capsular de 25 amostras de carcinoma epidermóide de língua. A 

análise mostrou os melhores valores preditivos para CTTN e Metaloproteinase de 

matriz 9 (MMP-9), sendo que as combinações específicas de marcadores 

determinada por um modelo logístico foi CTTN+MMP-9+EGFR para metástase e 

CTTN+EEF1A1+MMP-9 para disseminação extra-capsular.  

As metaloproteinases de matriz (MMPs) são endopeptidases zinco-

dependentes que representam a maior classe de enzimas responsáveis pela 

degradação ou reabsorção dos componentes da matriz extracelular. São as 

principais responsáveis pelo remodelamento tecidual durante eventos fisiológicos 
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como a embriogênese e organogênese, bem como em eventos patológicos como a 

invasão tumoral nos tecidos. Mais de 20 MMPs já foram identificadas e, baseado em 

sua estrutura, substrato específico e localização celular, as MMPs são classificadas 

em colagenases, gelatinases, estromelisinas e tipo de membrana (DERYUGINA; 

QUIGLEY, 2006; LIOTTA; KOHN, 2002; OVERALL; LÓPEZ-ÓTIN, 2002). A MMP-7, 

também conhecida por matrilisina-1 ou PUMP-1, é o membro com a estrutura mais 

simples desta família, contendo apenas: (I) N-terminal pré-peptídico (cerca de 10 

kDa), sinalizador da secreção e removido no retículo endoplasmático rugoso; (II) N-

terminal pró-peptídico, removido intra ou extracelularmente (cerca de 80 

aminoácidos, contendo a sequência conservada PRCXXPD) e (III) catalítico (20 

kDa). Localiza-se no cromossomo 11q21-q22 (SNIJDERS et al., 2005) e 

diferentemente de outras MMPs, que são comumente expressas em células do 

estroma, a MMP-7 parece estar expressa predominantemente em células epiteliais 

do tecido glandular, e geralmente produzida em excesso em células de carcinoma 

em estágios precoces do desenvolvimento (YUAN et al., 2008).  

A participação da MMP-7 na carcinogênese tem sido relatada em diferentes 

tumores, dentre eles, em carcinoma epidermóide de boca, onde foi encontrada como 

hiper-expressa em relação ao tecido normal (SNIJDERS et al., 2005), em neoplasias 

da região de cabeça e pescoço (PACHECO et al., 2002), além de mama (HEPPNER 

et al., 1996), pulmão (BOLON  et al., 1997), próstata (LYNCH et al., 2005), esôfago 

(YAMAMOTO et al., 1999), estômago (ADACHI et al., 1998), endométrio 

(GRAESSLIN et al., 2006), ovário (TANIMOTO  et al., 1999) e cólon (SOREIDE et 

al., 2006). O estudo imuno-histoquímico da MMP-7 em carcinoma epidermóide de 

esôfago demonstrou valor preditivo desta enzima na sobrevida global e sobrevida 

livre de doença em análises multivariadas, sugerindo, assim, que a sua expressão 
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pode funcionar como poderosa ferramenta preditiva de recorrência e pior 

prognóstico (YAMAMOTO et al., 1999). Apesar de não localizar-se especificamente 

na região 11q13, o fragmento do cromossomo 11 em que se encontra o gene MMP-

7 apresenta-se amplificado no câncer de boca, enfatizando a importância da MMP-7 

juntamente com outros genes como TLN1, LAMA3 e CTTN que participam de 

processo de adesão e migração celular (SNIJDERS et al., 2005).   

Deste modo, objetivamos avaliar em carcinoma epidermóide de boca, através 

de qRT-PCR em tempo real, a expressão de quatro transcritos de genes localizados 

na região cromossômica 11q13, sendo eles PPFIA1, CTTN, SHANK2, que exibem 

funções relacionadas com interações célula-matriz, tentando associá-los com a 

expressão do gene MMP-7, componente efetivo de degradação de matriz, e que se 

localiza no mesmo cromossomo, com intuito de contribuir no entendimento do papel 

da expressão desses genes na carcinogênese de boca e validar os achados prévios 

obtidos por microarray vinculados ao Projeto Temático supracitado. Dentre os 

diversos genes diferencialmente expressos encontrados a partir destes referidos 

achados, os genes propostos no presente estudo pertencem a uma região 

cromossômica específica, e por isso ainda objetivamos demonstrar a expressão do 

gene TAOS1, que também se localiza na região cromossômica 11q13 e está 

provadamente alterado no carcinoma epidermóide de boca, tentando assim 

demonstrar se existe relevância da sua expressão concomitante aos demais genes 

propostos, ampliando o seu espectro de ação. A importância em se estabelecer 

relação com critérios definidos de agressividade dos tumores (sendo tumor menos 

agressivo classificados em T3 e T4 N0; e tumores mais agressivos em T1 e T2 N+) 

se faz necessária no sentido de propor este critério como uma ferramenta útil no 

intercâmbio com os achados moleculares.  
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3 PROPOSIÇÃO 

 

Este estudo se propõe a analisar a expressão de transcritos dos genes 

PPFIA1, CTTN, SHANK2, TAOS1 e MMP-7 em amostras de carcinoma epidermóide 

de boca bem como de tecido não tumoral adjacente (margem), relacionando esses 

achados com dados clínicos e critérios de agressividade estabelecidos. 

Especificamente pretende-se atingir três objetivos: 

 

a) Amplificar transcritos dos genes PPFIA1, CTTN, SHANK2, TAOS1 e MMP-7 

utilizando a técnica de RT-PCR em tempo real,  

 

b) Relacionar a expressão dos transcritos em amostras de carcinoma 

epidermóide de boca com amostras do tecido não tumoral adjacente, e 

correspondente,  

 

c) Relacionar os dados de expressão diferencial obtidos com aspectos clínicos 

e histopatológicos, com critérios de agressividade estabelecidos e com a 

sobrevida dos pacientes. 

 

 



 41

4 MATERIAL E MÉTODO 

 
 
4.1 Critérios de seleção 
 

 

Os critérios definidos para inclusão dos casos utilizados no presente estudo 

foram amostras com diagnóstico confirmado após exame anátomo-patológico da 

peça cirúrgica de carcinoma epidermóide de boca, de pacientes tabagistas com 

idade igual ou superior a 40 anos, de ambos os sexos, com lesões intra-bucais de 

língua bem como de assoalho bucal, e que representassem o sítio primário da lesão. 

Os casos foram selecionados ainda com base no sistema TMN, para que 

enquadrassem em dois grupos pré-estabelecidos, como 1) tumores mais agressivos: 

T1/T2, N+; e 2) tumores menos agressivos: T3/T4, N0, sem evidências de metástase 

ou infiltração. Todos os pacientes incluídos neste estudo foram submetidos à 

ressecção cirúrgica como tratamento de escolha, reservando-se os tratamentos 

quimio e radioterápico como adjuvantes ou paliativos. 

Todos os pacientes assinaram o “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” 

referente a cada instituição onde as amostras foram coletadas (Instituto do Câncer 

Arnaldo Vieira de Carvalho, Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo e Hospital Heliópolis), tendo sido previamente 

submetidos e aprovados pelo CONEP (parecer nº 1763/2005) (Anexo A). O presente 

estudo em particular foi autorizado pelo Comitê de Ética da FOUSP (protocolo nº 

231/2008) (Anexo B). 
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As amostras coletadas foram armazenadas em nitrogênio líquido ou freezer a -

80ºC em seus respectivos centros de armazenamentos, permanecendo nesta 

condição até a posterior microdissecção e extração do RNA total. 

 

 

4.2 Casuística e Dados dos pacientes  

 

 

Foram utilizadas amostras originadas de tecidos congelados de 29 pacientes, 

correspondendo a 15 pacientes portadores de tumores classificados como menos 

agressivos e 14 como mais agressivos. As amostras de todos os casos mais 

agressivos foram pareadas tumor/margem. Já nos casos menos agressivos, 10 

amostras de tumores e margens estavam pareadas, e o mesmo não foi possível em 

4 amostras que não apresentavam a margem correspondente. 

Os dados clínicos, histopatológicos e de acompanhamento referentes a cada 

paciente incluídos neste estudo (Apêndice A) foram obtidos a partir do sistema 

eletrônico do Projeto Temático GENCAPO (Genoma Clínico de Cabeça e Pescoço; 

http://ctc.fmrp.usp.br/clinicalgenomics/cp/; FAPESP 01/13717-3) sob 

responsabilidade do Prof. Dr. Victor Wünsch Filho, coordenador da Equipe de 

Epidemiologia da Faculdade de Saúde Pública da Universidade de São Paulo. Os 

dados clínicos obtidos incluíram idade, sexo e história de consumo de tabaco e 

álcool. 

Os dados da peça cirúrgica incluíram localização e tamanho da lesão (pT), 

comprometimento linfonodal (pN), presença de metástase a distância (pM), 

diferenciação histológica (dif. histol.), infiltrações perineural (IP), vascular sanguínea 
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(IS) e vascular linfática (IL). Os dados de acompanhamento incluíram seguimento 

em meses (determinado entre a data da cirurgia e a data do óbito em consequência 

da neoplasia ou data da última informação de seguimento) e o desfecho clínico 

representado por ocorrência de óbito, recorrência local e surgimento de segundo 

tumor primário. 

 

 

 

4.3 Obtenção do RNA total 

 

 

As amostras biológicas de tecido congelado foram previamente emblocadas em 

Tissue Teck e coradas com azul de toluidina para microdissecção manual realizada 

pelos patologistas Prof. Dr. Fabio Daumas Nunes e pela pesquisadora Drª Camila de 

Oliveira Rodini. Contaminantes teciduais, tais como glândula salivar, tecidos 

muscular e adiposo foram eliminados, selecionando-se, desta forma, apenas o 

tecido tumoral de interesse, representado em média por 70-80% do espécime 

remanescente, bem como as margens, representadas por tecido epitelial 

morfologicamente livre de tumor.  

Em seguida, as amostras tumorais e não tumorais microdissecadas foram 

submetidas à extração de RNA total utilizando-se solução de TRIzol® (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA), segundo recomendações do fabricante. A pureza do RNA 

extraído foi verificada através de leitura em espectrofotômetro NanoDrop™ cuja 

razão A260/280 variou entre 1,3 e 1,9. A qualidade do RNA foi avaliada através de gel 

de integridade, sendo considerada ótima quando as bandas ribossômicas 28S e 18S 

apresentaram-se nítidas e intensas, numa razão aproximada de 2:1 
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respectivamente. Procedeu-se a etapa de tratamento com DNase I (Promega) para 

as amostras de RNA com qualidade considerada satisfatória ou boa. 

A etapa de extração do RNA foi realizada no laboratório da Faculdade de 

Medicina de São José do Rio Preto.  

 

 

4.4 Transcrição reversa 

 

 

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado através de uma reação de 

transcrição reversa pela MultiScribe™ transcriptase reversa a partir de 

oligonucleotídeos randômicos (High Capacity cDNA Archive kit, Applied Biosystems, 

Foster City CA), para o volume final de reação de 50 μL utilizando-se 1,0 μg de RNA 

total. A mistura com todos os reagentes necessários para a reação foi preparada em 

fluxo laminar, e os tubos com as amostras foram colocados em termociclador 

(Mastercycler, Eppendorf) sendo submetidos a 25oC por 10 min seguido de um 

período de incubação de 120 min a 37oC.  

A etapa de transcrição reversa foi realizada no Laboratório do Departamento de 

Biologia Molecular da Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto. 
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4.5 PCR quantitativo em tempo real (qPCR) 

 

 

Com a finalidade de validar os achados de expressão gênica obtidos em 

análise prévia de microarray e também determinar a diferença de expressão de 

maneira mais precisa, foram feitos estudos de expressão através de qRT-PCR. 

