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                                                                                                    RESUMO 

 

O carcinoma espinocelular oral (CEC oral) é a neoplasia maligna de 

cabeça e pescoço mais frequente e com grande morbidade. As melhorias nos 

protocolos terapêuticos não têm sido associadas com a melhora no prognóstico 

dos pacientes nas últimas décadas. Além disso, a taxa de descoberta de 

biomarcadores com utilização clínica de rotina ainda é um desafio para a grande 

maioria dos cânceres, inclusive para o CEC oral. Neste cenário, a associação da 

microdissecção a laser (ML) a espectrometria de massas (MS) tem sido 

considerada uma abordagem com alta robustez na descoberta de biomarcadores 

para o câncer. Diante disso, o objetivo deste estudo foi identificar potenciais 

biomarcadores para o CEC oral através da associação da ML a MS além de 

buscar possíveis mecanismos biológicos associados aos principais biomarcadores 

identificados com auxílio de ferramentas de bioinformática. Para isso, 10 pares de 

amostras teciduais frescas de CEC oral e mucosa oral normal foram obtidos para 

isolamento por ML para análise por cromatografia líquida acoplada a 

espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS) seguida por análises de 

bioinformática. Foram identificadas 2529 proteínas e entre essas, 107 proteínas 

apresentaram maior expressão nas amostras de CEC oral comparadas com a 

mucosa oral normal (teste t Student não-pareado, p<0,05 e razão >1,5). Os dados 

também foram submetidos às análises multivariadas pelos modelos Partial Least 

Squares Discriminant Analysis (PLS-DA) e Support Vector Machine (SVM) que 

indicaram, respectivamente, um painel de 40 e 70 potenciais biomarcadores. No 

geral, as análises pelo Ingenuity, KEGG (banco de dados Enciclopédia Kyoto para 

genes e genomas) e Gene Ontology mostraram que os processos mais 

significantes foram relacionados à sinalização célula-célula, a replicação do DNA, 

a recombinação e ao reparo, a adesão focal, a regulação do citoesqueleto de 

actina e a interação do receptor da matriz extracelular, entre outras. O fator 

eucariótico de elongação delta 1 (EEF1D) foi a proteína indicada para validação 
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por ter apresentado reprodutibilidade de expressão entre as amostras de CEC 

oral, alta significância estatística segundo o teste t Student, expressão aumentada 

em CEC oral, por ter sido indicada como um marcador de classe na análise por 

PLS-DA e porque a sua função biológica ainda não foi investigada para esta 

neoplasia. Os resultados dos ensaios de validação confirmaram uma maior 

expressão de EEF1D por western blot utilizando-se células SCC-9 e tecido 

tumoral originado de modelo ortotópico. Além disso, uma intensidade de marcação 

maior para EEF1D foi observada em CEC oral pela validação por imuno-

histoquímica (IHQ). Portanto, esse estudo combinou técnicas de ML, MS e 

bioinformática para a identificação de potenciais biomarcadores sendo que a 

proteína EEF1D foi considerada um potencial biomarcador para o CEC oral e 

validada por WB e IHQ podendo futuramente ser indicada também para validação 

em estudos translacionais.  

 

Palavras chave: carcinoma espinocelular oral / microdissecção a laser / 

espectrometria de massas / biomarcadores 
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                                                                                              ABSTRACT 

 

The oral squamous cell carcinoma (OSCC) is a malignant head and 

neck with more frequence of occurrence and with greater morbidity. Improvements 

in treatment protocols have not been associated with improved prognosis of 

patients in recent decades. Furthermore, the rate of discovery of biomarkers with 

clinical routine use is still a challenge for the large majority of cancers, including 

OSCC. In this scenario, the combination of laser microdissection (LM) and mass 

spectrometry (MS) has been considered an approach with high robustness to 

biomarker discovery for cancer. Thus, the aim of this study was to identify potential 

biomarkers for OSCC through the association of the LM, MS and bioinformatics 

aiming at exploring biological mechanisms associated with major candidate 

biomarkers identified. For this, 10 pairs of fresh tissue samples of OSCC and 

normal oral mucosa were obtained for isolation by LM for analysis by liquid 

chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) and 

bioinformatic analysis. 2529 proteins were identified and among these, 107 

proteins have higher expression in oral SCC samples compared with normal oral 

mucosa (unpaired Student’s t test, p <0.05 and ratio >1.5). The data were also 

submitted to multivariate models by Partial Least Squares Discriminant Analysis 

(PLS-DA) and Support Vector Machine (SVM) that, respectively, indicated a panel 

of 40 and 70 potential biomarkers. Overall, the Ingenuity analysis, KEGG (Kyoto 

Encyclopedia database for genes and genomes) and Gene Ontology showed that 

the most significant processes were related to cell-cell signaling, DNA replication, 

recombination and repair, adhesion focal, regulation of actin cytoskeleton and the 

interaction of the receptor extracellular matrix. The eukaryotic elongation factor 1 

delta (EEF1D) was the protein indicated to validation because presented 

reproducibility of expression between OSCC samples, high statistical significance 

according to the Student t test, increased expression in OSCC, having been 

appointed as a class marker analysis for PLS-DA and because its biological 
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function has not yet been investigated for this cancer. The higher expression of 

EEF1D was confirmed by western blot using proteins extracted from SCC-9 cells 

and tumor tissue originated from orthotopic model. Moreover, a higher marking 

intensity was observed in EEF1D for OSCC for validation by immunohistochemistry 

(IHC). Therefore, this study combined techniques ML, MS, and bioinformatics to 

identify potential biomarkers and EEF1D was the protein identified as a potential 

biomarker for OSCC and validated by WB and IHC and may also be indicated for 

validation in future translational studies.  

 
Key words: Oral squamous cell carcinoma / laser microdissection / mass 
spectrometry / biomarkers 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 O CEC oral é a neoplasia maligna de cabeça e pescoço mais 

prevalente apresentando-se ainda com altas taxas de mortalidade e de morbidade 

mesmo diante dos significativos avanços nos protocolos terapêuticos alcançados 

nas últimas décadas (Alam et al., 2012). Somando-se a isso, os fatores 

prognósticos atualmente utilizados são subjetivos e relativamente inconfiáveis 

devido à natureza heterogênea do tumor e a resposta variável à terapia (Shiptzer 

et al., 2009). Também cabe salientar que o CEC oral apresenta uma grande 

heterogeneidade celular e molecular e um grande número de genes e produtos 

proteicos estão potencialmente envolvidos na carcinogênese oral (Shah et al., 

2011). Logo, a busca por marcadores biológicos se faz necessária tanto para o 

melhor entendimento da natureza molecular quanto para o entendimento da 

diversidade de comportamento biológico desta neoplasia (Shiptzer et al., 2009; 

Shah et al., 2011) e para o desenvolvimento de potenciais ferramentas 

diagnósticas e prognósticas auxiliares para uso clínico (Messadi et al., 2009). Nos 

últimos anos, inúmeras metodologias proteômicas têm emergido possibilitando a 

observação do conjunto de proteínas expressas e contribuindo para o 

entendimento dos mecanismos e possíveis vias moleculares direta e indiretamente 

relacionados com o CEC oral (He et al., 2004; Turhani et al., 2006; Lo et al., 2007; 

Wang et al., 2008). Entre as abordagens proteômicas mais modernas, a 

proteômica baseada na espectrometria de massas (MS) tem sido amplamente 

utilizada para descoberta de proteínas diferencialmente expressas em diferentes 

tipos de cânceres a partir de diversos tipos de amostras, desde linhagens 

celulares, tecido, saliva e sangue a fim de identificar potenciais biomarcadores 

(Schaaij-Visser et al., 2010). Além disso, a MS tem demonstrado ser uma 

tecnologia em desenvolvimento, tanto para análises qualitativas e quantitativas de 

proteínas, localização subcelular e interações proteicas, sendo que recentes 

avanços nesta área vem gerando enorme impacto sobre o rendimento e a 
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abrangência da proteômica nos estudos sobre o câncer (Matta et al., 2009). 

Entretanto, mais importante que a identificação de proteínas de maneira isolada é 

a identificação de alterações em um conjunto de proteínas que podem contribuir 

para traçar um perfil de expressão protéica específico para uma determinada 

neoplasia (do inglês “protein expression signature”) (Schaaij-Visser et al., 2010, 

Borrebaeck, 2012). Tal abordagem pode abrir caminho para desvendar redes e 

vias celulares desreguladas em tumores humanos (Matta et al., 2009) visando 

extrapolar do campo da proteômica voltada somente para a ciência para o campo 

da proteômica voltada para a clínica. Apesar de inúmeros estudos de proteômica 

baseada em MS já terem identificado uma série de marcadores para o CEC oral, 

poucos estudos correlacionam o papel biológico e possíveis vias e funcionalidade 

das proteínas através da utilização de ferramentas de bioinformática. Dessa 

forma, o objetivo deste estudo foi identificar a expressão proteica diferencial no 

CEC oral e buscar por um painel de potenciais biomarcadores que podem ser 

correlacionados ao desenvolvimento de CEC. Para isso, foi utilizado a MS 

associada à microdissecção a laser (ML) e ferramentas de bioinformática para 

buscar tais moléculas potenciais em amostras teciduais de pacientes com CEC 

oral.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1. Epidemiologia do câncer bucal  

 

O câncer bucal ou carcinoma espinocelular oral (CEC oral) é a sexta 

malignidade mais frequente (Alam et al., 2012; Deboni et al., 2012) e a neoplasia 

maligna de cabeça e pescoço mais comum com uma estimativa de incidência de 

275 mil novos casos/ano (Warnakulasuriya, 2009) que representam 

aproximadamente 3% de todos os novos casos de câncer diagnosticados (Reid et 

al., 2000; Parkin et al., 2005; Scully & Bagan, 2009). No Brasil, apresenta-se como 

a quinta e a décima primeira neoplasia maligna, respectivamente, em homens e 

mulheres com uma média 15.000 mil novos casos/ano (Instituto Nacional do 

Câncer - INCA, 2012) o que corresponde a maior incidência de câncer bucal entre 

os países da América Latina (Warnakulasuriya, 2009). Além disso, esta neoplasia 

apresenta-se como uma importante causa de mortalidade e morbidade sendo 

considerada um problema de saúde pública, especialmente, em países em 

desenvolvimento como o Brasil (Jefferies & Foulkes, 2001; Parkin et al., 2005; 

Vargas-Ferreira et al., 2012). Histologicamente, o carcinoma de células 

escamosas (CCE) é o tipo mais frequente correspondendo a mais de 90% de 

todos os cânceres da cavidade bucal (Coleman & Sultan, 1999; Beenken & Urist, 

2003; OMS, 2008) e entre as localizações de mais alto risco para o 

desenvolvimento do CEC oral estão o lábio inferior, as margens póstero-laterais e 

a base de língua e o assoalho bucal (Hoffmannová et al., 2010; Dragomir et al., 

2012). O perfil clássico de pacientes com CEC oral é de homens, entre a sexta e 

sétima década de vida, fumantes e etilistas por muitos anos (Sturgis & Cinciripini, 

2007; Petti, 2009; Vargas-Ferreira et al., 2012). Entretanto, um aumento no 

número de casos de CEC oral em pacientes jovens, do sexo feminino e com 

associação limitada aos fatores de risco tradicionais tem sido observado nos 

últimos anos (Santos-Silva et al., 2011). A inclusão deste novo perfil de pacientes 
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vem gerando um impacto significativo sobre a epidemiologia do CEC oral no que 

diz repeito a possíveis, mas ainda não confirmados, novos fatores de risco e a 

associação entre o desenvolvimento dessas neoplasias com uma possível 

predisposição ou instabilidade genética (Westra, 2009; Santos-Silva et al., 2011).  