Assim, a amplificação dos transcritos dos genes PPFIA1, CTTN, SHANK2, TAOS1 e 

MMP-7 foi avaliada por qRT-PCR, gerando dados quantitativos. O gene de 

expressão constitutiva HPRT foi utilizado para controle de normalização de massa. 

Todos os oligonucleotídeos iniciadores utilizados foram desenhados a partir da 

sequência de mRNA do gene em questão contidos no endereço eletrônico 

www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide. Os iniciadores utilizados foram desenhados 

utilizando-se o programa Gene Tool 2.0 (Bio Tools Incorporated, Alberta, Canadá), 

de forma que as sequências estivessem presentes em éxons diferentes, 

apresentando uma temperatura de associação entre 58 e 62ºC e gerando produtos 

de tamanho idealmente entre 80 e 200pb (Tabela 4.1). Os produtos da transcrição 

reversa serviram de molde para a amplificação por qPCR. 

O protocolo experimental utilizado no presente trabalho descreve o 

procedimento detalhado para qRT-PCR utilizando-se o fluoróforo SYBR Green 

Master Mix® (Applied Byosistems) realizado em termociclador ABI PRISM 7500. 

Todas as reações foram realizadas num volume final de 25 μL em tubos óticos com 

os seguintes reagentes: 1 μL de cada iniciador senso e anti-senso nas 

concentrações de 2,5 pmol/μL para o gene alvo PPFIA1, 5 pmol/μL para o gene alvo 

CTTN e 10 pmol/μL para os genes alvos SHANK2, TAOS1 e MMP-7, 12,5 μL de 

SYBR® Green Mix (2x), 2 μL de cDNA (diluição de 1:5) e água estéril para completar 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide
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o volume final. O processo de ciclagem térmica constituiu-se de desnaturação inicial 

a 95ºC por 10 minutos, seguido de 40 ciclos constituídos por desnaturação a 95ºC 

por 15 segundos e associação/extensão a 60ºC por 1 minuto para os genes CTTN e 

TAOS1, 61ºC para o gene PPFIA1, e 62ºC para os genes SHANK2 e MMP-7. Após 

o término do último ciclo, as amostras foram submetidas à etapa adicional para 

realização da curva de dissociação para análise da especificidade através da 

cinética de dissociação dos produtos amplificados. Nessa etapa, aumenta-se a 

temperatura de forma linear e a fluorescência de cada amostra é representada 

graficamente. Todas as amostras experimentais foram amplificadas em triplicata 

técnica, e para cada par de iniciadores a reação de qPCR apresentava um controle 

de contaminação, onde se substitui o cDNA da amostra por água estéril. 

Em seguida, os resultados da qRT-PCR foram analisados a partir do software 

7500 v2.0 (Applied Byosistems), conferindo-se especificidade da reação na ausência 

de qualquer curva de dissociação bimodal ou sinal anormal de amplificação. A 

análise dos dados foi realizada através de quantificação relativa pelo Método do Ct 

comparativo (2-ΔΔCt), utilizando o gene constitutivo HPRT para controle de 

normalização dos dados. Como amostra calibradora (amostra na qual todos os 

resultados obtidos foram comparados) foi utilizada a linhagem celular HN31 

(linfonodo metastático de paciente com tumor em faringe). A expressão de cada 

gene específico foi comparada entre amostras tumoral e não tumoral, bem como 

entre os tumores mais e menos agressivos.  

Todas as reações de qRT-PCR foram realizadas no Laboratório de Patologia 

Molecular da Disciplina de Patologia Bucal da FOUSP. 
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Tabela 4.1 - Sequência e orientação dos iniciadores utilizados para amplificação por qRT-PCR, 
segundo o gene, número de acesso no Gene Bank, e tamanho do produto 

GENE NÚMERO DE 
ACESSSO 

INICIADORES (5´3´) TAMANHO DO 
PRODUTO (pb) SENSO                                           ANTI-SENSO 

PPFIA1 NM_003626.2 cttccaaagcagccattctc cagatggaagcacagttgga 172 

CTTN NM_005231.3 gtggccgacagctgacttat gcaccaggagcatatcaaca 163 

SHANK2 NM_012309.1 tcgaggtacgatgcgaaggca ccggcatggacaggcttctg 125 

TAOS1 NM_153451.2 tgatggcggatgagaggtttc ttccctccatcacacccaaac 81 

MMP-7 NM_002423.3 gcgttcatcctcatcgaagt tgtatggggaactgctgaca 151 

HPRT NM_000194.2 ttctttgctgacctgctgg tcccctgttgactggtcat 119 
 

 

4.6 Análise estatística 

 

 

Para análise estatística dos dados foram obtidas distribuições absolutas e 

percentuais das variáveis nominais ou categóricas, e para as variáveis numéricas, 

medidas estatísticas tais como valor mínimo, valor máximo, média, mediana e desvio 

padrão foram utilizadas. Para viabilizar a análise estatística do estudo algumas 

categorias foram agrupadas como: 

- Idade: agrupados em < 60 anos e ≥ 60 anos. 

- Tabagismo: agrupados em “sim” e “no passado” 

- Etilismo: agrupados em “sim” e “não/no passado” 

Primeiramente, a análise univariada foi realizada como intuito de verificar a 

presença de associação entre as variáveis clínicas e a) ocorrência de óbito, b) 

recidiva e c) agressividade. Para tal, foi utilizado o teste Qui-quadrado de Pearson 

ou o teste Exato de Fisher, quando condições para utilização do teste Qui-quadrado 

não foram verificadas. Estes testes avaliam diferenças entre dois grupos 

 



 48

independentes, em relação a uma variável qualitativa qualquer que só admita duas 

alternativas como resposta. 

O teste não-paramétrico de Wilcoxon foi utilizado para comparação de medidas 

de expressão gênica quantitativa em amostras pareadas (tumor e margem de 

maneira geral e conforme agressividade), por ser um teste que considera na análise 

a dependência de que são medidas em um mesmo indivíduo. Já para comparação 

das medidas quantitativas de expressão gênica entre os tumores mais e menos 

agressivos, bem como para avaliação das medidas quantitativas de expressão 

gênica nos grupos tumor e margem de acordo com as variáveis clínicas, foi aplicado 

o teste t-Student ou o teste não-paramétrico de Mann-Whitney. As variáveis clínicas 

testadas foram local, idade (abaixo de 60 ou igual/acima de 60 anos), fumo (sim ou 

no passado), diferenciação histológica (bem ou moderadamente diferenciados), 

infiltração linfática e infiltração perineural (presentes ou ausentes). Para a escolha do 

teste de comparação, a suposição de normalidade para as amostras segundo o 

teste de Kolmogorov-Smirnov foi primeiramente testada. Quando os valores 

indicavam que as amostras possuíam uma distribuição normal, permitia a utilização 

do teste t, que analisa variâncias iguais ou desiguais, conforme resultados de 

verificação de hipótese de igualdade de variância. Para as demais amostras o teste 

não-paramétrico de Mann-Whitney, que avalia se existe diferença estatística 

significante entre as médias dos postos de duas amostras independentes, foi 

aplicado devido à grande dispersão dos dados.  

Na busca de possíveis marcadores de agressividade tumoral que consigam 

discriminar tumores mais e menos agressivos de acordo com a expressão do gene 

alvo foram construídas curvas ROC (Receiver-Operating Characteristic plots) para 

determinar pontos de corte a partir de medidas de sensibilidade e especificidade. 
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Esta curva é utilizada para avaliar o desempenho diagnóstico de um teste ou a sua 

precisão para discriminar casos normais de doentes. A probabilidade de um teste 

diagnóstico produzir um resultado positivo, dado que o indivíduo é portador da 

doença ou, no caso, que o tumor é mais agressivo, é chamada sensibilidade do 

teste; e a probabilidade do teste produzir um resultado negativo, dado que o 

indivíduo não porta a doença ou, no caso, que o tumor é menos agressivo, é 

chamada especificidade.  

Na curva ROC, o eixo vertical é a função da fração verdadeiramente positiva 

(sensibilidade) e o eixo horizontal é em função da fração falsamente positiva 

(especificidade), para diferentes pontos de corte. Cada ponto da curva ROC 

representa o par sensibilidade/especificidade correspondente a um limiar particular. 

Quanto maior a área da curva, maior a precisão do teste (ZWEIG; CAMPBELL, 

1993), sendo que a área abaixo da curva ROC (AUC) é um dos índices mais 

utilizados para verificar a “qualidade” da curva, estando associada ao poder 

discriminante desse teste. Quando se obtém um valor de AUC igual a 0,5 considera-

se um desempenho ao acaso, enquanto um valor próximo de 1,0 indica uma 

predição quase perfeita. Assim, através da análise da AUC, foram obtidos pontos 

que fornecessem a probabilidade de que o teste classifique corretamente os tumores 

quanto à agressividade. 

Com o intuito de avaliar o relacionamento entre algumas características clínicas 

dos indivíduos portadores de carcinoma epidermóide de boca, bem como a 

expressão de possíveis marcadores de agressividade tumoral com o evento morte, 

foi utilizado o método não paramétrico de Kaplan-Meier (ARMITAGE; BERRY, 1994), 

que permite a construção de curvas com as estimativas das probabilidades de 

sobrevivência em função do tempo de duração entre a data da cirurgia e a data do 

 



 50

óbito ou do último acompanhamento de observação, considerando-se apenas o 

desfecho óbito relacionado à neoplasia. Assim, a evolução durante todo o período 

de seguimento do indivíduo é considerado e não só os resultados finais. As curvas 

com as estimativas das probabilidades de sobrevivência em função do tempo de 

observação elaboradas utilizando-se o estimador produto-limite de Kaplan-Meier são 

construídas de forma que as estimativas calculadas independem da condição do 

paciente, isto é, não são consideradas as outras informações como sexo, idade, etc. 

Para avaliar a influência dessas variáveis, as curvas de Kaplan-Meier foram 

construídas para as categorias de cada variável qualitativa e para a comparação das 

curvas foi utilizado o teste de Log-Rank (ARMITAGE; BERRY, 1994). Foram 

estimadas as probabilidades de sobrevida para as variáveis idade, tabagismo, sítio 

anatômico, bem como tipo de tumor (mais e menos agressivo) e pontos de corte das 

curvas ROC dos genes que apresentaram valor de AUC acima de 0,5. A estatística 

deste teste é a diferença entre o número observado em cada grupo e uma 

quantidade que, para muitos propósitos, pode ser interpretada como o 

correspondente número esperado de falhas sob a hipótese nula (COLOSIMO; 

GIOLO, 2006). Neste tipo de análise, para cada variável é realizado um teste de 

significância que indica se a variável em questão influencia ou não a resposta de 

interesse (óbito). 

O nível de significância adotado foi de 5%, ou seja, quando o valor de p do 

teste estatístico foi menor ou igual a 0,05 existiu significância estatística. O software 

SPSS (Statistical Package for the Social Science, SPSS Inc, Chicago EUA) versão 

12.0 foi utilizado para a execução dos cálculos estatísticos. 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Caracterização dos casos 

 

 

A frequência dada em número e valor percentual das informações clínicas, 

anátomo-patológicas e do desfecho clínico dos 29 pacientes portadores de 

carcinoma epidermóide de boca incluídos no estudo estão sumariadas na Tabela 

5.1. A análise descritiva da amostra demonstrou que a população do estudo 

apresentou uma média etária calculada em 52,79 anos, cujo desvio padrão foi de 

8,18, a idade mínima 40 anos e a idade máxima 75 anos. Agrupando-se por faixa 

etária abaixo e acima de 60 anos, foi observada uma distribuição percentual de 

79,3% (n=23) de casos ≤ 60 anos, e de 20,7% (n=6) > 60 anos. Esta população 

estava representada ainda na sua maioria por indivíduos do sexo masculino (93,1%, 

n=27), fumantes ativos (79,3%, n=23) ou que fumaram no passado (20,7%, n=6) e 

etilistas (82,8%, n=24). 