 

2.2. Fatores de risco para o câncer bucal 

 

O tabaco e o álcool são os principais fatores de risco para o 

desenvolvimento do CEC do interior da cavidade oral (Scully et al., 2000; Das & 

Nagpal, 2002; Hoffmannová et al., 2010) sendo que o consumo de tabaco e álcool 

é dose/dependente e tempo/dependente e a combinação desses dois fatores 

aumenta significativamente o risco para o desenvolvimento desse tumor (Brown et 

al., 2012). Além disso, os indivíduos fumantes e etilistas apresentam um risco 20 

vezes maior para o desenvolvimento de recidivas ou segundos tumores primários 

na cavidade bucal ou no trato aerodigestivo quando comparados aos indivíduos 

não fumantes e não etilistas, especialmente, quando mantêm o consumo de 

tabaco e álcool após o diagnóstico do tumor primário (Carvalho et al., 2004; 

Leston & Dios, 2010). Nos casos de CEC do lábio inferior, a exposição crônica à 

radiação ultravioleta é o principal fator associado (Vieira et al., 2012). Outros 

fatores de risco vêm sendo investigados, tais como, a desnutrição geral 

(McDowell, 2006), o baixo nível socioeconômico, uma higiene oral precária 

(Hoffmannová et al., 2010; Carnelio et al., 2011) e, mais atualmente, o papiloma 

vírus humano (Feller et al., 2010; Gogilashvili et al., 2012). Entretanto, tais fatores 

ainda não podem ser considerados fatores de risco para o CEC oral como os 

tradicionais e já citados previamente. 

 

2.3. Patogênese do câncer bucal 

 

As lesões de CEC oral podem se desenvolver a partir da mucosa oral 

aparentemente normal e não estarem associadas à presença de uma lesão prévia 
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no local do tumor ou podem surgir, segundo Shah et al., 2011, através de uma 

série de estágios histopatológicos de uma hiperplasia benigna a displasia epitelial 

para carcinoma in situ e deste para o carcinoma francamente invasivo (Figura 1). 

Essa evolução histopatológica pode ser observada clinicamente pela presença de 

lesões potencialmente malignas antes do surgimento do CEC oral. 

 

 

 

 Figura 1 - Estágios de progressão do câncer bucal. (Adaptado de Shah et al., 2011) 

 

Entre as lesões potencialmente malignas mais importantes e para o 

CEC do interior da cavidade oral, estão a leucoplasia e a eritroplasia. Para o CEC 

de lábio inferior a queilite actínica apresenta-se como lesão potencialmente 

maligna para esse sítio anatômico. Tais lesões têm sido documentadas em 

associação ou precedendo as lesões de CEC oral (Kujan et al., 2006; Fortuna & 

Mignogna, 2011) (Figura 2) e apresentam um risco aumentado de transformação 

carcinomatosa quando comparadas a mucosa normal devido à presença de 

alterações histopatológicas (atipias celulares) similares às observadas nos 

carcinomas francamente invasivos (Eversole, 2009). Além disso, o aumento 

progressivo na taxa de transformação carcinomatosa está diretamente relacionado 

com a severidade da alteração displásica do epitélio o qual varia de acordo com 

tipo específico de lesão potencialmente maligna (Kujan et al., 2006).  



 

6 
 

 

 

Figura 2 - Leucoplasia extensa associada à área de crescimento exofítico central em borda 

lateral direita de língua. (Orocentro-FOP/UNICAMP) 

 

2.4. Diagnóstico, fatores prognósticos e sistema TNM para o câncer bucal 

 

O CEC oral é uma lesão que apresenta um curso clínico altamente 

variável no qual o atraso no diagnóstico contribui para o crescimento e 

disseminação tumoral e, consequentemente, piora no prognóstico do paciente 

gerando uma taxa de sobrevida global entre 50-60% em 5 anos (Scully & Bagan, 

2009; Warnakulasuriya, 2009; Shah et al., 2011, Bitu et al., 2012). Com relação ao 

prognóstico para o CEC oral, muitos fatores têm sido investigados nas últimas 

décadas com resultados variáveis (Bello et al., 2010) e alguns exemplos podem 

ser mencionados, tais como a espessura do tumor (Huang et al., 2009), a 

classificação histológica (Woolgar et al., 2009), a profundidade de invasão ou de 

propagação extracapsular e a invasão vascular perineural (Genden et al., 2010). 

Entretanto, o sistema de estadiamento TNM (tamanho do tumor, presença de 

linfonodo positivo e presença de metástase à distância) ainda é o principal 

marcador de prognóstico usado para o CEC oral apesar de seu valor limitado, 

tendo em vista que muitos pacientes com o mesmo estágio da doença podem 

apresentar uma evolução clínica e tempo de sobrevida distintos (Bitu et al., 2012). 

Portanto, a pesquisa por melhores marcadores prognósticos é necessária, pois 
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pode refletir melhor a diversidade biológica da doença (Bitu et al., 2012, Polachini 

et al., 2012).   

 

2.5. Características clínicas e histopatológicas do câncer bucal 

 

Clinicamente, a lesão mais comumente encontrada no momento do 

diagnóstico é uma lesão ulcerada assintomática de curso crônico com bordas 

elevadas e áreas de necrose central (Pontes et al., 2012) (Figura 3). 

Histologicamente, segundo a classificação proposta pela Organização Mundial da 

Saúde – OMS, 2005, o CEC oral surge a partir de um epitélio de superfície 

displásico em que a ceratinização de células epiteliais escamosas com a formação 

variável de “pérolas” de ceratina associados a um padrão de crescimento invasivo 

são pré-requisitos para a gradação desses tumores. Os tumores bem 

diferenciados apresentam grandes ceratinócitos que lembram o epitélio escamoso 

normal e produzem abundante ceratina, pouca atipia celular e escassa atividade 

mitótica. Os tumores moderadamente diferenciados geralmente apresentam 

menos ceratinização e distinto pleomorfismo nuclear com maior atividade mitótica 

e mitoses aberrantes e, por fim, o CEC oral pobremente diferenciado apresenta 

predominantemente células imaturas com numerosas mitoses aberrantes e 

mínima ceratinização (Cardesa et al., 2005). Além disso, o padrão de crescimento 

expansivo do CEC bem diferenciado a moderamente diferenciado é caracterizado 

por grandes ilhas de epitélio neoplásico com margens bem definidas e dispersas 

no tecido conjuntivo e estes tumores estão associados a melhores prognósticos. 

Em contrapartida, o padrão de crescimento infiltrativo do CEC oral pobremente 

diferenciado é caracterizado por pequenos e dispersos cordões ou células 

tumorais com margens irregulares e pobremente definidas e estão associados 

com um curso clínico mais agressivo e piores prognósticos (Cardesa et al., 2005; 

Kademani et al., 2005; Cardesa & Nadal, 2011). Brandwein-Gensler et al. (2005) 

propuseram outro sistema de gradação para o CEC oral que leva em 

consideração aspectos histológicos como o padrão de invasão tumoral e a 
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presença de invasão perineural e infiltrado linfocítico para classificar os tumores 

em 3 categorias de risco (baixo, intermediário ou alto grau) relacionadas com 

recidiva local, sobrevida global e indicação para tratamentos adjuvantes (Genden 

et al., 2010). 

 

 

Figura 3 - Paciente com lesão ulcerada de CEC oral em borda lateral esquerda de língua. 

(Orocentro/FOP-UNICAMP)  

 

2.6. Abordagens terapêuticas para o câncer bucal e complicações orais do 

tratamento antineoplásico 

 

Atualmente, a terapia para o CEC oral é baseada em três modalidades: 

cirúrgica, radioterápica e quimioterápica (Deboni et al., 2012) sendo que a decisão 

sobre uma modalidade ou a combinação delas depende de cada caso específico. 

A ressecção cirúrgica do tumor primário com finalidade curativa é um dos 

principais protocolos de tratamento para os pacientes com CEC operáveis (Wolff 

et al., 2012). Além disso, o manejo da doença metastática cervical é considerado 

um dos mais importantes aspectos do tratamento desta neoplasia no qual os 

pacientes podem ser submetidos ao esvaziamento cervical eletivo (quando não há 

metástase evidente) ou terapêutico (na presença de metástase regional) (Alam et 

al., 2012; Wolff et al., 2012). No caso da radioterapia (RT), o principal desafio é 

controlar o tumor com o mínimo de dano aos tecidos normais adjacentes. Para 
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isso, a RT de intensidade modulada tem demonstrado redução na frequência e na 

gravidade desses danos (Wolff et al., 2012). Convencionalmente, cinco frações de 

1,8 a 2 grays (Gy) 5 dias por semana, durante 6,5 a 7 semanas, com uma dose 

total de 66 a 70 Gy é direcionada sob o sítio primário do tumor (região 

cervicofacial do tumor) e sobre a fossa supraclavicular (Zackrisson et al., 2003, 

Wolff et al., 2012). Protocolos quimioterápicos em combinação com regimes 

radioterápicos são indicados para pacientes em estágios mais avançados e têm 

demonstrado melhora no controle local da doença e no prognóstico dos pacientes. 

Esta combinação de tratamento pode ser realizada como uma terapia 

neoadjuvante para reduzir o volume do tumor, como adjuvante da cirurgia ou 

quando não se opta pela cirurgia (Hino et al., 2011). Os fármacos 

convencionalmente mais utilizados são o metotrexato, a carboplatina, a cisplatina, 

o 5-fluorouracil, o paclitaxel e o docetaxel (Specenier & Vermorken, 2010; da Silva 

et al., 2012) sendo que a combinação de mais de um agente é utilizada a fim de 

diminuir o risco de  seleção de subpopulações celulares resistentes (da Silva et al., 

2012). Entretanto, cabe salientar que o tratamento cirúrgico é muitas vezes 

desfigurante e que os tratamentos quimio e/ou radioterápicos ocasionam 

complicações orais aos pacientes que podem ser agudas e desenvolver-se 

durante a terapia com um curso transitório e resolução após o tratamento, tais 

como a mucosite, a xerostomia, a disgeusia, a candidose e a radiodermite (Mosel 

et al., 2011) ou surgirem após a conclusão do tratamento, como as cáries 

relacionadas à xerostomia, o trismo, a fibrose e a atrofia da mucosa, a necrose 

dos tecidos moles e a osteorradionecrose. Além disso, muitas complicações 

agudas podem persistir e se tornarem tardias gerando morbidade significativa aos 

pacientes como é o caso da xerostomia e das alterações do paladar (disgeusia) 

(Chua et al., 2007; Dirix et al., 2009; Deboni et al., 2012). 

 

 

2.7. Desafios na abordagem do câncer bucal 
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Atualmente, as modalidades terapêuticas para pacientes com CEC oral 

ainda são baseadas na predição de índices de estadiamento clínico e os atuais 

protocolos falham na estratificação adequada de pacientes com alto risco de 

recidivas locais. Consequentemente, de 10-30% dos pacientes desenvolvem 

recidivas mesmo após a ressecção cirúrgica com margens histopatologicamente 

livres de neoplasia (Tabor et al., 2001; Sepiashvili et al., 2012). Além disso, os 

fatores prognósticos atualmente utilizados são subjetivos e relativamente 

inconfiáveis devido à natureza heterogênea do tumor e a resposta variável à 

terapia (Shiptzer et al., 2009). Diante disso, a busca por marcadores biológicos se 

faz necessária tanto para o entendimento da natureza molecular e do 

comportamento agressivo do CEC oral (Shiptzer et al., 2009; Shah et al., 2011) 

quanto para o desenvolvimento de potenciais ferramentas diagnósticas e 

prognósticas auxiliares para uso clínico (Messadi et al., 2009).  

 

2.8. A espectrometria de massas como ferramenta na identificação de 

biomarcadores 

 

Biomarcadores tumorais podem ser representados por DNA, mRNA, 

proteínas, peptídeos, mas também por carboidratos, ou pequenas moléculas, 

como os metabolitos e outras moléculas celulares (Sidransky, 2002). Além disso, 

um biomarcador pode ser uma única molécula ou uma combinação de várias 

moléculas e, idealmente, deve permitir análises fáceis e confiáveis e demonstrar 

alta sensibilidade analítica e especificidade (Kulasingam & Diamandis, 2008). 

Atualmente, a alta sensibilidade na detecção do perfil de expressão de proteínas 

diferenciais, modificações protéicas e interações proteína-proteína com a 

possibilidade de utilização efetiva faz da proteômica um campo emergente (Mann, 

2006; Liang et al., 2009). Além disso, as metodologias da proteômica são 

consideradas, muitas vezes, mais vantajosas em relação às metodologias da 

genômica para a detecção de biomarcadores para o câncer e metas para terapias 

moleculares (Indovina et al., 2012). Isso se deve ao fato que os perfis de proteínas 
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podem representar com mais precisão o estado de uma doença, pois a maioria 

das funções biológicas são realizadas por proteínas (Stroncek et al., 2005). 

Inversamente, alterações na expressão de um gene nem sempre tem 

consequências funcionais evidentes e pode não refletir a expressão da proteína ou 

da atividade da mesma devido a uma vasta gama de possíveis modificações pós-

traducionais (Sung & Cho, 2008). Entre as inúmeras ferramentas proteômicas, a 

espectrometria de massas (MS) é a mais importante apresentando-se como uma 

tecnologia em rápido desenvolvimento, tanto para análises qualitativas e 

quantitativas de proteínas, para investigações de modificações pós-traducionais, 

localização subcelular e interações proteicas. Além disso, os recentes avanços 

nesta área vêm gerando enorme impacto sobre a eficiência e abrangência da 

proteômica nos estudos sobre o câncer, abrindo caminho para a descoberta de 

potenciais biomarcadores e para desvendar redes e via celulares desreguladas 

em tumores humanos (Matta et al., 2009; Makawita & Diamandis, 2010; Liang et 

al., 2012). Entretanto, cabe salientar que as análises proteômicas se diferenciam 

pela utilização ou não da MS na metodologia. Para as abordagens proteômicas 

que não empregam a MS é fundamental o conhecimento prévio das proteínas que 

estão sendo testadas, pois dependem da utilização de anticorpos específicos (Qin 

& Ling, 2012). Entre as técnicas incluídas nesta abordagem estão o ensaio de 

imunoabsorbância ligado à enzima (ELISA), a imuno-histoquímica (IHQ), o 

western blot (WB) e, mais recentemente, o microensaio de tecido (do inglês tissue 

microarray-TMA) e o microensaio de proteína (do inglês Protein Microarray- PMA). 

Por outro lado, para as abordagens proteômicas que utilizam a MS não é 

necessário o conhecimento biológico prévio das proteínas possibilitando a 

descobertas de marcadores até então desconhecidos e isso faz com que essa 

abordagem seja mais vantajosa em relação às demais (Bertucci & Gonçalves, 

2008).     

A MS é uma ferramenta para análise proteômica que tem por objetivo 

medir um grande número de proteínas desconhecidas em uma amostra através da 

separação química e física dos íons e pela determinação da razão massa/carga 
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(m/z) dos mesmos (Sparkman, 2000). O espectrômetro de massas por sua vez é a 

ferramenta principal dentro da MS e consiste em uma fonte de ionização, um 

analisador de massa e um detector no qual diversas fontes de ionização podem 

ser empregadas para avaliação de amostras clínicas. As técnicas mais 

amplamente utilizadas são por ionização e dessorção a laser assistida por matriz 

(do inglês MALDI-TOF) e a fonte de ionização por eletrospray (ESI) (Qin & Ling, 

2012). Em conjunto com a MS, vários métodos podem ser realizados previamente 

para separar as proteínas extraídas a partir de amostras complexas. A 

cromatografia líquida de alto desempenho juntamente com a espectrometria de 

massas em tandem conhecida como proteômica Shotgun ou pela sigla LC-MS/MS 

consiste na digestão enzimática das proteínas seguida pela separação dos 

peptídeos por hidrofobicidade por um sistema de cromatografia líquida seguida 

pela análise no espectrômetro de massas o que permite a análise rápida e a 

identificação da sequência dos peptídeos (Wu & MacCoss, 2002) (Figura 4). A 

principal vantagem do método Shotgun é a identificação global das proteínas de 

uma amostra, bem como a capacidade de fornecer o perfil do proteoma de forma 

sistemática e dinâmica (Wu & MacCoss, 2002; Alves et al., 2007). Além disso, a 

proteômica Shotgun é uma ferramenta robusta para a obtenção da quantificação 

em larga escala, tanto relativa quanto absoluta, do proteoma de amostras 

complexas e pode ser aplicada para projetos experimentais que buscam 

marcadores proteicos a fim de definir, por exemplo, um fenótipo tumoral 

(Nesvizhskii, 2007; Cheng et al., 2009; Yates et al., 2009). 

Com relação às diferentes estratégias proteômicas baseadas na MS, as 

três mais utilizadas são os métodos de marcação com isótopos estáveis, isóbaros 

e a quantificação sem marcação (label-free), as quais têm sido amplamente 

utilizadas na identificação de biomarcadores no câncer (Chaerkady & Pandey, 

2007; Martinkova et al., 2009). A MS baseada na utilização de isótopos estáveis, 

incluindo-se a marcação com isótopo estável em aminoácidos para células em 

cultura (do inglês SILAC) (Ong et al., 2002) e isóbaros para quantificação relativa 

e absoluta (do inglês iTRAQ e TMT) (Ross et al., 2004; Raso et al., 2012) são 
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atualmente métodos populares para estudar a expressão diferencial de proteínas, 

modificações pós-traducionais e interações proteína-proteína em amostras 

variando de linhagens de células cancerosas, amostras teciduais até fluidos 

corporais (Chaerkady & Pandey, 2007). Estes métodos são úteis na identificação 

de biomarcadores para o câncer seja para detecção precoce, como alvos 

terapêuticos, ou para o monitoramento da resposta ao tratamento. Entretanto, 

embora os métodos de marcação isotópica estável proporcionem flexibilidade para 

o estudo de alterações proteicas em amostras complexas estes métodos têm 

limitações potenciais, como o aumento do tempo e complexidade na preparação 

das amostras, a necessidade de uma concentração da amostra mais elevada, o 

custo elevado dos reagentes e a marcação incompleta (Spellmann et al., 2008; 

Liang et al., 2012).  

 

 

Figura 4 – Nano cromatógrafo LC PROXEON EASY nLC II acoplado a um espectrômetro de 

massas do tipo LTQ Orbitrap Velos. (LNBio/CNPEM) 

 

Por essas razões, o método label-free tem sido amplamente utilizado 

por ser mais rápido e com preparo de amostras mais simplicados, dentro do 

possível. Neste método a quantificação relativa geralmente inclui a contagem dos 

espectros dos peptídeos e medições da área dos picos cromatográficas (Zhu et 

al., 2010). A contagem dos espectros envolve a contagem de espectros dos 

peptídeos derivados de uma proteína em comparação à mesma proteína em outra 

http://lnbio.cnpem.br/massspectrometry/files/2012/07/MAS-NanoLC-PROXEON-EASY-nLC-II.jpg
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amostra gerando uma quantificação relativa. Por sua vez, a medição dos picos 

cromatográficos (do inglês extracted ion chromatogram, XIC) é feita através da 

análise da intensidade dos íons que é dada pelas áreas dos picos de peptídeos ou 

pela altura dos mesmos (Liang et al., 2012). Além disso, diferentemente do 

método de marcação isotópica em que as amostras são reunidas para análise das 

proteínas, no método label-free as amostras são analisadas separadamente no 

espectrômetro de massas acoplado a um sistema de cromatografia líquida para a 

quantificação relativa. Como resultado, o método de quantificação label-free não 

requer preparação adicional como nos métodos de quantificação com isótopos 

estáveis e isóbaros e por isso pode ser aplicado diretamente para qualquer 

número de amostras obtidas a partir de qualquer fonte (Zhu et al., 2010).  

As premissas básicas da maioria estudos de descoberta de 

biomarcadores é usar a alta capacidade de coleta de dados da MS para comparar 

amostras biológicas entre tecido tumoral e normal a fim de identificar proteínas 

que são diferencialmente abundantes entre as duas amostras (Veenstra, 2007). 

Para atender a necessidade de comparar a abundância de proteínas em 

diferentes amostras, um número diverso de abordagens quantitativas no campo da 

proteômica baseada na MS, com diferentes vantagens técnicas e desafios, estão 

sendo desenvolvidas e isoladamente ou em combinação permitem a descoberta 

de biomarcadores com potencial em pesquisa biomédica para o câncer e futura 

tradução na prática clínica (Liang et al., 2012). 