Considerando os sítios anatômicos envolvidos, o assoalho (62,1%, n=18) exibiu 

uma maior prevalência em relação à língua (37,9%, n=11). Quanto à extensão 

anatômica do tumor primário, tumores classificados como T1 corresponderam a 

10,4% (n=3), como T2 37,9% (n= 11), já tumores T3 representaram 34,5% (n=10), e 

T4 17,2% (n=5). Observou-se ocorrência de metástases em linfonodos cervicais em 

51,7% (n= 15) dos casos (N+), e 48,3% (n=14) não exibiram este comprometimento 

(N0). Ainda, nenhum caso apresentou ocorrência de metástases a distância (M). 
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Em relação aos aspectos anátomo-patológicos, no que se refere à 

diferenciação histopatológica, apenas casos graduados como bem diferenciados 

(58,6%, n=17) e moderadamente diferenciados (41,4%, n=12) constituíram a 

casuística. Quanto à infiltração vascular sanguínea, vascular linfática, e perineural 

mostraram-se presentes em 6,9% (n=2), 27,6% (n=8) e 51,7% (n=15) dos casos 

respectivamente.  

O seguimento dos pacientes envolveu um tempo médio de 31 meses 

(DP=19,84), com o período mínimo de 5 meses e o máximo de 67 meses, sendo 

estabelecida a data da cirurgia como início do seguimento até a data do último 

acompanhamento ou óbito, sendo que em relação a este evento, 11 (37,93%) 

mortes tiveram como causa o tumor e apenas 1 caso devido outras causas que não 

o câncer. Informações sobre recorrência (20,68%, n=6) e ocorrência de segundo 

tumor primário (10,4%, n=3) também foram eventos considerados no desfecho 

clínico dos pacientes.  
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Tabela 5.1 - Número e distribuição percentual das informações clínicas, anátomo-patológicas e do 
desfecho clínico dos pacientes portadores de carcinoma epidermóide de boca 

Variável Categoria Número % 
Idade < 60 Anos 23 79,3 

  ≥ 60 Anos 6 20,7 
Sexo Masculino  27 93,1 

  Feminino 2 6,9 
Tabagismo Sim 23 79,3 

  No passado 6 20,7 
Etilismo Sim 24 82,8 

  Não/no passado 5 17,2 
Local Língua 11 37,9 

  Assoalho 18 62,1 
T T1 3 10,4 
 T2 11 37,9 
 T3 10 34,5 
  T4 5 17,2 
N N0 14 48,3 
  N+ 15 51,7 

M M0 29 100 
  M+ 0 0 

Diferenciação 
histológica BD 12 41,4 

  MD 17 58,6 
Infiltração sanguínea Ausente 27 93,1 

  Presente 2 6,9 

Infiltração linfática Ausente 21 72,4 
  Presente 8 27,6 

Infiltração perineural Ausente 14 48,3 
  Presente 15 51,7 

Desfecho clínico Recorrência local 6 20,7 

 2º tumor primário 3 10,4 
 Óbito* 11 37,9 

Total   29 100 
*Óbito em decorrência da neoplasia 
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5.1.1 Associação das variáveis clínicas e anátomo-patológicas com agressividade 

tumoral 

 

 

A partir da análise dos dados qualitativos, o teste Qui-quadrado, ou Exato de 

Fisher quando aplicável demonstrou que não foram encontradas evidências 

estatísticas de que exista uma associação entre a agressividade tumoral e as 

variáveis clínicas como idade (p=0.99, Exato de Fisher), sexo (p=0,22, Exato de 

Fisher), local (p=0,597, Qui-quadrado), tabagismo (p=0,39, Exato de Fisher) e 

etilismo (p=0,168, Exato de Fisher); e anátomo-patológicas como diferenciação 

histológica (p=0,876, Qui-quadrado), infiltração sanguínea (p=0,99, Exato de Fisher), 

linfática (p=0,34, Exato de Fisher) e perineural (p=0,096, Qui-quadrado). A tabela 5.2 

exibe a distribuição dos dados em relação à agressividade tumoral com os 

respectivos valores de p desta associação. 

Em relação à localização (língua e assoalho), vale ressaltar que não houve 

diferença estatística significante por ter existido uma distribuição equilibrada de 

ambos os sítios em relação ao critério de agressividade, sendo os tumores menos 

agressivos representados por 57,1% dos casos acometendo assoalho (n=8) e 42,9% 

dos casos em língua (n=6), e os tumores mais agressivos representados por 66,7% 

dos casos ocorrendo em assoalho (n=10) e 33,3% dos casos em língua (n=5). 

Quanto à presença de infiltração perineural existem fracas evidências de 

associação com agressividade, exibindo um maior percentual de casos menos 

agressivos (66,7%, n=10) que apresentavam este tipo de infiltração, em contraste a 
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tumores mais agressivos nos quais foi observado um maior percentual de casos 

(64,3%, n=9) que não exibiram infiltração perineural.   

 

Tabela 5.2 - Número e distribuição percentual das informações clínicas, anátomo-patológicas em 
relação à agressividade tumoral dos pacientes portadores de carcinoma epidermóide 
de boca 

Variável Categoria Agressividade p Menos n(%) Mais (%) 
Idade < 60 Anos 12 (80) 11 (78,6) 0,99   ≥ 60 Anos 3 (20) 3 (21,4) 
Sexo Masculino  0 (0) 2 (14,3) 0,22   Feminino 15 (100) 12 (85,7) 

Tabagismo Sim 2 (13,3) 4 (28,6) 0,39   No passado 13 (86,7) 10 (71,4) 
Etilismo Sim 14 10 

 0,168   Não/no passado  1 4  

Local Língua 5 (33,3) 6 (42,9) 0,597   Assoalho 10 (66,7) 8 (57,1) 
Grau de 

diferenciação BD 6 (40) 6 (42,9) 0,39 
  MD 9 (60) 8 (57,1) 

Infiltração 
sanguínea Ausente 14 (93,3) 13 (92,9) 0,99 

  Presente 1 (6,7) 1 (7,1) 
Infiltração 
linfática Ausente 12 (80) 9 (64,3) 0,34 

  Presente 3 (20) 5 (35,7) 
Infiltração 
perineural Ausente 5 (33,3) 9 (64,3) 0,096 

  Presente 10 (66,7) 5 (35,7) 
            *Significância estabelecida com p < 0,05  
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5.1.2 Associação entre as variáveis clínicas e anátomo-patológicas com recorrência 

 

 

Com a análise dos dados qualitativos, utilizando o teste Qui-quadrado ou Exato 

de Fisher quando aplicável, não foi encontrada evidências estatísticas de que exista 

uma associação entre a maioria das variáveis clínicas e anátomo-patológicas 

estudadas e a recorrência do tumor como demonstrado na Tabela 5.3. Apenas a 

variável presença de infiltração perineural apresentou fracas evidências para uma 

associação inversa com a ausência de recorrência tumoral, uma vez que dos 15 

casos que exibiram infiltração perineural, apenas um caso de recorrência foi 

observada (p=0,08, Exato de Fisher).    
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Tabela 5.3 - Número e distribuição percentual das informações clínicas, anátomo-patológicas em 
relação à recorrência tumoral dos pacientes portadores de carcinoma epidermóide de 
boca 

Variável Categoria N(%) 
Recorrência 

P Não 
n(%) 

Sim 
 n(%) 

Idade < 60 Anos 23 (79,3) 19 (82,6) 4 (66,7) 
0,57 

  ≥ 60 Anos 6 (20,7) 4 (17,4) 2 (33,3) 

Sexo Masculino  27 (93,1) 22 (94,7) 5 (83,3) 
0,37 

  Feminino 2 (6,9) 1 (4,3) 1 (16,7) 

Tabagismo Sim 23 (79,3) 18 (78,3) 5 (83,3) 
0,99 

  No passado 6 (20,7) 5 (21,7) 1 (16,7) 

Etilismo Sim 24 (82,8) 4 (80) 19 (79,17) 

1 
  Não/no 

passado 5 (17,2) 1 (20) 5 (20,83) 

Local Língua 11 (37,9) 8 (34,8) 3 (50) 
0,65 

  Assoalho 18 (62,1) 15 (65,2) 3 (50) 

Agressividade Menos 15 (51,7) 13 (56,5) 2 (33,3) 
0,39 

  Mais 14 (48,3) 10 (43,5) 4 (66,7) 

Grau de 
diferenciação BD (12) 41,4 8 (34,8) 4 (66,7) 

0,19 

  MD (17) 58,6 15 (65,2) 2 (33,3) 

Infiltração 
sanguínea Ausente (27) 93,1 21 (91,3) 6 (100) 

0,99 

  Presente (2) 6,9 2 (8,7) 0 (0) 

Infiltração 
linfática Ausente (21) 72,4 16 (69,6) 5 (83,3) 

0,64 

  Presente (8) 27,6 7 (30,4) 1 (16,7) 

Infiltração 
perineural Ausente (14) 48,3 9 (39,1) 5 (83,3) 

0,08 

  Presente (15) 51,7 14 (60,9) 1 (16,7) 
              *Significância estabelecida com p < 0,05  
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5.1.3 Associação entre as variáveis clínicas e anátomo-patológicas com ocorrência 

de óbito 

 

 

A análise dos dados qualitativos, com o teste Qui-quadrado, ou Exato de Fisher 

quando aplicável demonstrou que não foram encontradas evidências estatísticas de 

que exista uma associação entre as variáveis clínicas e anátomo-patológicas e a 

ocorrência de óbito. A Tabela 5.4 exibe a distribuição desses dados em relação aos 

respectivos valores de p desta associação. 
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Tabela 5.4 - Número e distribuição percentual das informações clínicas, anátomo-patológicas em 
relação à ocorrência de óbito dos pacientes portadores de carcinoma epidermóide de 
boca 

Variável Categoria N(%) 
Óbito 

p 
Não n(%) Sim n(%) 

Idade < 60 Anos 23 (79,3) 13 (76,5) 10 (83,3) 
1 

  ≥ 60 Anos 6 (20,7) 4 (23,5) 2 (16,7) 
Sexo Masculino  27 (93,1) 17 (100) 10 (83,3) 

0,16 
  Feminino 2 (6,9) 0 (0) 2 (16,7) 

Tabagismo Sim 23 (79,3) 14 (82,4) 9 (75) 
0,66 

  No passado 6 (20,7) 3 (17,6) 3 (25) 
Etilismo Sim 24 (82,8) 14 (82,4) 10 (83,3) 

1 
  Não/no 

passado 5 (17,2) 3 (17,6) 2 (16,7) 

Local Língua 11 (37,9) 5 (29,4) 6 (50) 
0,43 

  Assoalho 18 (62,1) 12 (70,6) 6 (50) 
Agressividade Menos 15 (51,7) 11 (64,7) 4 (33,3) 

0,13
  Mais 14 (48,3) 6 (35,3) 8 (66,7) 

Grau de 
diferenciação BD (12) 41,4 6 (35,3) 6 (50) 

0,47 
  MD (17) 58,6 11 (64,7) 6 (50) 

Infiltração 
sanguínea Ausente (27) 93,1 15 (88,2) 12 (100) 

0,49 
  Presente (2) 6,9 2 (11,8) 0 (0) 

Infiltração 
linfática Ausente (21) 72,4 11 (64,7) 10 (83,3) 

0,4 
  Presente (8) 27,6 6 (35,3) 2 (16,7) 

Infiltração 
perineural Ausente (14) 48,3 8 (47,1) 6 (50) 

0,99 
  Presente (15) 51,7 9 (52,9) 6 (50) 

  *Significância estabelecida com p < 0,05 
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5.2 Análise da Expressão gênica 

 

 

A expressão dos cinco genes alvos, CTTN, MMP-7, PPFIA1, SHANK2 e 

TAOS1 foi avaliada através de qRT-PCR nas 29 amostras de tecido tumoral e nas 

25 amostras de tecido morfologicamente sadio correspondente a margens cirúrgicas. 