Inúmeros softwares de bioinformática podem ser utilizados para análise 

dos dados gerados pela proteômica baseada na MS. Entre estes, a plataforma 

MetaboAnalyst é uma ferramenta abrangente que fornece uma variedade de 

métodos de análise estatística multivariada adaptados inicialmente para análise de 

dados da metabolômica, mas que suporta uma grande variedade de tipos de 

dados incluindo as contagens espectrais gerados pela LC-MS/MS posibilitando a 

descoberta de biomarcadores e sua classificação (Xia et al., 2009; Xia & Wishart, 

2011). PLS-DA (do inglês Partial Least Squares Discriminant Analysis) e SVM (do 

inglês Support Vector Machine) são modelos estatísticos empregados para análise 
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de um grande número de variáveis como nos casos dos dados gerados pela MS 

no qual a quantidade expressiva de dados pode dificultar a caracterização das 

proteínas diferencialmente expressas entre os grupos analisados. 

O software IPA (do inglês Interactive pathway analysis of complex 

‘omics data) é uma ferramenta dentro da plataforma Ingenuity que permite 

analisar, integrar e compreender dados em grande escala derivados de expressão 

gênica, de microarrays, da metabolômica e da proteômica que geram listas de 

genes ou proteínas. Tal ferramenta permite procurar informações específicas 

sobre genes, proteínas, produtos químicos, drogas além de construir modelos 

interativos a partir dos sistemas experimentais aliados com anotação funcional das 

interações. Além disso, a análise através deste software facilita a compreensão do 

significado de dados complexos em busca de um alvo específico ou biomarcador 

candidato no contexto de grandes sistemas biológicos ou químicos, apoiados pela 

base de conhecimento altamente estruturada do Ingenuity (Ingenuity Systems, 

2012). 

O banco de dados DAVID (do inglês Database for Annotation, 

Visualization and Integrated Discovery) fornece um conjunto abrangente de 

ferramentas de anotação funcional que possibilita entender o significado biológico 

de uma grande lista de genes. Entre as ferramentas, o Gene Ontology (GO) é um 

banco de dados com vocabulário unificado para genes e produtos gênicos com a 

finalidade de fornecer anotações, tais como, localização, função celular e 

processos biológicos envolvidos (Smith et al., 2007). Por sua vez, a Enciclopédia 

Kyoto para Genes e Genomas (KEGG) é um banco de dados para a compreensão 

de funções, vias e redes de interações moleculares de diversos sistemas 

biológicos desde uma célula, um organismo ou até mesmo de um ecossistema a 

partir de informações a nível molecular, obtidas, especialmente, a partir de 

tecnologias experimentais de elevado rendimento, tais como as da proteômica 

baseada na MS (Kanehisa et al., 2004; Kanehisa et al., 2006). 
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2.9. Associação da espectrometria de massas a ferramentas não 

proteômicas 

 

A MS pode ser empregada juntamente com ferramentas não 

proteômicas a fim de contribuir significativamente para a descoberta e o 

desenvolvimento de específicos e seletivos biomarcadores. A tecnologia da 

microdissecção a laser (ML) possibilita o isolamento de uma população celular de 

uma mistura de tipos celulares heterogêneos favorecendo a posterior análise por 

MS do perfil protéico de um tipo celular particular de interesse a partir de uma 

amostra de tecido tumoral como um todo (ex:. células epiteliais neoplásicas em 

CEC oral) aumentando as chances de identificação de potenciais biomarcadores 

(Li et al., 2004; Johann et al., 2009; Chang et al., 2011). Para isso, um sistema de 

laser infravermelho para captura e de laser ultravioleta para corte é acoplado a um 

microscópio para obtenção de subpopulações celulares sob visualização 

microscópica direta (Espina et al., 2007). Dessa forma, a ML permite o isolamento 

de células neoplásicas eliminando a heterogeneidade das amostras teciduais que 

consistem, não somente de ilhas de células tumorais, mas também de 

componentes do estroma, de infiltrado inflamatório e de áreas necróticas e podem 

contribuir na geração de resultados confundidores (Indovina et al., 2012). 

 

2.10. Busca por biomarcadores para o câncer identificados pela proteômica 

 

Um biomarcador para o câncer é uma molécula biológica que pode ser 

encontrada no sangue, na saliva ou em outros fluidos corporais ou tecidos sendo 

considerado um sinal da presença de um tumor maligno (Xiao et al., 2008; Liang 

et al., 2012). Além disso, biomarcadores podem servir como poderosas 

ferramentas no diagnóstico precoce, monitoramento da progressão do estado de 

uma doença e para determinar a resposta do organismo a um determinado 

tratamento, além de serem úteis para o desenvolvimento de novas drogas (Xiao et 

al., 2005). O estudo de proteínas como biomarcadores em câncer iniciou em 1847 
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com a descoberta por Henry Bence-Jones das famosas “proteínas de Bence-

Jones” na urina de pacientes com mieloma múltiplo (Bence-Jones, 1847; Kyle, 

1994). Em 1986, Sinclair et al. identificaram tais proteínas no sangue e em 1988, 

as proteínas de Bence-Jones foram aprovadas pela FDA (U.S. Food and Drug 

Administration) para uso rotineiro como um teste imunodiagnóstico para o mieloma 

múltiplo. Atualmente, apesar de mais de 1.200 proteínas terem sido identificadas 

com níveis de expressão diferenciada entre tumores e amostras normais, poucas 

foram consideradas como candidatas a biomarcadores para o câncer humano 

(Polanski & Anderson, 2007). Além disso, menos de 10 proteínas foram aprovadas 

para testes de diagnóstico em câncer a partir de 2006 pela FDA, pois para a 

maioria destes marcadores ainda falta sensibilidade e especificidade (Polanski & 

Anderson, 2007). Exemplos de marcadores aprovados são o antígeno 

carcinoembrionário (do inglês CEA), os antígenos para o câncer (do inglês CA), o 

receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (do inglês Her-2/Neu), o 

antígeno prostático específico (do inglês PSA), o fator de crescimento semelhante 

a insulina II (do inglês IGF-II) e a cadeia secretada do receptor de imunoglobulina 

polimérica (do inglês sPIgR) (Tabela 1). Entretanto, painéis de biomarcadores têm 

emergido como uma possibilidade para suprir a falta de sensibilidade e 

especificidade dos marcadores individualmente. Por exemplo, um painel de quatro 

biomarcadores conhecidos (prolactina, osteopontina, leptina e IGF-II) quando 

empregados isoladamente não podem distinguir pacientes com câncer de ovário 

de pacientes controles, entretanto, quando empregados em conjunto alcançam 

uma sensibilidade e uma especificidade de 95% para o diagnóstico desta 

neoplasia (Mor et al., 2005). 

Recentemente, a proteômica baseada na MS tem gerado a identificação 

contínua de novos potenciais biomarcadores de diagnóstico, prognóstico e 

preditores de tratamento para os cânceres mais comuns no sexo masculino em 

diferentes tipos de amostras e através de diferentes abordagens metodológicas 

sendo que alguns exemplos podem ser observados, respectivamente, nas tabelas 

2 e 3. Entretanto, validações extensas ainda são necessárias para que estas 
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moléculas possam ser utilizadas clinicamente. Como é o exemplo do painel de 

marcadores CD98, fascin, 14-3-3 eta e sPIgR identificados por ESI-MS/MS e 

validados por ELISA os quais foram aprovados pela FDA como biomarcadores de 

diagnóstico para câncer de pulmão (Xiao et al., 2005; Polanski & Anderson, 2007) 

(Tabela 1).  

 
Tabela 1 - Lista de marcadores diagnóstico para o câncer aprovados pela FDA 
 

MARCADOR NEOPLASIA REFERÊNCIA 

CEA Efusão pleural maligna Li et al., 2003 

CEA Câncer peritoneal disseminado Yamamoto et al., 2004 

Her-2/Neu Câncer de mama estágio IV Cook et al., 2001 

Antígeno tumoral da bexiga Câncer urotelial Mian et al., 2000 

Tireoglobulina Câncer da tireóide metástatico Lima et al., 2002 

Alfa-fetoproteína Carcinoma hepatocelular De Massi et al., 2005 

PSA Câncer de próstata Gann et al., 1995 

CA 125 
Carcinoma pulmonar de células 

não pequenas 

Dabrowska et al., 2004 

CA 19,9 Câncer pancreático Yamaguchi et al., 2004 

CA 15,3 Câncer de mama Ciambellotti et al., 1995 

Prolactina, osteopontina, 

leptina, IGF-II 
Câncer de ovário Mor et al., 2005 

CD98, fascin, 14-3-3 eta, 

sPIgR 
Câncer de pulmão Xiao et al., 2005 

Fonte: Adaptado de Polanski & Anderson, 2007. 
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Tabela 2 – Potenciais biomarcadores para o câncer de pulmão identificados por MS. 

Fonte: Adaptado de Indovina et al., 2012. 
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Tabela 3 – Potenciais biomarcadores para o câncer de próstata identificados por MS. 

Fonte: Shishkin et al., 2010; Jayapalan et al., 2012 
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Segundo a “American Society of Clinical Oncology (ASCO)”, órgão 

regulador do uso de marcadores tumorais para o câncer de mama, uma série de 

proteínas candidatas vem sendo identificadas pela proteômica baseada na MS 

(Haris et al., 2007) a partir do sangue, do fluido obtido a partir de aspiração da 

mama e do tecido tumoral (Qin & Ling, 2012). Alguns exemplos de marcadores 

para esta neoplasia que se apresenta como a mais frequente no sexo feminino 

podem ser observados na tabela 4. Potenciais biomarcadores identificados por 

ferramentas proteômicas baseadas na MS para outras neoplasias malignas 

humanas estão sumarizadas na tabela 5. 

 

Tabela 4 – Potenciais biomarcadores identificados por MS para o câncer de mama. 