Todas as amostras do estudo mostraram amplificação para o gene constitutivo 

HPRT, utilizado como gene constitutivo. Em alguns casos, foi observado um pico 

secundário discreto abaixo da temperatura de dissociação dos fragmentos 

amplificados, referindo-se a dímeros de primer, como comprovado pelo controle 

negativo das reações. Para fins de quantificação, foram consideradas apenas 

amostras com pico de dissociação específico (pico único). 

 

 

5.2.1 Distribuição das medidas de expressão dos genes estudados 

 

 

A análise descritiva dos dados quantitativos demonstraram que amostras 

tumorais exibiram maiores médias de expressão para os genes MMP-7 

(Média=55,46; DP=96,49) e SHANK2 (Média=8,43; DP=14,23), seguido dos genes 

TAOS1 (Média=4,75; DP=7,69), PPFIA1 (2,71; DP=2,97) e CTTN (Média=2,26; 

DP=1,99), respectivamente. O alto desvio padrão encontrado para os genes MMP-7 

e SHANK2 se deve não só a variação na expressão em decorrência a presença de 
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outliers (valores extremos), mas também devido à existência de tumores que não 

exibiram expressão gênica para os mesmos (uma ocorrência em cada gene). 

Nas amostras de margens, os genes MMP-7 (Média=19,39; DP=36,42) e 

SHANK2 (Média=6,40; DP=15,81), mantiveram as maiores médias de expressão, 

seguido dos genes TAOS1 (Média=3,07; DP=1,77), CTTN (Média=1,94; DP=1,12) e 

PPFIA1 (1,83; DP=1,51), respectivamente. O alto desvio padrão encontrado para os 

genes MMP-7 e SHANK2 se deve não só a variação na expressão em decorrência a 

presença de outliers, mas principalmente devido à existência de margens que não 

exibiram expressão gênica para os mesmos (8 ocorrências para o gene MMP-7 e 

duas ocorrências para o gene SHANK2). 

Os gráficos 5.1 e 5.2 tipo Boxplot mostram a distribuição de todos os valores 

entre as barras (percentis 25%, 50% e 75% dentro da caixa), exceto valores 

extremos (• = valores que ultrapassam 1,5-3,0 vezes a dimensão da caixa além o 

percentil 75%; * = valores que ultrapassam 3,0 vezes a dimensão da caixa além o 

percentil 75%) das medianas de expressão para amostras de tumores e margens 

respectivamente. 
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Gráfico 5.1 – Distribuição dos valores das medianas de expressão dos genes alvos CTTN, 

MMP-7, PPFIA1, SHANK2 e TAOS1 em amostras de tecido tumoral 

 
 

         

Gráfico 5.2 – Distribuição dos valores das medianas de expressão dos genes alvos CTTN, 
MMP-7, PPFIA1, SHANK2 e TAOS1 em amostras de margens 
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5.2.2 Comparação das medidas de expressão em Tumor e Margem para os genes 

estudados. 

 

 

Na comparação das medidas de expressão dos genes estudados nos dois 

grupos definidos como tumor e margem, observou-se maiores valores de expressão 

nos tumores, em relação às margens, para todos os genes-alvo do estudo, porém 

apenas o gene MMP-7 apresentou diferença estatisticamente significante (p= 0,003, 

Wilcoxon) nos níveis de expressão, conforme demonstrado na Tabela 5.5. 

 

Tabela 5.5 - Comparação das medidas da expressão dos genes alvos CTTN, MMP-7, PPFIA1, 
SHANK2 e TAOS1 segundo dois grupos definidos como tumor e margem. Teste não 
paramétrico Wilcoxon 

Gene Alvo Tumor           
média (DP) 

Margem         
média (DP) 

p 

CTTN 2,26 (1,99) 1,94 (1,12) 0,860 
MMP-7 55,46 (96,49) 19,39 (36,42) 0,003* 
PPFIA1 2,71 (2,97) 1,83 (1,51) 0,135 

SHANK2 8,43 (14,23) 6,40 (15,81) 0,143 
TAOS1 4,75 (7,69) 3,07 (1,77) 0,166 

                      *Significância estabelecida com p < 0,05 
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5.2.3 Comparação das medidas de expressão nos grupos de Tumores mais e menos 

agressivos para os genes estudados. 

 

 

Ao comparar a expressão dos cinco genes-alvo conforme agressividade nos 

dois grupos definido como tumores mais e menos agressivos, o teste não 

paramétrico de Mann-Whitney ou o teste t-student, quando as amostras provinham 

de uma distribuição normal, não revelaram diferença estatística entre os grupos no 

nível de significância estabelecido (Tabela 5.6). O gene MMP-7 mostrou fracas 

evidências de associação com tumores menos agressivos (p=0,29; Mann Whitney), 

enquanto todos os outros genes apresentaram maiores valores de expressão em 

tumores mais agressivos (Tabela 5.6).  

Já na análise pareada, a comparação dos tumores menos agressivos em 

relação a suas respectivas margens, apenas o gene MMP-7 apresentou diferença 

estatisticamente significante (p=0,015; Wilcoxon). Esta diferença não foi encontrada 

nos tumores mais agressivos em relação a suas respectivas margens para nenhum 

gene do estudo. A Tabela 5.7 exibe de forma resumida as comparações das 

medidas da expressão segundo os grupos mais e menos agressivos em relação a 

suas margens correspondentes, bem como os respectivos valores de p desta 

associação. O gráfico 5.3 ilustra a distribuição dos valores de expressão de cada 

gene, de acordo com os grupos de tumores mais e menos agressivos, bem como 

nas suas margens correspondentes. 
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Tabela 5.6 - Comparação das medidas da expressão dos genes alvos segundo dois grupos 
definidos como tumores mais e menos agressivos. Teste t-student (CTTN e 
SHANK2); Mann Whitney (MMP-7, PPFIA1 e TAOS1) 

Gene Alvo Tumor menos 
agressivo          

Tumor mais 
agressivo   p 

CTTN 1,94 2,61 0,38 
MMP-7 16,67 13,21 0,29 
PPFIA1 12,67 17,5 0,13 

SHANK2 6,26 10,76 0,46 
TAOS1 12,73 13,4 0,84 

*Significância estabelecida com p < 0,05 

 

 

 

Tabela 5.7 - Comparação das medidas da expressão dos genes alvos CTTN, MMP-7, PPFIA1, 
SHANK2 e TAOS1 nos grupos de tumores mais e menos agressivos em relação a 
suas margens correspondentes. Teste não paramétrico Wilcoxon 

Gene Alvo Tu menos x Ma 
menos  mean rank p Tu mais x Ma mais  

mean rank           p 

CTTN 8,71 x 7,38 0,950 7,75 x 4,00 0,721 
MMP-7 7,92 x 8,50 0,015* 5,62 x 5,00 0,074 
PPFIA1 7,09 x 10,50 0,300 6,83 x 3,50 0,164 

SHANK2 7,60 x 8,80 0,363 6,00 x 4,75 0,386 
TAOS1 7,30 x 9,40 0,460 7,42 x 3,60 0,330 

*Significância estabelecida com p < 0,05 

Tu menos = tumor menos agressivo, Ma menos= margem de tumor menos agressivo; 

Tu mais= tumor mais agressivo, Ma mais= margem de tumor mais agressivo 
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* indica diferença estatisticamente significativa no tumor menos agressivo em relação à margem 
correspondente 

Gráfico 5.3 - Gráficos da distribuição dos valores de expressão de cada gene, de acordo com os 
grupos de tumores mais e menos agressivos, bem como nas suas margens 
correspondentes 
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5.2.4 Associação das medidas de expressão dos genes-alvo com as variáveis 

clínicas e histopatológicas  

 

 

Com intuito de relacionar os dados de expressão gênica com as variáveis clínicas e 

histopatológicas de interesse, aplicou-se o teste não paramétrico Mann-Whitney ou o 

teste t-student quando as amostras assumiram normalidade, utilizando para a 

análise as variáveis local, idade, hábito de fumar, diferenciação histológica e 

infiltração perineural e os valores de expressão gênica nos tumores e nas margens. 

Foi observado maior nível de expressão do gene PPFIA1 nos tumores localizados 

em assoalho em relação aos tumores de língua, com diferença estatisticamente 

significante (3,538 e 1,359 respectivamente; p=0,05; t-student). Ainda, existiu uma 

tendência de associação dos gene PPFIA1, CTTN e TAOS1 com tumores bem 

diferenciados (p=0,09, p=0,08 e p=0,14 respectivamente; t-student) (Tabela 5.8). 

Não foi encontrada associação da expressão dos outros genes com as variáveis 

propostas ao se aplicar o nível de significância estabelecido (Tabela 5.8).  

Tabela 5.8 - Resultado dos testes Mann-Whitney e t-student para associação da expressão dos 5 
genes alvos em tumores com os dados clínicos e histopatológicos 

Variável CTTN (p) MMP-7 (p) PPFIA1 (p) SHANK2 (p) TAOS1 (p)

Idade 0,27 0,95 0,28 0,91 0,419 
Tabagismo 0,66 0,05 0,55 0,38 0,957 

Local 0,27 0,9 0,05* 0,38 0,332 
Grau de 

diferenciação 0,08 0,72 0,09 0,50 0,140 
Infiltração 
linfática 0,25 0,25 0,21 0,19 0,266 

Infiltração 
perineural 0,14 0,20 0,25 0,25 0,160 

  *Significância estabelecida com p < 0,05 
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5.3 Definição dos pontos de corte de agressividade da curva ROC 

 

 

Na tentativa de classificar os tumores em grupos com a finalidade diagnóstica 

de indicar a presença ou a ausência de agressividade, admitindo-se uma 

determinada chance de erro, procedeu-se a realização da curva ROC. A tabela 5.9 

descreve os valores de corte para agressividade, estabelecidos para cada gene a 

partir de medidas de sensibilidade e especificidade. A maior especificidade em 

relação à maior sensibilidade possível refere-se ao ponto de corte para o critério 

diagnóstico. Somente os genes PPFIA1 e TAOS1 apresentaram área sob a curva 

ROC estatisticamente significante, permitindo distinguir os grupos, e sendo assim 

selecionados para a análise de sobrevida aplicando seus respectivos pontos de 

corte. 

 

Tabela 5.9 - Análise da curva ROC na definição de pontos de corte para agressividade 

Gene Alvo PC Agressividade Sensibilidade Especificidade AUC p 
CTTN > 1,95 0,50 0,40 0,519 > 0,05 

MMP-7 > 15,60 0,71 0,60 0,381 > 0,05 
PPFIA1 > 1,40 0,64 0,40 0,667 < 0,05* 

SHANK2 > 5,71 0,42 0,40 0,386 > 0,05 
TAOS1 > 2,96 0,64 0,33 0,60 < 0,05* 

*Significância estabelecida com p < 0,05 

  PC= ponto de corte, AUC= área abaixo da curva ROC 
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5.4 Análise de sobrevida 

 

 

O tempo de seguimento dos pacientes foi calculado em dias para a análise de 

sobrevida, variando de 156 a 2120 dias. Ao final deste período, 11 pacientes 

morreram em consequência da neoplasia, um paciente (8,4%) teve a causa de óbito 

foi edema pulmonar, e 17 pacientes não tiveram o óbito registrado e foram 

considerados como dados de censura. Inicialmente, foi calculado o tempo mediano 

de sobrevivência de todos os indivíduos que foi de 1360 dias Para análise de 

sobrevida global dos pacientes avaliados no estudo, foi utilizado o método do 

produto limite de Kaplan-Meier. A princípio foi desenhado o gráfico de sobrevida 

global, conforme o Gráfico 5.4.  
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Gráfico 5.4 – Curva de sobrevivência de Kaplan-Meier para os 29 indivíduos avaliados  
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5.4.1 Correlação com variáveis clínicas e expressão dos genes PPFIA1 e TAOS1 

 

 

Para avaliar a influência de covariáveis, foram construídas curvas de Kaplan-

Meier para as categorias de cada variável qualitativa (gráficos 5.5, 5.6, 5.7 e 5.8). 