 
Fonte: Qin & Ling, 2012. 
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Tabela 5 - Potenciais biomarcadores identificados por MS para outras neoplasias malignas 

 

Fonte: Giusti et al., 2012; Sharma et al., 2012; Zhou et al., 2012. 
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2.11. Potenciais biomarcadores para os cânceres de cabeça e pescoço 

identificados pela proteômica baseada na espectrometria de massas 

 

O câncer de cabeça e pescoço (CCP) é uma das neoplasias com maior 

morbidade para os seres humanos e está associado a um pobre prognóstico e a 

qualidade de vida seriamente comprometida (Matta et al., 2009). Estudos de 

biomarcadores individuais incluindo p16, p53, Bcl-2, ciclina D1 (CCND1), Cox-2, 

receptores de tirosina-quinase tais como, o receptor do fator de crescimento 

epidérmico (EGFR) e fator de crescimento vascular endotelial (VEGF); 

metaloproteinases de matriz (MMPs) e marcadores de instabilidade genômica têm 

demonstrado resultados inconsistentes e por vezes contraditórias (Brinkman & 

Wong, 2006; Deshpande & Wong, 2008; Molinolo et al., 2009). Apesar do uso do 

EGFR como alvo terapêutico, os benefícios na sobrevida de pacientes com 

tumores localmente avançados ainda se mantêm modestos. Entretanto, estes 

biomarcadores são os que mais têm se destacado no manejo de pacientes com 

CCE de cabeça e pescoço.  Neste cenário, a MS tem emergido como a ferramenta 

proteômica mais poderosa para identificação de potenciais biomarcadores bem 

como para a compreensão de mecanismos moleculares também para o CCP e 

diversos métodos vêm sendo empregados com alto rendimento e resultados 

promissores (Schaaij-Visser et al., 2010; Al-Tarawneh et al., 2011).  Além disso, 

inúmeras proteínas diferencialmente expressas no CCP, incluindo o CEC oral, já 

foram identificadas por MS, através de análises in vitro com linhagens celulares 

tumorais e de queratinócitos humanos orais normais e/ou através de análises in 

vivo a partir de tecido, saliva e sangue (Matta et al., 2009; Schaaij-Visser et al., 

2010; Al-Tarawneh et al., 2011) (Tabela 6). Entretanto, cabe salientar que 

nenhuma dessas moléculas ainda é usada rotineiramente na prática clínica. 
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Tabela 6 - Potenciais biomarcadores para o CCP identificados por MS. 
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Fonte: Adaptado de Matta et al., 2009. 

 

2.12. A complexidade do CEC oral e a importância da proteômica clínica 

         

O CEC oral é o CCP mais prevalente e apresenta uma grande 

heterogeneidade celular e molecular no qual um grande número de genes e 

produtos proteicos estão potencialmente envolvidos na carcinogênese oral (Shah 

et al., 2011). A carcinogênese oral por sua vez é um processo multifatorial com 

várias etapas modulado por fatores ambientais e genéticos no qual diferentes 

mecanismos estão envolvidos na progressão da aquisição de mutações (Saawarn 

et al., 2011) e relacionados com a autonomia na aquisição da sinalização de 

crescimento (oncogenes), inibição de sinais de crescimento (genes supressores 

de tumor), fuga da apoptose, imortalização celular, angiogênese e, finalmente, 
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invasão e metástase estão presentes simultaneamente (Simionescu et al., 2008; 

Pérez-Sayáns et al., 2009). Portanto, existe a associação entre diferentes genes, 

seus produtos proteicos e o CEC oral no qual muitos destes genes já foram 

previamente descritos na literatura enquanto outros apresentam funções 

biológicas desconhecidas e precisam ser estudados (Pérez-Sayáns et al., 2009). 

A atividade do ciclo celular e a proliferação de células tumorais malignas 

envolvem a perda dos mecanismos de controle que garantem o funcionamento 

celular normal (Todd et al., 2002; Saawarn et al., 2011) e uma série de estudos 

que têm investigado a expressão de algumas proteínas envolvidas nestes 

mecanismos biomoleculares demonstram a identificação de potenciais 

biomarcadores para o diagnóstico e prognóstico do CEC oral (Dragomir et al., 

2012). Entre os mecanismos envolvidos na patogênese e progressão do CEC 

aqueles que regulam a transição do ciclo celular da fase G1 para S têm sido 

estudados com maiores detalhes (Bradley et al., 2006; Dragomir et al., 2012). As 

proteínas p53 e p16 são proteínas que controlam o ciclo celular sendo 

responsáveis pela retirada e apoptose de células mutadas e também pela pausa 

na proliferação através da manutenção do estado hipofosforilado da proteína 

retinoblastoma (Rb) (Dragomir et al., 2012). Mutações no gene p53 têm sido 

encontradas em mais de 50% dos CEC de cabeça e pescoço (Brennan et al., 

1995) e superexpressão de p53 está presente em mais ou 65% destas lesões 

(Nadal et al., 1995). Entretanto, atualmente não existe um consenso sobre a 

ocorrência e valor prognóstico da expressão aberrante dessa proteína (Kato et al., 

2008; Abrahao et al., 2011). As proteínas quinases dependentes de ciclina (CDKs) 

e a proteína ciclina D1 (CCND1) também são bastante relevantes na carcinogêse 

do CEC de cabeça e pescoço como um todo (Nadal & Cardesa, 2003; Saawarn et 

al., 2011), pois estímulos mitogênicos e fatores de crescimento determinam a 

ativação da ciclina D que, por sua vez, ativa a CDK4 e a CDK6 resultando na 

fosforilação da proteína Rb que libera um fator de transcrição garantindo assim a 

proliferação celular (Nilsson et al., 2004). Além disso, a superexpressão de 

CCND1 já foi associada com pobre prognóstico no CEC oral (Marsit et al., 2008, 
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Sathyan et al., 2008; Zhou et al., 2009). Portanto, o acúmulo e a cooperação entre 

inúmeras proteínas são necessários antes que a célula afetada expresse um 

fenótipo francamente maligno (Henriksson et al., 2006). Para isso, as modernas 

abordagens da proteômica associada à MS têm sido amplamente utilizadas para 

descoberta de proteínas diferencialmente expressas no CEC oral em comparação 

ao tecido normal (Schaaij-Visser et al., 2010). 

Entretanto, o mais relevante não é a identificação de proteínas 

isoladamente, mas a identificação de alterações em um conjunto de proteínas que 

podem contribuir para traçar um perfil de expressão protéica específico alterado 

nesta neoplasia (do inglês “protein expression signature”) podendo servir como um 

indicador do processo de carcinogênese (Schaaij-Visser et al., 2010, Borrebaeck, 

2012) de forma a extrapolar do campo da proteômica voltada somente para a 

ciência para o campo da proteômica voltada para a clínica. 
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3. PROPOSIÇÃO  

 

3.1. Proposição geral 

 

Identificar potenciais biomarcadores tumorais para o CEC oral que possam 

futuramente ser auxiliares no diagnóstico, prognóstico e tratamento dessa doença. 

 

3.2. Proposições específicas 

 

3.2.1. Comparar o perfil do proteoma encontrado em amostras teciduais de 

pacientes com CEC com amostras controle de tecido da mucosa oral normal. 

 

3.2.2. Buscar por processos biológicos e vias que tais marcadores possam estar 

relacionados entre si e com o processo de oncogênese do CEC oral através da 

utilização de ferramentas de bioinformática. 

  



 

32 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

33 
 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa e TCLE 

 

Todos os experimentos deste estudo foram realizados de acordo com 

as normas referentes à ética em pesquisa envolvendo seres humanos deliberada 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba – 

FOP/UNICAMP através do projeto “Análise da Expressão de Proteínas e 

Peptídeos em Carcinomas Orais de Células Escamosas” (processo 090/2011; 

anexo I). Todos os pacientes submetidos a este estudo concordaram e assinaram 

o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). 

 

4.2. Coletas das amostras teciduais 

 

Fragmentos teciduais medindo entre 0,3 e 0,5 cm foram obtidos 

juntamente com espécimes de biópsia incisional de CEC oral de diferentes sítios 

da cavidade oral de 10 pacientes atendidos no Orocentro da FOP-UNICAMP. 

Como controles foram coletados fragmentos de mucosa oral clinicamente normal 

medindo entre 0,3 e 0,5 cm da mesma amostra de pacientes com CEC. Estas 

amostras teciduais (10 de CEC e 10 de mucosa oral normal) foram utilizadas para 

análise por MS. Após a coleta do tecido, foi realizada a lavagem do fragmento com 

solução salina tamponada com fosfato pH 7,4 1X (PBS 1X) seguida pelo 

congelamento imediato em criotubos (NUNC) previamente identificados a -80ºC. 

Espécimes teciduais representativas e evitando áreas de necrose de todos os 

pacientes com CEC oral foram também fixadas em formalina 10% e processadas 

para análise histopatológica com coloração de hematoxilina e eosina e 

classificadas pelo sistema proposto pela OMS em 2005 (Figura 5). 
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4.3. Seleção de amostras do arquivo  

 

Para validação por imuno-histoquímica (IHQ), foram selecionados do 

arquivo da Patologia da FOP-UNICAMP 11 blocos de amostras teciduais 

parafinizadas de pacientes com diagnóstico prévio de CEC oral e para os 

controles 11 blocos de amostras parafinizadas de mucosa oral normal. 

 

 

Figura 5 - Imagens histológicas representativas da amostra de pacientes do estudo. CEC 

oral bem diferenciado (A), moderadamente diferenciado (B) e pobremente diferenciado (C)  

(H & E, aumento original 100x, Microscópio Modelo DMR, Leica). 
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4.4. Perfil da amostra de pacientes com CEC oral 

 

O perfil clínicopatológico dos 21 pacientes com CEC oral com amostras 

teciduais utilizadas neste estudo está sumarizado na tabela 7. 

 

4.5. Preparo das amostras teciduais e corte congelado 

 

A inclusão dos 10 pares de amostras teciduais de CEC oral e mucosa 

oral normal previamente congelados a -80º C foi realizada através da utilização do 

Tissue Tek O.C.T. Compound (Optimal Cutting Temperature) (Sakura) e 

criomoldes de plástico até a cobertura completa da amostra para posterior corte. 

Todo preparo foi realizado em ambiente climatizado com temperatura por volta de 

18º C e as amostras foram mantidas em isopor com gelo seco a -78º C durante 

todo o processo de inclusão. Após, cortes de 8 µm de espessura foram realizados 

em um criostato portátil (Leica Microsystem) a -20º C disponibilizado gentilmente 

pela professora Juliana Trindade Clemente Napimoga do Departamento de 

Ciências Fisiológicas da FOP/UNICAMP. Lâminas de vidro com membrana 

plástica para o sistema Arcturus de ML (Arcturus PEN Membrane Glass Slides) 

(Life Technologies) foram empregadas para montagem dos cortes. Todas as 

lâminas foram imediatamente estocadas em uma caixa plástica a -80º C.  
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Tabela 7 - Características clínicopatológicas da amostra de pacientes com CEC oral. 