Através das curvas foi possível comparar, pelo teste do log-Rank, os pacientes de 

acordo as variáveis clínicas como idade, local, tabagismo, etilismo, em relação ao 

nível de expressão dos genes PPFIA1 e TAOS1 a partir dos pontos de corte 

estabelecidos pela análise da curva ROC. Os resultados do teste do log-rank de 

todas as variáveis analisadas em relação à sobrevivência média estão apresentados 

na tabela 5.10. Considerando a ausência de significância estatística no teste de log-

rank aplicado às curvas de Kaplan-Meier, assim como o pequeno número de óbitos, 

não foi realizada a análise múltipla pelo modelo de Cox. 

 

Tabela 5.10 - Sobrevivência média categorizada e teste do log-rank para cada um das variáveis 
avaliadas 

Variável Categoria Sobrevivência média Log-Rank (p) 

Idade < 60 Anos 1438 
0,84 

  ≥ 60 Anos 1163 
Tabagismo No passado 1438 

0,32 
  Sim 1324 

Etilismo No passado 2054 
0,02* 

  Sim 1163 
Local Língua 1438 

0,7 
  Assoalho 1360 

PPFIA1 < 1,4  1430 
0,86 

  ≥ 1,4 1105 
TAOS1 < 2,9 1324 

0,97 
  ≥ 2,9 1360 

*Significância estabelecida com p < 0,05 
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A faixa etária dos pacientes não influenciou de forma significativa a sobrevida 

global, uma vez que a curva de Kaplan-Meier mostrou fracas evidências de maior 

sobrevida para o grupo de pacientes com idade menor que 60 anos e 

consequentemente menor risco de óbito para esse grupo em relação ao grupo com 

idade superior ou igual à 60 anos (p=0,86; log-rank; Gráfico 5.5). Quanto ao local 

primário do tumor, não foi observada diferença na sobrevida dos pacientes com 

tumores em língua ou assoalho (p=0,7; log-rank; Gráfico 5.6). Não houve ainda 

correlação significativa entre o tabagismo e a sobrevida global dos pacientes 

(p=0,32; log-rank; Gráfico 5.7). Já em relação ao etilismo, observou-se que 

pacientes que deixaram o hábito de beber e relataram apenas este costume no 

passado tiveram uma melhor sobrevida do que os pacientes que ainda bebem 

(p=0,02; log-rank; Gráfico 5.8).  

 

 
Gráfico 5.5 – Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier para indivíduos com idade menor que 60 

anos e indivíduos com idade maior ou igual a 60 anos obtidos da amostra de 29 
indivíduos avaliados no estudo 
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Gráfico 5.6 – Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier para tumores localizados em língua e em 
assoalho obtidos da amostra de 29 indivíduos avaliados no estudo 

 

 

 

Gráfico 5.7 – Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier para indivíduos tabagistas e que fumaram no 
passado obtidos da amostra de 29 indivíduos avaliados no estudo  
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Gráfico 5.8 – Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier para indivíduos etilistas e que beberam no 
passado obtidos da amostra de 29 indivíduos avaliados no estudo 

 

 

Apesar de não observada significância estatística no teste log-Rank (p=0,85) da 

sobrevida em relação aos níveis de expressão  do gene PPFIA1, aplicando-se ponto 

de corte de agressividade obtido pela curva ROC, existiu uma tendência de 

pacientes com tumores menos agressivos viverem mais quando apresentaram 

baixos níveis de  expressão do gene PPFIA1 ( < 1,4), bem como de pacientes com  

tumores mais agressivos viverem menos quando quando apresentaram níveis 

elevados de expressão do gene PPFIA1 (≥ 1,4). O mesmo pode ser observado para 

o gene TAOS1 em que tumores mais agressivos exibiram fracas evidências de maior 

risco de óbito ao apresentarem valores de expressão superior ou igual a 2,9, 

enquanto que tumores menos agressivos demonstraram melhor sobrevivência ao 

exibirem valores de expressão inferior a 2,9 (p=0,97). As curvas de Kaplan-Meier 

para essas variáveis de expressão em relação à sobrevida dos pacientes estão 

apresentadas nos gráficos 5.9 e 5.10. 
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Gráfico 5.9 – Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier tumores com expressão acima ou abaixo do 
ponto de corte da expressão de PPFIA1 para diagnóstico de agressividade, obtidos da 
amostra de 29 indivíduos avaliados no estudo 
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Gráfico 5.10 – Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier para tumores com expressão acima ou 
abaixo do ponto de corte da expressão de TAOS1 para diagnóstico de agressividade, 
obtidos da amostra de 29 indivíduos avaliados no estudo 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

O carcinoma epidermóide de cabeça e pescoço, incluindo o carcinoma 

epidermóide de boca, apresenta prognóstico sombrio, com mais de 50% de mortes 

pela doença ou devido a suas complicações num período de 5 anos após o 

diagnóstico (LO et al., 2003). Em estágios avançados, os pacientes frequentemente 

apresentam metástases linfonodais ou recorrência da doença. Assim como em 

outros tipos de tumores, o comprometimento linfonodal ainda representa o melhor 

parâmetro na predição do prognóstico (GRAU et al., 1997; GREENE et al., 2002), o 

que reflete um comportamento biológico tumoral específico de disseminação 

linfangiogênica (BOCKMUHL; KUCHLER; PETERSEN, 2000). Já o estadiamento 

pelo sistema TNM é amplamente utilizado para classificar os pacientes com 

carcinoma epidermóide de cabeça e pescoço baseando-se em exames clínicos e 

imaginológicos bem como análise histopatológica da peça cirúrgica (GREENE et al., 

2002). Um sistema de estadiamento ideal deve propiciar uma predição precisa de 

sobrevivência. Como acontece em diversas outras neoplasias sólidas, a capacidade 

do estadiamento TNM em predizer o prognóstico do carcinoma epidermóide de 

cabeça e pescoço é limitada, uma vez que pacientes com tumores no mesmo 

estadio clínico-patológico não apresentam a mesma progressão da doença, nem 

resposta ao tratamento clínico, taxa de recorrência da doença, e sobrevivência 

semelhantes (HALL et al., 1999).  

O estadiamento TNM foi criado com base no prognóstico presumido, ou seja, 

nenhuma análise prospectiva e multivariada foi realizada para criar as várias 

combinações entre T, N e M desta classificação (PICCARILLO, 1995). Existem 
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tumores primários indetectáveis ou pequenos (T1 e T2) que apresentam uma 

agressividade biológica exibindo metástase regional (N+). De forma contrária, 

tumores de grandes dimensões (T3 e T4) podem levar tempo para originar 

metástases regionalmente (N0) e a distância (M0), sendo possível que tais pacientes 

apresentem um curso de vida livre de doença após tratamento (KADEMANI et al., 

2005). Está bem estabelecido que a presença de metástases cervicais (N+) é o 

principal fator prognóstico em carcinoma epidermóide de boca, contribuindo com 

uma redução de 50% na sobrevida dos pacientes (GRANDI; ALLOSSIO; MOGLIA, 

1985; SHAH, 1990; GASPAROTTO; MAESTRO, 2007). Em conjunto, esses achados 

corroboram com os critérios de agressividade estabelecidos no presente estudo, 

considerando o comprometimento linfonodal em tumores de menor diâmetro uma 

característica provável de tumores mais agressivos. Entretanto, embora tenha sido 

observado um maior número de pacientes vivos e sem recidiva no caso de tumores 

menos agressivos, não foi encontrada correlação entre esses eventos (óbito e 

recidiva) com os critérios de agressividade utilizados neste trabalho, possivelmente 

devido tamanho amostral insuficiente.  

Claramente, o sistema de classificação atual necessita de melhorias 

significativas. Uma vez que pacientes com carcinoma epidermóide de boca podem 

apresentar metástases ocultas em pescoço, independente do tamanho do tumor, 

localização e drenagem linfática regional, a caracterização molecular do carcinoma 

epidermóide de boca para identificar subgrupos de pacientes que podem 

desenvolver uma doença mais agressiva pode fornecer informações relevantes 

(CHOI; CHEN, 2005). Com base nessa necessidade, outras possibilidades para 

definir critérios de agressividade podem ser pertinentes através, por exemplo, da 

classificação de grupos de tumores mais e menos agressivos conforme o desfecho 
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após o diagnóstico (óbito ou não) para obtenção de uma amostra mais homogênea, 

ou seja, de pacientes com o mesmo TNM, mas com desfechos distintos. 

Os parâmetros histológicos prognósticos e que complementam o TNM 

incluem a profundidade da invasão, vascular e neural, infiltrado inflamatório 

peritumoral, extensão extracapsular linfonodal e grau histológico (CARVALHO; 

MAGRIN; KOWALSKI, 2003; MARCUS; ARENBERG; LE, 2004). O sistema de 

graduação histológica dos tumores, que compreende a classificação original de 

Broders (BRODERS, 1920), adotada pela World Health Organization (WHO) 

(PINDBORG et al., 1997), inclui três categorias, classificadas como grau 1 (bem 

diferenciado); grau 2 (moderadamente diferenciado); e grau 3 (pouco diferenciado). 

Esta mesma classificação é recomendada pela UICC para estabelecer o pTNM 

(SOBIN; WITTEKIND, 2002). Estima-se que mais de 50% dos carcinomas 

epidermóide de boca são classificados como moderadamente diferenciados 

(CARDESA et al., 2005); entretanto, a natureza subjetiva da avaliação, aliada à 

restrição da análise em relação às características estruturais das células tumorais, 

ao invés de aspectos funcionais, do estroma e de tecidos do hospedeiro, 

representam as possíveis falhas desse parâmetro, o que pode contribuir com a 

grande casuística de casos graduados como grau 2 (PINDBORG et al., 1997; 

WOOLGAR, 2006). Embora desde a década de 70, muitos estudos (ARTHUR; 

FARR, 1972; FARR, 1976; LANGDON et al., 1997; SHEAR; HAWKINS) apontem 

para uma correlação entre o grau histológico e a sobrevida, atualmente sabe-se que 

tal classificação (Broders/WHO) por si só não é suficiente para predizer prognóstico 

e resposta a terapia de forma personalizada (O-CHAROENRAT et al., 2003; 

PINDBORG et al., 1997; PO et al., 2002). De fato, no presente estudo, não foi 

observada correlação entre a diferenciação histopatológica com prognóstico, o que 
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pode ser explicado, em parte, pela ausência de casos classificados como pouco 

diferenciados na casuística utilizada, talvez uma consequência da subjetividade das 

classificações vigentes. 

Ainda sobre os parâmetros histopatológicos, sabe-se que a presença de 

células tumorais em vasos sanguíneos (invasão vascular), linfáticos (invasão 

linfática) e em bainha perineural predispõe ao desenvolvimento de metástases 

linfonodais e a distância (CARVALHO; MAGRIN; KOWALSKI, 2003). Contudo, o 

presente estudo não revelou relação entre invasão vascular sanguínea, linfática e 

perineural com o prognóstico dos casos avaliados. De acordo com vários autores 

(ANNEROTH; HANSEN 1984; BRYNE et al., 1992), existem limitações na 

capacidade de detecção morfológica dessas características utilizando-se coloração 

de rotina (hematoxilina e eosina), o que pode ter influenciado nos resultados obtidos. 

Apesar de diversas variáveis clínico-patológicas terem sido validadas para classificar 

os pacientes de acordo com sua probabilidade de responder a terapia, acreditamos 

assim como outros autores (NIX et al., 2004) que estes parâmetros são de baixo 

valor preditivo. Portanto, há uma necessidade de marcadores moleculares que 

possam prever, por exemplo, a possibilidade de metástase ou a resposta 

terapêutica, aumentando o poder preditivo dos atuais marcadores clínicos, visto que 

o sistema de estadiamento TNM não responde adequadamente a heterogeneidade 

destes tumores a nível molecular, aspecto este de grande relevância (RODRIGO et 

al., 2009). 

Embora alterações gênicas já tenham sido identificadas durante a 

transformação maligna, o entendimento do perfil genômico em larga escala do 

carcinoma epidermóide de boca ainda é limitado (SCULLY; FIELD; TANZAWA, 

2000). Assim, a determinação desse perfil pode ser útil na análise dos eventos 
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envolvidos na gênese e progressão do carcinoma epidermóide de boca a fim de 

contribuir para um melhor entendimento desta doença (CHEN et al., 2004). 

Bockmuhl, Kuchler e Petersen (2000) ao estudarem por CGH carcinomas 

epidermóides de cabeça e pescoço, em que a boca foi um dos sítios incluídos, 

observaram que as alterações genéticas como ganhos em 3q21-29 e 11q13, e perda 

em 8p21-22 funcionaram como marcadores prognóstico, sendo inclusive mais 

relevante que os parâmetros clínicos como o comprometimento linfonodal. Assim, 

aponta-se claramente para a viabilidade e a necessidade de uma caracterização 

genética deste tipo de câncer, o que possivelmente levaria a identificação de 

subgrupos de pacientes, e mesmo a condução para um tratamento individualizado, e 

com isso, melhorar o prognóstico desta doença. A região 11q13 especificamente 

contém 353 genes (GOLLIN, 2001), sendo que alterações nesta região estão 

associadas com eventos precoces (IZZO et al., 1998) como também com lesões 

metastáticas, denotando a sua participação com eventos tardios da doença 

(BOCKMUHL et al., 2002), com a aneuploidia (CALLENDER et al., 1994; 

MEREDITH et al., 1995), pobre prognóstico (BOCKMUHL; KUCHLER; PETERSEN, 

2000), recorrência tumoral e metástase a distância (NAMAZIE et al., 2002), o que 

denota uma controvérsia em qual estágio da doença as amplificações gênicas dessa 

região ocorrem. 

As amplificações da região cromossômica 11q13 têm sido observadas em 30 

a 50% dos carcinomas epidermóides da região de cabeça e pescoço, incluindo a 

cavidade bucal (GIBCUS et al., 2007; JIN et al., 2006a; SNIJDERS et al., 2005). 

Numa tentativa de relacionar as alterações genéticas com indicadores de 

prognóstico em carcinoma epidermóide de boca, Martin et al. (2008) utilizaram 

métodos de citogenética clássica e molecular e evidenciaram que amplificações da 
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região 11q13 são conduzidas por uma cascata de genes que oferecem vantagem de 

crescimento e metástases às células tumorais, estando estas alterações associadas 

com a diminuição na taxa de sobrevida dos pacientes. Estudos genéticos em 

amostras de carcinomas epidermóides de boca evidenciaram que existem tumores 

que apresentam grande ou pequena quantidade de aberrações no número de cópias 

de sequência de DNA (ganhos e perdas), sendo que ganhos na região 11q13 

estiveram presentes em tumores com ambos os tipos de aberrações. 

Especificamente, tumores com grandes quantidades de aberrações apresentavam 

tamanho T3 ou T4, o que condiz com associação entre quantidade de aberrações e 

estádio da doença (NOUTOMI et al., 2006). Porém, a limitação em determinar o 

prognóstico de casos avançados de carcinoma epidermóide de cabeça e pescoço 

ainda é limitada (RODRIGO et al., 2009).  

As amplificações do DNA cromossômico são fenômenos envolvidos no 

aumento do número de cópias de um gene, e trata-se de um mecanismo bem 

estabelecido em que as células o utilizam com o intuito de elevarem a sua expressão 

gênica durante o processo de desenvolvimento, oncogênese e resistência a drogas 

(ALBERTSON, 2006; STARK et al., 1989). Assim, os genes estudados devem 

preencher ao menos dois critérios: mostra-se frequentemente amplificado e 

apresentar correlação entre a amplificação do seu DNA com o aumento dos níveis 

de expressão. De acordo com Gibcus et al. (2008), para validar a importância da 

amplificação da região cromossômica 11q13, necessita-se também verificar a 

expressão gênica dos genes selecionados, para que esteja relacionada com a 

progressão tumoral. Estudos de mapeamento desta região em carcinomas 

epidermóides de laringe/faringe confirmaram através da análise por qRT-PCR esta 

correlação para os genes TPCN2, CCND1, FLJ42258, ORAOV1 (TAOS1), FGF19 e 
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CTTN. Ainda um aumento significativo da expressão dos genes TPCN2, TAOS1, 

PPFIA1 e FADD foi visto em comparação a pacientes que não exibiam esta região 

cromossômica amplificada (GIBCUS et al., 2007). Já estudos em tumores primários 

de boca e em linhagens celulares de carcinoma epidermóide encontraram uma 

relação entre a hiper-expressão e a amplificação para os genes TAOS1, 

TAOS2/TMEM16A, FADD, PPFIA1, CCND1, OCIM e CTTN (HUANG et al., 2006), 

bem como em linhagens celulares de câncer de laringe e em tumores primários, nos 

quais os níveis de DNA e RNA encontraram-se relacionados para os genes FADD e 

PPFIA1, enquanto que os genes CCND1 e CTTN mostraram-se altamente 

amplificados nesses tumores mas não necessariamente hiper-expressos nas 

mesmas amostras (JÄRVINEN et al., 2006). 

A associação entre ganhos no cromossomo 11q13 e o prognóstico ruim tem 

sido constantemente reportada em carcinomas epidermóides de cabeça e pescoço 

(AKERVALL et al., 1995; MEREDITH et al., 1995). Um dos genes relevantes desta 

região é o CCND1, que conduz a célula da fase G1 para a fase S do ciclo celular, no 

entanto a hiper-expressão deste gene parece ser um fator prognóstico 

independente, por não está estritamente relacionada com a amplificação do gene 

(AKERVALL et al., 1997). Assim, a hiper-expressão de outros genes da região 

cromossômica 11q13 pode estar relacionada a um pobre prognóstico, o que motivou 

as análises no presente estudo por qRT-PCR de genes que se mostraram hiper-

expressos em análise prévia de dados de microarray, dentre eles PPFIA1, CTTN, 

SHANK2, TAOS1 e MMP-7. Apesar da não validação dos achados de microarray, 

isto é tumores mais e menos agressivos não mostraram diferença estatisticamente 

significante, o que pode ser parcialmente atribuído à pequena casuística, vale 

ressaltar que os tumores menos agressivos sempre exibiram um menor nível de 
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expressão gênica em relação aos tumores mais agressivos, como também quando 

comparando as margens com os tumores. Além disso, embora a qualidade do RNA 

das amostras utilizadas tenha sido considerada boa ou satisfatória, algumas etapas 

metodológicas podem ter interferido nestes resultados. Por exemplo, a obtenção em 

momentos diferentes do cDNA para amplificação, bem como a padronização e o 

controle das condições de coleta das amostras frescas, podem ter contribuído 

negativamente nos resultados da expressão gênica, por ser a qPCR uma técnica de 

alta sensibilidade e especificidade. 

Do ponto de vista da expressão gênica, a atenção tem sido direcionada para 

a investigação de uma cascata de genes na região 11q13 e não apenas em um ou 

dois genes isoladamente (HUANG et al., 2006). Ao compararmos a expressão do 

grupo de genes da região cromossômica 11q, apenas o gene MMP-7 demonstrou 

uma diferença estatisticamente significante entre as margens e os tumores, apesar 

de todos os outros genes estudados, PPFIA1, CTTN, SHANK2 e TAOS1 também 

exibirem maior expressão nos tumores em comparação com suas respectivas 

margens, porém sem significância estatística. Esses dados precisam ser 

confirmados utilizando-se um maior número de casos e por meio da análise 

complementar da amplificação gênica nos tumores e nas margens não tumorais 

correspondentes.  

Além disso, deve-se salientar o alto desvio padrão encontrado nas amostras 

estudadas de margem tumoral. Apesar das vantagens relativas a pertencerem aos 

mesmos pacientes das amostras tumorais coletadas, existe a possibilidade de que o 

epitélio morfologicamente normal adjacente ao tecido tumoral contenha alterações 

genéticas (HITTELMAN, 2001). Essa assertiva encontra sustentação na teoria da 
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cancerização de campo, que explica a formação de segundos tumores primários ou 

recorrências locais (BRAAKHUIS; LEEMANS; BRAKENHOFF, 2004), em que a 

presença de eventos clonais no epitélio normal circunjacente no momento da 

ressecção pode predizer recorrência local em alguns pacientes (CALIFANO et al., 

1996). Estudos em tumores recorrentes e segundos tumores primários são escassos 

na literatura, logo a forma de avaliar a remoção cirúrgica do tumor ainda se faz 

através da análise das margens cirúrgicas histologicamente livre de neoplasia. 

Contudo, estudos realizados por Brennan et al. (1995) e Califano et al. (1996) em 

carcinomas epidermóides de cabeça e pescoço, incluindo a boca, demonstraram 

que apesar das margens mostrarem-se livres de tumor histologicamente, estas 

podem apresentar alterações a nível molecular como a presença de mutações ou 

perda de heterozigose (LOH) no gene TP53, semelhantes às encontradas nos 

tumores primários. Considerando o conceito de cancerização de campo proposto por 

Slaughter, Southwick e Smejkal (1953) ainda é possível sugerir que margens 

histologicamente sadias possam não conter clones celulares do tumor original, e sim 

uma mucosa que apresente clones independentes (BEDI et al., 1996). No entanto, a 

utilização das margens cirúrgicas histologicamente livres de neoplasia como tecidos-

controle em estudos de expressão gênica, apesar de não parecer ideal, não 

restringe a realização dos mesmos por aspectos éticos e é amplamente utilizada na 

literatura. 

Chen et al. (2004) observou que os genes CCND1, FGF4/FGF3, e CTTN 

apresentaram ganhos importantes em carcinomas epidermóides de boca, 

relacionados a tumores com comprometimento linfonodal, o que realça a relevância 

dos genes na região 11q13 na progressão da doença. Correlacionando os níveis de 

expressão gênica dos genes pertencentes à região cromossômica 11q13, 
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especificamente TAOS1 e CTTN, em carcinoma epidermóide de boca, com 

características clínicas e histopatológicas, alguns autores já observaram associação 

significativa com maior tamanho tumoral, presença de metástases linfonodais, pobre 

diferenciação histológica e estádios clínicos avançados (RODRIGO et al., 2000; XIA 

et al., 2007). Assim, buscamos também correlacionar a expressão gênica de alguns 

genes desta região cromossômica específica com aspectos clínicos e de 

comportamento tumoral, uma vez que se mostraram hiper-expressos em análise por 

microarray de amostras tumorais. Apesar de não encontrarmos correlações com 

dados de prognóstico em carcinoma epidermóide de boca, validações adicionais 

podem guiar a descoberta de candidatos a alvos terapêuticos desta região 

cromossômica, como sugeridos por outros autores, através de análises em nível 

genômico, proteômico e funcional a partir da diferença de expressão gênica 

encontrada, a fim de fornecer descobertas sobre o comportamento neoplásico 

(CHOI; CHEN, 2005; JÄRVINEN et al., 2008). 