PARÂMETRO PACIENTES 

 Número % 

Idade   

Média Desvio Padrão: 61,2 ± 0,74 anos 

Variação: 36-89 anos 

Gênero   

Masculino 17 81 

Feminino 4 19 

Hábito de Fumar   

Sim 13 61,9 

Não 2 9,5 

Ex-fumante 6 28,6 

Hábito de Beber   

Sim 10 47,6 

Não 8 38,1 

Ex-etilista 3 14,3 

Localização   

Língua 10 47,6 

Rebordo Alveolar 5 23,8 

Palato mole 3 14,3 

Assoalho bucal 3 14,3 

Diferenciação Histopatológica   

Bem diferenciado 5 23,8 

Moderadamente diferenciado 12 57,1 

Pobremente diferenciado 4 19,1 

 

4.6. Preparo das lâminas para microdissecção a laser 

  

As lâminas com os cortes montados dos 10 pares de amostras teciduais 

de CEC oral e mucosa oral normal armazenadas a -80º C foram mantidas por 30 

segundos a temperatura ambiente climatizada de 18º C e posteriormente foram 

submetidas à coloração em tubos plásticos cônicos de 50 ml (Corning Costar, 

E.U.A.) através da sequência de etanol (Merck) 75% por 2 minutos, seguida por 
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lavagem com água deionizada (Millipore Corporation) por 30 segundos e posterior 

coloração com hematoxilina de Mayer por 40 segundos, lavagem com água 

deionizada por 30 segundos e coloração imediata com eosina seguida de mais 

uma lavagem final. Após, foi realizada a desidratação com a sequência de etanol 

75% por 1 minuto, etanol 95% por 30 segundos, etanol 100% por 30 segundos e 

ao final xilol (Merck) por 5 minutos. Posteriomente, as lâminas foram secas por 5 

minutos e seguiram imediatamente para o microscópio de microdissecção a laser 

(MML).      

  

4.7. Microdissecção a laser das amostras teciduais 

            

As lâminas coradas foram microdissecadas no MML ArcturusXT™ (Life 

Technologies) gentilmente cedido pelo professor Francisco Humberto Nociti Júnior 

do Departamento de Prótese e Periodontia da FOP/UNICAMP. Os parâmetros 

padronizados e usados para tais amostras de tecido fresco foram os seguintes: 

potência entre 55-80 mW, tamanho de laser ultravioleta (UV) entre 50-60 µm, 

duração do laser UV entre 15-25 ms, velocidade do laser UV entre 200-526 

µm/seg e área microdissecada de interesse padronizada em torno de 9000 µm2. 

As áreas microdissecadas corresponderam, respectivamente, ao tecido epitelial 

pavimentoso estratificado não-ceratinizado e ceratinizado das amostras de 

mucosa oral normal (Figura 6) e ao epitélio neoplásico, bem como as ilhas 

epiteliais neoplásicas invasivas presentes no tecido conjuntivo (Figura 7). Estas 

foram excisadas pelo feixe de laser UV e capturadas pelo feixe de laser 

infravermelho (IR) no qual a população celular epitelial de interesse foi aderida a 

película plástica dos CAPs do sistema ArcturusXT™ (CapSure Macro LCM Caps) 

(Life Technologies), obtendo-se ao final um CAP para cada amostra (total de 20 

CAPs) armazenados a -80º C para serem posteriormente analisados por MS. 
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Figura 6 – Microdissecção a laser do epitélio oral normal, respectivamente, a lâmina antes 

da microdissecção (A) e depois da microdissecção (B). Em B, note a presença somente do 

remanescente de tecido conjuntivo (aumento original: 2x). Em (C) e (D) observe o CAP com 

tecido epitelial microdissecado (C) e (D) (H & E, aumento original: 2x MML, Arcturus). 
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Figura 7 – Microdissecção a laser do tecido tumoral (CEC oral), respectivamente, a lâmina 

antes da microdissecção com a presença das ilhas de epitélio neoplásico invadindo o tecido 

conjuntivo (A) e a lâmina depois da microdissecção (B). Note em B a presença somente do 

tecido conjuntivo remanescente. Em C e D observe o CAP com epitélio neoplásico 

microdissecado (H&E, aumento original: 2x, MML, Arcturus). 

 

4.8. Preparação das amostras teciduais para MS 

                  

Os 20 CAPs com 9000 µm2 de tecido epitelial microdissecado acoplados 

a tubos plásticos de 500 µl (Eppendorf) foram tratados com uréia (Sigma) na 

concentração final 1,6 M seguido pela redução com ditiotreitol (Sigma) a 5 mM por 

25 minutos a 56°C, alquilação com iodoacetamida (Fluka) a 14 mM por 30 minutos 

a temperatura ambiente protegido da luz e digestão com tripsina (Promega) por 16 

horas a 37ºC (proporção enzima:substrato, 1:50). A reação foi parada com ácido 

fórmico (Tedia) a 0,4% e as amostras secas em um concentrador a vácuo modelo 

SPD 1010 speedvac system (ThermoSavant). As amostras foram armazenadas a -
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20ºC para posterior análise no espectrômetro de massas. 

  

4.9. Análise por cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas 

em tandem (LC-MS/MS) 

 

As amostras foram ressuspendidas em 20 µl de ácido fórmico a 0,1% e 

4,5 µl foram analisadas no espectrômetro de massas LTQ Velos Orbitrap (Thermo 

Fisher Scientific) conectado ao sistema de cromatografia líquida EASY-nLC 

(Proxeon Biosystem) através da fonte de nanoeletrospray (Proxeon). Os peptídeos 

foram separados por um gradiente de acetonitrila de 2-90% em ácido fórmico a 

0,1% com uma pré-coluna-coluna EASY (2 cm x 100 µm id e de 5 µm de tamanho 

de partícula) e uma coluna analítica PicoFrit (20 cm x 75 µm id e de 5 µm de 

tamanho de partícula) (New Objective), a um fluxo de 300 nl/min durante 200 

minutos. A tensão do nanoeletrospray foi ajustado para 2.1 kV e a temperatura da 

fonte foi de 275° C. Todos os métodos de instrumento para o Orbitrap Velos LTQ 

foram realizados no modo de aquisição de análise dependente dos dados. A 

resolução no Orbitrap foi definida para r=60.000 e os 20 íons de peptídeos mais 

intensos com carga ≥ 2 foram sequencialmente isolados e fragmentados por 

dissociação induzida por colisão (CID) (normalizada de 35%). A exclusão dinâmica 

foi habilitada com uma lista de exclusão de 500 peptídeos, duração da exclusão 

de 60 segundos e contagem de repetição de 1. Uma ativação de q=0,25 e tempo 

de ativação de 10 ms foram utilizados. 

 

4.10. Análise dos dados brutos 

            

Listas de picos (msf) foram gerados a partir dos arquivos de dados 

usando o software Discoverer Proteome versão 1.3 (Thermo Fisher Scientific) com 

o algoritmo do Sequest e comparados com Banco de Dados International Protein 

Index (IPI) versão 3.86 (91522 sequências; 36.630.302 resíduos) com 

carbamidometilação como modificação fixa, modificação de metionina como 
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modificação variável, uma clivagem perdida de tripsina e uma tolerância de 10 

ppm para o precursor e de 1 Da para fragmentos. Os dados foram analisados no 

ScaffoldQ+ v.3.4.5 com os parâmetros ajustados para se obter uma taxa de falso-

positivos menor que 1%. A identificação das proteínas foi realizada através da 

contagem dos espectros totais dos peptídeos normalizados pelo valor quantitativo 

do Scaffold (Didangelos et al., 2011, Aragão et al., 2012). 

 

4.11. Análise estatística e bioinformática 

 

A partir dos dados das contagens espectrais normalizados no Scaffold, 

proteínas diferencialmente expressas entre as amostras de CEC oral e de mucosa 

oral normal foram definidas pela razão maior que 1,5 e valor de p <0,05 segundo o 

teste t Student. A razão foi calculada a partir das médias das contagens dos 

espectros somados ao valor de 1 e normalizados pelo valor quantitativo para o 

CEC (n=10) e para mucosa oral normal (n=10).  

Os mesmos dados das contagens espectrais normalizadas pelo Scaffold 

foram utilizados para análise multivariada supervisionada por PLS-DA (Partial 

Least Squares Discriminant Analysis) na plataforma MetaboAnalyst (Xia et al., 

2009). Para esta análise, os dados foram normalizados por autoescalonamento, 

cujo propósito é permitir que todas as variáveis possam exercer influências 

equitativas nos resultados além de torná-las adimensionais. O modelo de PLS-DA 

teve seus coeficientes de calibração (rCal) e validação (rval) determinados com 

precisão. As proteínas com o maior índice VIP (Variável de Importância em 

Projeção) foram consideradas proteínas marcadoras de classe (CEC ou mucosa 

oral normal) e potenciais biomarcadores para esta análise. 

Como complementar a esse modelo, um modelo SVM (Support Vector 

Machine) também foi construído a partir da contagem espectrais das proteínas 

normalizadas pelo Scaffold com o mesmo objetivo de segregar proteínas para as 

duas classes (CEC e mucosa oral normal) através de uma abordagem "um contra 

um". Para isso, o conjunto de dados foi dimensionado de -1 a 1, a fim de eliminar a 
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influência de dimensão variável. A análise multivariada por SVM foi processada 

em MATLAB R2009a (MathWorks Inc., Natick, MA) utilizando a caixa de 

ferramentas LIBSVM). O algoritmo c-svc, do pacote "libsvm" do matlab v.7.4.1, foi 

aplicado, sendo C e γ parâmetros otimizados após uma rede de busca. O modelo 

foi validado pela validação cruzada e sua qualidade acessada pela acurácia na 

classificação das amostras, sendo selecionadas as variáveis com as maiores 

contribuições na construção do melhor modelo de classificação. Cada uma destas 

variáveis selecionadas, que correspondem às proteínas identificadas, foi 

associada a uma das duas classes (CEC ou mucosa oral normal) e consideradas, 

portanto como classificadores.  

Para obtenção de uma visão gráfica global dos potenciais 

biomarcadores para o CEC oral um Heat Map foi construído associando as 

proteínas com expressão diferenciada e identificadas, respectivamente, pelo teste 

t Student p <0,05 e pela razão>1,5 e pelas análises multivariadas por PLS-DA e 

SVM. O Heat map foi construído na plataforma quimiométrica do software 

MetaboAnalyst 2,0 usando Pearson como medida de distância. Todos os valores 

foram então transformados pelo Z score, considerando-se as contagens espectrais 

de cada proteína em diferentes amostras teciduais. 

Para explorar as redes biológicas de interação, as proteínas 

diferencialmente expressas com p <0,05 segundo teste t Student e razão >1,5 e 

as identificadas pelas análises multivariadas por PLS-DA e SVM foram submetidas 

à análise no software Ingenuity (IPA) (Ingenuity Systems, Redwood City, CA). Esta 

análise foi realizada a partir de um arquivo de texto baseado no número de acesso 

(IPI das proteínas) e redes biológicas foram geradas a partir das interações entre 

os genes mapeados. Além disso, a análise funcional das redes foi realizada para 

identificar as funções biológicas que foram mais significativas para os genes da 

rede. 

Como análise complementar ao Ingenuity, as proteínas identicadas pelo 

teste t Student p <0,05 e razão >1,5 e por PLS-DA e SVM foram submetidas a 

uma análise de processos biológicos e vias enriquecidas utilizando a ferramenta 
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de Classificação Funcional DAVID alimentados pelo GO e KEGG. Foram 

considerados significativos para essa análise somente as vias e processos 

biológicos com valor de p<0,05.  