Estudos recentes utilizando linhagens celulares de carcinoma epidermóide de 

língua e de laringe encontraram, através de técnicas de CGH-array e microarray, 

genes semelhantes que exibiam nos dois sub-sítios maior número de cópia e 

aumento da expressão gênica dentre eles os genes PPFIA1 e CTTN (JÄRVINEN et 

al., 2008). Esta observação sugere que, apesar das diferenças clínico-patológicas 

entre tumores dessas duas localizações, parece haver poucas diferenças no perfil 

genético molecular. Porém, em relação à localização, nossos achados de expressão 

por qRT-PCR em tumores de língua e assoalho exibiram uma expressão 

significativamente maior do gene PPFIA1 em tumores de assoalho. Em 

concordância, estudos recentes sobre genes diferencialmente expressos em 

carcinoma epidermóide destes dois sub-sítios anatômicos, realçaram uma diferença 
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importante do perfil molecular principalmente no que diz respeito a grupos de genes 

que participam do processamento do mRNA, organização do citoesqueleto, 

processos metabólicos, ciclo celular e apoptose (SEVERINO et al., 2008).  

Em relação à sobrevida, apesar de não observamos um valor estatisticamente 

significativo, os tumores mais agressivos demonstraram níveis de expressão de 

PPFIA1 aumentados, existindo uma tendência de pacientes com tumores menos 

agressivos viverem mais quando apresentam valores de expressão de PPFIA1 

abaixo de 1,4 e de pacientes com tumores mais agressivos viverem menos quando 

demonstravam valores de expressão igual ou superior a 1,4 para este gene. A 

função do gene PPFIA1 no câncer ainda é incerta (JÄRVINEN et al., 2006), contudo 

uma vez que este gene apresenta função na regulação da perda focal de adesão 

(SERRA-PAGES et al., 1995), acreditamos que sua hiper-expressão pode estar 

relacionada com agressividade tumoral. Tan et al. (2008), avaliaram de forma inédita 

a função do PPFIA1 na carcinogênese de cabeça e pescoço, e além de encontrarem 

o gene PPFIA1 amplificado na região 11q13 em linhagens celulares de carcinoma 

epidermóide de cabeça e pescoço e em tumores primários, também evidenciaram 

sua maior expressão em estudos por microarray e validação por qRT-PCR. Porém, 

ao utilizarem a técnica de silenciamento por siRNA knockdown, investigaram a 

função do gene PPFIA1 através de ensaios in vitro e de cicatrização de feridas, 

demonstrando que as células neoplásicas se tornaram mais invasivas quando os 

níveis protéicos de PPFIA1 estavam reduzidos, sugerindo a possível atuação do 

PPFIA1 como um inibidor da invasão em carcinoma epidermóide de cabeça e 

pescoço. Assim, uma suposta associação entre a atividade do PPFIA1 e interações 

célula/matriz-extracelular foi estabelecida por estes autores. As diferenças em 

relação ao que postulamos com os achados em mRNA pode se referir aos possíveis 
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eventos pós-transcricionais envolvidos nesta regulação, bem como uma carência do 

estudo em correlacionar os dados in vitro com o comportamento clínico dos tumores, 

a fim de suportar que os achados não se devam apenas a um fenômeno específico 

da linhagem celular utilizada. Assim, concordamos com TAN et al. (2008) na 

afirmação que a amplificação de genes da região 11q13 durante a carcinogênese da 

região de cabeça e pescoço pode recrutar a interação entre reguladores positivos e 

negativos da invasão celular, realçando a complexidade do papel dessa região 

cromossômica nesses tipos de tumores. 

Além da proteína regulatória do ciclo celular Ciclina-D1 que atua da 

progressão de carcinoma epidermóide de cabeça e pescoço, a região 11q13 contém 

diversos genes bem caracterizados e funcionalmente conhecidos em regular a 

motilidade via actina e a invasão, dentre eles o gene CTTN/cortactina (antes 

denominado EMS1) e o gene SHANK2 (KELLEY; SHAHAB; WEED, 2008). A 

motilidade e invasividade da célula do câncer envolvem uma série de eventos 

complexos e integrados que é primeiramente controlado pela regulação e 

reorganização da actina do citoesqueleto (YAMAGUCHI; CONDEELIS, 2006; 

YAMAZAKI; KURISU; TAKENAWA, 2005). A caracterização da função biológica do 

gene CTTN em processos que controlam o ciclo celular e a migração esclareceu sua 

participação na tumorigênese (LUO et al., 2006; VAN ROSSUM; MOOLENAAR; 

SCHUURING, 2006). O gene SHANK2, por sua vez, encontra-se adjacente ao CTTN 

a uma distância de 31 kb, estando funcionalmente relacionados. Neste contexto, 

deve-se ressaltar que o gene PPFIA1 se encontra a 14 kb do gene CTTN, também 

dividindo funções de interação célula-matriz, o que sugeriu a possível participação 

dos três genes na invasividade tumoral de carcinomas epidermóides de boca 

(HUANG et al., 2006). Isso é compreensível porque a desregulação do ciclo celular 
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por si só não é suficiente para explicar o comportamento biológico responsável pela 

progressão do tumor, que é caracterizada principalmente pelo aumento da 

invasividade e capacidade de formação de metástases (BOCKMUHL; KUCHLER; 

PETERSEN, 2000). 

Recentemente, foi demonstrado que o gene CTTN, que codifica o homólogo 

humano da cortactina e cuja proteína está localizada no citoplasma e em áreas de 

contato de substrato celular (SCHUURING et al., 1993), é também recrutada para a 

degradação de matriz-extracelular neste tipo de tumor, enfatizando da sua função na 

invasão tumoral (CLARK et al., 2007). Estudos em linhagens celulares de carcinoma 

que exibiam amplificação da região 11q13 demonstraram que não apenas a super-

expressão, mas também modificações pós-traducionais levam a redistribuição da 

cortactina do citoplasma para os sítios de contato célula-matriz (VAN DAMME et al., 

1997). Isto fundamenta os estudos que apontam para o gene CTTN como 

desempenhando um papel central na motilidade e invasão do carcinoma 

epidermóide de cabeça e pescoço, sugerindo que a intervenção terapêutica que 

atue na fosforilação, ou nos receptores, deste gene pode ser justificada para fins de 

controle de disseminação local-regional e metastático (KELLEY; SHAHAB; WEED, 

2008). 

Em estudos com xeno-tumores, o gene CTTN elevou o potencial de 

metástase de células neoplásicas da mama para o osso (LI et al., 2001), do 

carcinoma epidermóide do esôfago para o pulmão (LUO et al., 2006), e do 

carcinoma hepatocelular para metástases intra-hepáticas (CHUMA et al., 2004). Nos 

mesmos estudos, resultados divergentes foram encontrados para os efeitos sobre o 

crescimento do tumor primário, com uma significativa inibição do crescimento 

subcutâneo de tumores de esôfago injetados, através de silenciamento por siRNA 
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da CTTN/Cortactina, mas nenhum efeito da super-expressão da CTTN/Cortactina foi 

observado no crescimento de tumor ortotópico de mama ou tumor hepático (LI et al., 

2001; CHUMA et al., 2004; LUO et al., 2006). Embora os estudos em tumores de 

mama e hepatocelulares não revelaram que a expressão Cortactina controla o 

tamanho tumoral, em três diferentes linhagens celulares de carcinoma epidermóide 

de cabeça e pescoço, incluindo linhagem de boca, observou-se que a Cortactina 

afeta características associadas ao crescimento do tumor, incluindo a vascularização 

do tumor, proliferação e apoptose (CLARK et al., 2009). 

Clark et al. (2009) estudaram também o papel da CTTN/Cortactina na 

agressividade tumoral em carcinomas epidermóides de cabeça e pescoço, incluindo 

linhagem de boca, revelando que o nível aumentado de CTTN/Cortactina afeta a 

agressividade do tumor independente deste gene estar ou não amplificado na região 

11q13, sugerindo que a super-expressão da CTTN/Cortactina geralmente promove 

progressão tumoral, e corroborando com os achados do presente estudo de maior 

expressão gênica em tumores mais agressivos. Identificaram ainda, que alterações 

no crescimento de células com supressão de CTTN/Cortactina (knockdown) podem 

ser restabelecidas através de co-cultura com células que expressam a 

CTTN/Cortactina, indicando sua participação no controle da secreção autócrina de 

substâncias promotoras do crescimento. Esses autores acreditam que a secreção 

autócrina de múltiplos fatores, como fatores angiogênicos e de crescimento, 

proteases e moléculas da matriz extracelular, poderia explicar os efeitos da 

expressão da CTTN/Cortactina em diversos fenômenos celulares associados com a 

agressividade do tumor. A amplificação do gene CTTN também já foi associada com 

a pobre resposta clínica, com o maior tamanho do tumor, com o comprometimento 

linfonodal, a recorrência e a pouca diferenciação histológica do tumor (RODRIGO et 
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al., 2000). Contudo, dos 106 casos incluídos no referido estudo, apenas 5 casos 

pertenciam ao sítio intra-bucal, e dentre estes apenas um caso demonstrou 

amplificação gênomica de CTTN, sendo que os demais tumores encontraram-se 

localizados em orofaringe, hipofaringe, glote e supraglote. Assim, atribuímos os 

achados contraditórios com os dados de expressão do nosso estudo possivelmente 

a este fato, pois além de demonstrarmos uma tendência de expressão gênica do 

CTTN em tumores bem diferenciados histologicamente, não encontramos 

associação do mesmo com dados de comportamento e agressividade tumoral. Em 

estudos subsequentes de Rodrigo et al (2009), além dos autores correlacionarem a 

expressão gênica e protéica com a amplificação genômica de CTTN, confirmaram 

que a amplificação para este gene teve maior impacto no prognóstico e sobrevida 

em tumores de laringe em detrimento a tumores de faringe, podendo servir como 

marcador valioso na identificação de sub-populações de pacientes com risco 

aumentado para um pobre controle da doença e que estes possam se beneficiar de 

tratamento e acompanhamento mais rigoroso.  

Em carcinoma epidermóide de boca o gene CTTN encontra-se 

frequentemente co-amplificado com o gene SHANK2 (FREIER et al., 2006), e o 

produto protéico destes genes interagem diretamente (DU et al, 1998). Isto sugere 

que Shank2 promove uma ligação molecular entre os receptores transmembrana e a 

actina do citoesqueleto através da Cortactina. A Shank2 também interage com a 

Sharpin, uma proteína de função desconhecida cujo gene também está presente e 

amplificado na região cromossômica 11q13 (LIM et al., 2001). Embora a relevância 

funcional da hiper-expressão do gene SHANK2 no carcinoma epidermóide de 

cabeça e pescoço seja incerta, existe uma possibilidade que este participe da 

invasão celular devido a sua associação com a cortactina e a dinamina 2 
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(OKAMOTO et al., 2001), proteínas requeridas na protrusão da invadopodia 

(organela sub-celular associada com a degradação da matriz extracelular) e 

degradação da matriz extra-celular (BALDASSARRE et al., 2003). Porém, existem 

poucos trabalhos que relatam a participação e função biológica do gene SHANK2 no 

câncer de boca e que esclareçam os referidos achados. No presente estudo, apesar 

de ter sido observado como o segundo gene de maior expressão em carcinomas 

epidermóides de boca, não foi possível estabelecer uma relação dos achados de 

expressão deste gene nos tecidos tumorais em comparação com as margens não-

tumorais, nem mesmo com os parâmetros clínicos e de agressividade tumoral, o que 

acreditamos que tenha ocorrido devido ao pequeno tamanho amostral. 