 

4.12. Validação  

 

4.12.1. Cultura de células 

 

As linhagens celulares SCC-4, SCC-9, SCC-15, SCC-25, HSC3, HaCat 

(Figura 8)  e HGK foram utilizadas neste trabalho. As linhagem SCC-4 (CRL-

1623), SCC-9 (CRL-1629), SCC15 (CRL-1623), SCC-25 (CRL-1628) são 

derivadas de CEC oral e comercializadas pela American Type Culture Collection 

(ATCC, Manassas VA, EUA), enquanto a linhagem HSC3 (JRCB 0623) também 

derivada de CCE da cavidade bucal é comercializada pelo Japan Health Science 

Research Resources Bank. A linhagem HaCat formada por queratinócitos 

humanos normais imortalizados, mas não transformados oriundos da pele 

(Boukamp  et al., 1988) foi  gentilmente  cedida  pelo  Dr. André  Vettore  (Instituto  

Ludwig de Pesquisa sobre o Câncer, São Paulo-SP) e a linhagem de 

queratinócitos Normal Human Gengival Keratinocyte (HGK) isolada de tecidos de 

biópsias gengivais (Salo et al., 1991; Makela et al., 1994; Makela et al., 1999) foi 

gentimente cedida pela Dra. Tuula Salo (Institute of Dentistry, Oulu-Finlândia). 

As linhagens SCC-4, SCC-9, SCC-15 e SCC-25 foram cultivadas em 

meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium e Ham's F-12 Nutrient 

Mixture (DMEM/F12) (Invitrogen) suplementada com 10% de soro fetal bovino 

(FBS, Cultilab), 0,4 µg/ml de hidrocortisona (succinato sódico de hidrocortisona-

Eurofarma) e solução antibiótica/antimicótica (Invitrogen) na diluição de 1:100. A 

linhagem HSC3 foi cultivada em DMEM/F-12, suplementado com 10% de FBS, 0,4 

µg/ml hidrocortisona, solução antibiótica/antimicótica na diluição de 1:100 e 

enriquecida com 0,05 µg/ml de ácido ascórbico. A linhagem HGK foi cultivada em 

meio de cultura keratinocyte growth medium (KGM) (Clonetics Corporation, San 
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Diego, CA), livre de cálcio e soro, e suplementado com fator de crescimento 

epidérmico, hidrocortisona, insulina, extrato pituitário bovino, 200 IU/ml penicilina, 

50 pg/ml gentamicina e 2,5 pg/ml (Fungizone; Clonetics Corporation). Por sua vez, 

a linhagem HaCat foi cultivada com Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 

suplementado com 10% de FBS, 0,4 µg/ml hidrocortisona e solução 

antibiótica/antimicótica na diluição de 1:100. Todas as linhagens foram cultivadas 

em frascos plásticos (Corning) de 25, 75 e 100 cm2 a 37°C em atmosfera 

contendo 5% CO2 e 95% de umidade. As células foram subcultivadas quando 

atingiam uma confluência de 60 a 70% e o meio de cultura foi trocado a cada 48 h. 

As linhagens SCC-4, SCC-9, SCC-15, SCC-25, HSC3, HaCat e HGK foram 

utilizadas para avaliação da expressão gênica do fator eucariótico de elongação 

delta 1 (EEF1D) por reação em cadeia da polimerase em tempo real (qRT-PCR) e 

para detecção da proteína EEF1D por Western Blot (WB).  
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Figura 8 - Aspecto morfológico das linhagens celulares SCC-4 (A), SCC-9 (B), SCC-15 (C), 

SCC-25, (D), HSC3 (E) e HaCat (F) em culturas subconfluentes, observadas em microscopia 

de contraste de fase (aumento original: 100x).  
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4.12.2. Modelo animal 

 

Foram utilizadas para validação por WB da proteína EEF1D, amostras 

tumorais da mucosa oral da língua de camundongos BALB/c Nude tumor este 

desenvolvido a partir do modelo ortotópico murino após 20 dias de implantação de 

células SCC-9 na borda lateral direita da língua do animal (Figura 9). O tecido 

controle foi obtido a partir do mesmo modelo após a implantação de queratinócitos 

normais da linhagem HaCat. A aprovação junto a Comissão de Ética no Uso de 

Animais - CEUA/UNICAMP foi obtida através do projeto intitulado ‘’Análise de 

proteínas e peptídeos em carcinoma oral de células escamosas utilizando modelo 

experimental para o desenvolvimento de tumores em animais” (Processo 2291-1; 

anexo II). 

 

 

Figura 9 – Tumor desenvolvido na cavidade oral do camundongo BALB/c Nude após injeção 

de células SCC-9. (A) Amostra do tumor dissecada. (B) Aspecto histológico do carcinoma de 

células escamosas. Note o desenvolvimento do tumor no interior do tecido conjuntivo (H&E, 

aumento original: 4x, Granato et al., 2013 submetido). 
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4.12.3. Avaliação da expressão gênica por Reação em Cadeia da Polimerase 

em Tempo Real após Transcrição Reversa (qRT-PCR)  

  

4.12.3.1. Extração de RNA total   

 

A técnica de isotiocianato de guanidina foi usada para extração do RNA 

total das linhagens celulares de SCC-4, SCC-9, SCC-15, SCC-25, HSC3 e HGK 

(Chomczinski & Sacchi, 1987). O valor correspondente a 1.000.000 de células 

plaqueadas em frasco plástico de 100 cm2 foi coletado por 48h e lavado com PBS 

1x gelado e 1 ml do reagente Trizol (Invitrogen) foi adicionado e  mantido  por  5  

minutos  em  temperatura  ambiente.  Após adição de 0,2 ml de clorofórmio 

(Merck) para cada tubo, uma agitação vigorosa por 15 s foi realizada. Em seguida, 

os tubos foram centrifugados por 15 min a 10.200 rpm (centrífuga modelo 5417R, 

Eppendorf) a temperatura de 4°C. A fase aquosa da solução foi transferida para 

tubos novos e 0,5 ml de álcool isopropílico (Merck) foi adicionado para 

precipitação do RNA. Esta mistura foi homogeneizada, incubada em temperatura 

ambiente por 10 min e centrifugada a 10.200 rpm a 4°C por 10 min. Após 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o precipitado de RNA foi lavado 

com 1 ml  de  etanol a 75% (Merck). Após nova centrifugação a 8.400 rpm a 4°C 

por 5 min, o precipitado foi seco, ressuspendido em água livre de DNases e de 

RNases (Invitrogen) e estocados a temperatura de -80°C até o momento de sua 

utilização.  

 

4.12.3.2. Análise da Concentração e Integridade do RNA 

 

Alíquotas de 1µl foram estocadas a -80ºC para determinação da 

concentração do RNA das linhagens celulares por espectrofotometria com 

comprimento de onda de 260 e 280 nm (NanoDropTM 2000c, Thermo Scientific), 

usando-se o fator de correção próprio para o RNA. A razão entre as medidas 

espectrofotométricas a 260 e 280 nm nos forneceu uma estimativa da qualidade 
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da extração do RNA total extraído de cada amostra. Somente foram utilizadas as 

amostras com razão entre 1,8 e 2,0. Após a extração dos RNAs totais, a 

integridade dos mesmos foi avaliada pela presença das bandas correspondentes 

aos RNAs ribossomais 28S e 18S, após eletroforese de 2 µg de em gel de 

agarose a 1,2% contendo 1,8 ml de formaldeído na concentração de 37% e 

corado com 10 mg/ml de brometo de etídeo (Invitrogen). Após a separação 

eletroforética a 70 V por 2 h, o gel foi documentado com o sistema Kodak Digital 

ScienceTM equipado  com  a  câmera  digital  DC40 (Eastman  Kodak Co.) (Figura 

10). 

 

            

Figura 10 - Gel analítico de agarose do RNA total isolado a partir das linhagens celulares. 

 

4.12.3.3. Síntese dos cDNAs 

 

Previamente à síntese dos cDNAs, 2 µg de RNA total de cada amostras 

foram incubados com 1U (unidade) da enzima desoxirribonuclease I (DNase I, 

Amp Grade, Invitrogen) por 10  min  em  temperatura  ambiente  para  eliminação  

de possíveis contaminações com DNA genômico. A inibição da DNase foi 

realizada pela adição de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 25 mM e pH 

28S 

            

18S 
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8 (Invitrogen) sob aquecimento a 65°C por 10 min. A síntese dos cDNAs a partir 

de 2g de RNA total foram reversamente transcritos em reações com volume final 

de 21l e realizada em 3 etapas. Na primeira etapa, foi adicionado 0,5g de 

primers oligo-dT (Invitrogen) e uma mistura contendo 0,5mM de cada 

desoxinucleotídeo trifosfato (dNTP) (Invitrogen). Após incubação por 5 minutos a 

65°C e resfriamento das amostras em gelo, foi adicionado 5x tampão de síntese 

(TRIS-HCl 250 mM pH 8,3; KCl 375 mM; MgCl 215 mM) (Invitrogen), ditiotreitol 

(DTT) a 0,1M e 40 U/l da enzima RNaseOUT (Invitrogen) por 2 minutos a 42ºC. 

Na última etapa, foram adicionadas 200 U/l da enzima Superscript II RT 

(Invitrogen) e a mistura incubada por 50 min a 42°C e por 15 min a 70°C. Os  

cDNAs foram armazenados a -20ºC. 

 

4.12.3.4. Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qRT-PCR)  

 

As reações de qRT-PCR foram realizadas no equipamento Step One 

Plus™ (Applied  Biosystems, Foster City, CA, E.U.A.) utilizando-se o 

SYBR®Green PCR Master Mix (Sigma). Os primers (Tabela 8) utilizados para 

quantificar os níveis de RNAs mensageiros para EEF1D foram delineados a partir 

das sequências dos respectivos RNAs mensageiros provenientes do GenBank 

(NCBI – National Center for Biotechnology Information - NIH, E.U.A. -  

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/), com o auxílio do programa Primer Express® 

software for Real Time PCR version 3.0 (Applied  Biosystems). Os transcritos para 

EEF1D e para o gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foram 

amplificados em reações de 25 μl contendo 5 μl de cada cDNA diluído em água 

DNAse/RNAse free na proporção de 1:5, 12,5 μl de SYBR Green JumpStart™Taq  

ReadyMix™, 2 μl da mistura dos primers a 0,4 μM (Forward e Reverse para cada 

gene) e 5,5 μl de H2O DNase e RNase free (Invitrogen). As condições das 

reações de PCR foram: 95°C por 10 min seguidos de 40 ciclos de 95°C por 20 s e 

60°C por 1 min e 1 ciclo de 95°C por 15s, 60°C por 1 min e 95°C por 15 s. Para 

normalização dos resultados, utilizamos os transcritos para GAPDH e para análise 
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da expressão gênica foi realizado o método da curva padrão. A expressão 

diferencial dos transcritos alvo foi determinada pelo método da quantificação 

relativa das linhagens de câncer em relação a linhagem controle de queratinócito 

normal corrigidas pelo gene referência GAPDH. Calculou-se a expressão gênica 

por equação matemática, que analisa individualmente as eficiências de 

amplificação de cada gene (SDS version 2.0, Applied Biosystems). 