Outros estudos também correlacionaram a expressão do CTTN com MMPs, 

devido ao seu recrutamento para secreção de MMP-2 e MMP-9 em carcinoma 

epidermóide de cabeça e pescoço (CLARK et al., 2007). Assim como o gene CTTN, 

a matrilisina (MMP-7) tem o potencial de iniciar uma ativação em cascata de MMPs, 

tais como MMP-2 e MMP-9, facilitando a invasão tumoral e aparentemente 

mediando processos proteolíticos dos fatores de necrose tumoral e ativador de 

plasminogênio uroquinase (SIRES et al., 1994; WILSON; MATRISIAN, 1996; WANG 

et al., 2005). 

Sabe-se que MMP-7 apresenta características peculiares como o ampla 

especificidade de substrato, promovendo invasão celular e angiogênese no câncer 

através da clivagem proteolítica da matriz extracelular e de proteínas da membrana 

basal, tais como fibronectina, colágeno tipo IV, laminina, elastina, entactina, 

osteopontina, e agregados de proteoglicanos da cartilagem (WILSON; MATRISIAN, 

1996; YOKOHAMA et al., 2008). Estudos de expressão gênica por qRT-PCR 

revelaram que o gene MMP-7 exibiu um nível de expressão elevado em carcinomas 
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epidermóide de boca em comparação com o tecido não-tumoral (SNIJDERS et al., 

2005), corroborando com os achados do presente estudo. É possível que este gene 

desempenhe papel na tumorigênese baseando-se na sua conhecida função na 

adesão e migração celular, também sugerido por Snijders et al. (2005), e devido a 

grande diferença de expressão encontrada para este gene no presente estudo em 

relação às margens não-tumorais.  

A super-expressão em diversos tecidos tumorais, assim como em estudos in 

vitro e in vivo, sugere que a MMP-7 além de participar da iniciação e crescimento 

tumoral (WITTY et al., 1994) também atua na invasão tumoral (ITOH et al., 1996; 

POWELL et al., 1993) e metástase (ADACHI et al., 1999). Yamamoto et al. (1999) 

relatou em casos de carcinoma epidermóide de esôfago relação entre a expressão 

protéica de MMP-7 com profundidade da invasão tumoral, estágios avançados da 

doença, recorrência e menor sobrevida, sugerindo a sua expressão como um fator 

preditivo importante. Ainda a nível protéico, estudos em carcinoma epidermóide de 

boca revelaram que a expressão da MMP-7 esteve associada com maior tamanho 

tumoral e com tumores com presença de invasão óssea e cutânea, relacionado 

assim este marcador com a agressividade tumoral (CHUANG et al., 2008). Não 

encontrarmos, no entanto, ao nível da expressão de mRNA, uma relação significante 

do gene MMP-7 com a agressividade tumoral e com parâmetros clínico-patológicos, 

porém foram observados maiores níveis de expressão gênica em tumores menos 

agressivos, o que pode estar relacionado a sua importância no crescimento tumoral 

já que referiam-se a tumores T3 e T4. 

Apesar da função do gene TAOS1 ainda permanece desconhecida, a sua 

proximidade com o gene CCND1 (aproximadamente 11.1 kb) estabeleceu a relação 

do gene TAOS1 com o câncer, supondo sua participação no controle do ciclo celular 
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e proliferação (XIA et al., 2007). Estudos em leucoplasias e em carcinomas 

epidermóides de boca revelaram que a amplificação do gene TAOS1 juntamente 

com o gene CTTN participam de diferentes estágios da progressão tumoral, sendo 

que em tecido normal e com ausência de displasia epitelial nenhuma amplificação 

gênica foi detectada, enquanto que em tumores com presença de metástases, a 

amplificação para ambos os genes aumentou significantemente, sugerindo uma 

possível participação dos mesmos na carcinogênese de boca. Nesse estudo o gene 

TAOS1 esteve amplificado em etapas mais precoces da carcinogênese do que o 

gene CTTN (XIA et al., 2007). Não observamos, contudo, esta diferença no nível de 

expressão gênica entre tecido tumoral e suas respectivas margens para o gene 

TAOS1, acreditando que se deva aos eventos supracitados no que diz respeito ao 

uso de margens cirúrgicas. 

O gene TAOS1 tem demonstrado apresentar valor prognóstico na predição de 

desfecho em pacientes com carcinoma epidermóide de boca (HUANG et al., 2002; 

XIA et al., 2007), estando a sua amplificação genômica associada com maior 

tamanho tumoral, mestástases linfonodais, pouca diferenciação histológica e estádio 

clínico avançado (XIA et al., 2007). Esses achados são condizentes com o potencial 

oncogênico do gene TAOS1 neste tipo de neoplasia, e sua possível utilização como 

marcador molecular no diagnóstico, prognóstico e tratamento. Jiang et al. (2008) 

investigaram a função do gene TAOS1 na carcinogênese de boca silenciando a sua 

expressão através de siRNA, e descobriram que linhagens celulares com redução da 

expressão gênica exibiram diminuição do crescimento celular in vitro, da 

angiogênese e do crescimento tumoral in vivo. Esses resultados indicam o gene 

TAOS1 como um novo alvo que pode ser explorado com finalidades terapêuticas no 
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carcinoma epidermóide de boca, principalmente por apresentar eficácia na redução 

do crescimento tumoral. 

Apesar da expressão diferencial do gene TAOS1 ter sido encontrada em 

tecido normal e em carcinoma epidermóide de boca por análise qualitativa e 

quantitativa do mRNA, Jiang et al. (2009)  demonstraram através de análise 

quantitativa que não existiu associação significante entre os níveis de expressão 

gênica e as variáveis clínico-patológicas avaliadas, corroborando com os achados do 

presente estudo. Entretanto, os níveis de expressão de TAOS1 aumentou 

gradualmente com a diminuição do grau de diferenciação tumoral, estando 

consistente com dados semi-quantitativos prévios de expressão em carcinoma 

epidermóide de boca (XIA et al., 2007). De forma controversa, observamos uma 

tendência de maior expressão do gene TAOS1 em tumores bem diferenciados, 

sendo que a discordância nos achados pode ser justificada por não apresentarmos 

na casuística, casos pouco diferenciados, limitando o poder distintivo do estudo.  
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7 CONCLUSÕES 
 

 

1) Os transcritos de cinco genes do cromossomo 11 (CTTN, MMP-7, PPFIA1, 

SHANK2 e TAOS1) são expressos no carcinoma epidermóide de boca. 

 

2) Apenas o gene MMP-7 apresentou expressão diferencial entre as amostras 

de carcinoma epidermóide de boca e suas respectivas margens não tumorais, 

sugerindo uma possível participação desse gene no desenvolvimento da 

neoplasia.  

 
3) A expressão dos genes CTTN, MMP-7, SHANK2 e TAOS1 não está 

relacionada com as características clínico-patológicas dos tumores, indicando 

que a expressão de transcritos destes genes podem não contribuir na 

agressividade tumoral e prognóstico em carcinoma epidermóide de boca.  

 
4) A expressão do gene PPFIA1 está relacionada com carcinoma epidermóide 

localizado em assoalho, sugerindo que este gene possa atuar em tumores 

com perfil molecular específico.  

 
5) Os dados sugerem um possível valor prognóstico para a presença de 

transcritos do gene PPFIA1 na dependência da agressividade tumoral, já que 

a expressão elevada de PPFIA1 aparentemente pode implicar em um menor 

tempo de sobrevida global.  
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APÊNDICE A - Dados clínicos, anátomo-patológicos, seguimento (em meses) e desfecho clínico dos 
29 pacientes com carcinoma epidermóide de boca 

 

Idade Sexo Local T N M Fumo Álcool Dif hist IS IL IP Seguimento Desfecho Caso 

1 43 M Língua 3 N0 0 sim sim MD Pres Pres Aus 50 Sem recorrência 

2 48 M Língua 4 N0 0 sim sim BD Aus Aus Pres 21 2ºtumor primário; óbito 
após 2 meses 

3 54 M Assoalho 3 N0 0 sim sim MD Aus Aus Aus 59 Sem recorrência 
4 67 M Assoalho 3 N0 0 sim sim BD Aus Aus Aus 45 Sem recorrência 
5 40 M Assoalho 4 N0 0 sim sim MD Aus Aus Pres 37 Sem recorrência 
6 47 M Língua 3 N0 0 sim sim MD Aus Aus Pres 19 Óbito 

7 56 M Assoalho 4 N0 0 sim sim BD Aus Aus Pres 10 Recorrência; óbito após 2 
meses 

8 63 M Assoalho 3 N0 0 sim sim MD Aus Aus Pres 38 Sem recorrência 
9 55 M Língua 3 N0 0 sim sim MD Aus Pres Pres 44 Sem recorrência 
10 46 M Assoalho 1 N+ 0 sim sim BD Aus Pres Aus 25 Sem recorrência 
11 64 M Assoalho 2 N+ 0 sim sim MD Aus Pres Pres 14 Sem recorrência 

12 49 M Assoalho 4 N0 0 no 
pass sim BD Aus Aus Pres 5 Óbito 

13 55 M Assoalho 4 N0 0 sim sim BD Aus Aus Pres 15 Sem recorrência 

14 46 M Assoalho 3 N0 0 no 
pass sim MD Aus Aus Pres 12 Sem recorrência 

15 46 M Assoalho 2 N+ 0 sim sim BD Aus Aus Aus 14 Recorrência; óbito após 8 
meses 

16 41 F Língua 2 N+ 0 no 
pass não MD Aus Pres Aus 16 Óbito 

17 56 M Assoalho 2 N+ 0 sim sim BD Aus Pres Aus 21 Óbito 

18 61 M Assoalho 2 N+ 0 sim sim MD Aus Aus Aus 7 Recorrência; óbito após 6 
meses 

19 59 M Língua 2 N+ 0 sim sim BD Aus Aus Aus 10 Recorrência; óbito após 1 
mês 

20 44 M Língua 3 N0 0 sim sim BD Aus Pres Aus 19 Recorrência; Vivo 

21 50 M Assoalho 1 N+ 0 no 
pass no pass BD Aus Aus Aus 70 Sem recorrência 

22 51 M Assoalho 3 N0 0 sim no pass MD Aus Aus Pres 67 Sem recorrência 

23 75 F Língua 2 N+ 0 no 
pass no pass MD Aus Aus Aus 27 2º tumor primário; 

Recorrência; Óbito 

24 52 M Língua 2 N+ 0 sim sim MD Aus Aus Pres 47 Óbito outras causas 
25 62 M Assoalho 3 N0 0 sim sim MD Aus Aus Aus 62 Sem recorrência 
26 50 M Língua 2 N+ 0 sim sim MD Pres Pres Pres 54 Sem recorrência 

27 49 M Língua 2 N+ 0 no 
pass no pass BD Aus Aus Aus 47 Sem recorrência 

28 52 M Assoalho 1 N+ 0 sim sim MD Aus Aus Pres 36 2ºtumor primário; Vivo 
29 50 M Assoalho 2 N+ 0 sim sim MD Aus Aus Pres 9 Óbito 

 
T: tamanho da neoplasia através análise da peça cirúrgica, N: envolvimento linfonodal patológico, no pass: no passado, Dif 
hist: diferenciação histopatológica, BD: bem diferenciado, MD: moderadamente diferenciado, IS: infiltração sanguínea, Pres: 
presente, Aus: ausente, IL: infiltração linfática, IP: infiltração perineural, Seguimento em meses. 
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ANEXO A – Parecer do CONEP 
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ANEXO B – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da FOUSP 
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