 

Tabela 8 - Sequências dos primers para a amplificação dos transcritos de EEF1D e GAPDH. 

Descrição Sequência 

Código no 

Genbank 

EEF1D Forward                        5'-AGCTCGTCGTCCGGATTG-3'                  NM_ 032378.4 

EEF1D Reverse                         5'-GTACCACGCCACGCAGACT-3' 

GAPDH Forward                      5'- GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC-3'         NM_ 002046.4 

GAPDH Reverse                       5'- CAGAGTTAAAAGCAGCCCTGGT-3' 

 

4.12.4. Western Blot   

        

Extratos proteicos das linhagens celulares previamente descritas e de 

amostras teciduais obtidas a partir de modelo animal foram preparados para 

validação da proteína EEF1D. Após a tripsinização de 2.000.000 de células de 

cada linhagem celular cultivadas em um frasco plástico de 100 cm2 por 48 horas, o 

pellet foi homogeneizado em 80 µl de tampão de lise (ANITA Buffer + inibidores de 

proteases) contendo 10% de sacarose, 1% de Triton X-100, 20 mM de Tris-HCl 

(pH 8,0), 137 mM de NaCL, 10% de glicerol, 2 mM de EDTA, 10 mM de NaF, 1 

mM de Na3VO4 e Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche), no gelo 

por 30 min, sendo homogeneizados a cada 10 min. Após este período, o material 
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foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 min a 4°C e os sobrenadantes coletados, 

sendo alíquotas de 2 µl de cada extrato protéico separadas para a dosagem da 

concentração de proteínas. Todos os extratos protéicos foram imediatamente 

congelados em gelo seco e estocados a -80°C, onde foram mantidos até o 

momento do uso. A dosagem das concentrações de proteína total das amostras 

foram realizadas pelo método de Bradford de acordo com as instruções do 

fabricante (Bradford Reagent, Sigma) em espectofotômetro com comprimento de 

onda de 595 nm (NanodropTM 2000c, Thermo Scientific). Quantidades de 30 µg 

para reações com o anticorpo anti-EEF1D de proteína total foram separadas 

eletroforeticamente em um gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio a 

12% (SDS-PAGE) com tampão redutor e foram transferidas para membranas de 

nitrocelulose. A análise por Western blot foi realizada de acordo com Burnette 

(1981). As membranas foram bloqueadas por 2 h com leite desnatado 5% em PBS 

contendo 0,1% de Tween-20 e incubadas com o anticorpo primário por 2 h. Os 

anticorpos primários foram: anti-EEF1D (Sigma) (35 kDa, diluição 1:10.000), anti-

β-actina (Sigma) (45 kDa, 1:30.000) e anti-GAPDH (Sigma) (37 kDa,1:30.000). 

Após 3 lavagens  consecutivas  com  solução  de PBS  com  0,01%  de  Tween-

20,  as  membranas  foram  incubadas  com  anticorpos secundários anti-rabbit 

para EEF1D, anti-mouse para β-actina (ambos diluição 1:1000, GE Health Care) e 

anti-rabbit para GAPDH diluição 1:5000 conjugados a peroxidase por 1 h. As 

soluções contendo os anticorpos foram preparadas com solução de 5% leite 

desnatado em PBS. Após uma nova série de lavagens, as membranas foram 

processadas usando o kit de quimioluminescência para Western blot Enhanced 

Chemiluminescent Western blot kit (GE Healthcare) e expostas a películas 

radiográficas extraorais ultra-sensíveis (Ektavision G, Kodak) .  

Para as amostras teciduais do modelo ortotópico, após a coleta estas 

foram homogeneizadas com nitrogênio líquido utilizando almofariz e pilão e as 

proteína teciduais foram separadamente ressuspendidas com 50 ul de tampão de 

extração (8M de ureia, 75 mM de NaCl, 50 mM Tris, pH 8,2, cocktail inibidor de 

protease completo isento de mini-EDTA) (Roche), suplementado com 50 mM NaF, 
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glicerofosfato 50 mM, 1 mM de ortovanadato de sódio, 10 mM pirofosfato de sódio, 

1 mM PMSF) (Villén & Gygi, 2008) e incubado à temperatura ambiente durante 30 

minutos. Após centrifugação a 11.300 rpm (centrífuga modelo 5417R, Eppendorf) 

durante 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi quantificado utilizando o reagente do 

método de Bradford (BioRad) na leitora de microplacas ASYS ExpertPlus 

(Analítica) com comprimento de onda ajustado em 595 nm como descrito por Paes 

Leme et al., 2012. Quantidades de 40 µg para reações com o anticorpo anti-

EEF1D de proteína total foram separadas eletroforeticamente em um gel de 

poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio a 12% (SDS-PAGE) com tampão 

redutor e foram transferidas para membranas de nitrocelulose. A análise por 

Western blot foi realizada de acordo com Burnette (1981) e semelhante à 

realizada para as linhagens celulares.  

 Após secagem, as películas radiográficas foram digitalizadas em 

scanner GS 700 (Bio Rad) para a realização da densitometria óptica das bandas 

utilizando-se o programa Molecular Analyst (Bio Rad). As áreas de pico 

correspondentes foram consideradas como valor da densidade óptica para a 

proteína EEF1D. Área homogênea na mesma altura das bandas foi utilizada como 

fundo para minimizar variações. Todas as bandas tiveram seus valores 

normalizados pelo valor da leitura da banda da proteína normalizadora respectiva 

do grupo. 

 

4.12.5. Imuno-histoquímica 

 

Para as reações imuno-histoquímicas foram realizados cortes de 3 μm 

de espessura dos tecidos incluídos em parafina e colocados sobre lâminas 

previamente tratadas com 3-aminopropil-trietoxi-silano (Sigma Chemical 

Company, EUA). Inicialmente os cortes foram desparafinizados com duas 

seqüências de xilol (Merck) por 10 minutos cada em temperatura ambiente, 

hidratados em solução de concentrações decrescentes de etanol (100%, 90%, 

70% e 50%) (Merck) e, posteriormente, lavados em água corrente por 30 
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segundos. O procedimento para a recuperação antigênica foi realizado através da 

imersão das lâminas em solução de 10 mM ácido cítrico pH 6.0 em panela de 

pressão elétrica durante 15 minutos. Após 30 minutos em temperatura ambiente 

para resfriamento, os cortes foram lavados em água corrente por 5 minutos e a 

atividade da peroxidase endógena foi bloqueada com peróxido de hidrogênio 

(H2O2) 20 volumes em 5 incubações de 5 minutos cada seguido por 2 trocas com 

água destilada e uma troca com 1X wash buffer (Dako). Após, os cortes foram 

incubados por 16 horas a 4ºC com o anticorpo primário anti-EEF1D (diluição 

1:10.000, Sigma) diluido no agente diluente da Dako. No dia seguinte, após 2 

trocas com wash buffer os cortes foram incubados com o sistema LSAB como 

recomendado pelo fabricante (LSAB+System-HRP kit, Dako, Glostrup, Denmark) 

seguido por revelação com solução contendo 0,6 mg/ml de  3,3’ diaminobenzidina 

tetrahidrocloreto (DAB; Sigma), 0,1% de dimetilsulfóxido (DMSO) e 0,1% de H2O2 

por 2 minutos. Ao final, as lâminas foram lavadas em água corrente por 8 minutos, 

contra-coradas com hematoxilina de Harris por 30 segundos, lavadas com água 

corrente por 8 min, desidratadas através de 3 banhos em solução de etanol a 

100%, diafanizadas em xilol com 2 trocas de 10 minutos cada e finalmente 

montadas em Bálsamo do Canadá.  

A intensidade de marcação por pixel para EEF1D foi calculada com 

auxílio do escaneador de lâminas histológicas ScanScope CS (Aperio®). Uma 

área total de 22591 µm2 correspondente as 5 áreas teciduais mais  

representativas (hot spots) foi padronizada para análise das amostras de CEC e 

mucosa oral normal. 

 

4.12.6. Análise estatística 

 

O teste estatístico de ANOVA baseado em Kruskal-Wallis com p ≤0,05 

foi realizado para análise dos resultados da expressão gênica de EEF1D por qRT-

PCR nas linhagens celulares. A razão entre a produção da proteína EEF1D e a 

proteína normalizadora empregada para cada experimento foi realizada para 
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análise dos resultados obtidos por WB para as linhagens celulares e para o tecido 

do modelo ortotópico. O teste de Mann-Whitney com p ≤0,05 foi realizado para 

análise da intensidade de marcação de EEF1D por IHQ. Todos os gráficos foram 

construídos com o auxílio do programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad software 

Inc. EUA). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Análise proteômica baseada em espectrometria de massas associada à 

microdissecção a laser 

5.1.1. Identificação de potenciais biomarcadores para o CEC oral por 

MS 

Neste estudo, foi utilizado o desenho experimental mostrado na Figura 

11 para a preparação das amostras baseado em LC-MS/MS associado a ML 

seguida por análise de bioinformática e validação. Usando ScaffoldQ+, uma lista 

de 2529 proteínas com menos de 1% de taxa de falso-positivos foi gerada e 

destas 107 proteínas mostraram diferença estatisticamente significativa na 

expressão entre as amostras de CEC oral e mucosa oral normal sendo, 

respectivamente, 63 e 44 proteínas com expressão aumentada e diminuída em 

CEC oral (teste t Student, p<0,05 e razão >1,5) (Tabela Suplementar 1, anexo III).  

 

5.1.2. Segregação de potenciais biomarcadores para o CEC oral 

através da análise multivariada por PLS-DA e SVM 

 

Os modelos de análises multivariadas por PLS-DA e SVM foram 

construídos com a finalidade de identificar as proteínas para cada classe (CEC e 

mucosa oral normal). Respectivamente, 40 e 70 potenciais marcadores foram 

classificados pela análise por PLS-DA e por SVM (Tabela Suplementar 2, anexo 

IV). A segregação completa pela análise por PLS-DA para as 40 proteínas VIPs 

entre as 2 classes pode ser observada na figura 12. Na figura 13, é possível 

observar a segregação entre as classes CEC e mucosa oral normal para os 70 
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marcadores indicados pelo SVM. A lista das proteínas segregadas por classe para 

ambos os modelos pode ser visualizado na tabela 9. 
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Figura 11 - Fluxograma de trabalho experimental utilizado para identificação de potenciais 
biomarcadores para o CEC oral. 
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Figura 12- Segregação completa das proteínas por classe segundo a análise por PLS-DA 
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Figura 13 – Segregação quase completa dos marcadores entre as classes CEC e mucosa 

oral normal, exceto pela amostra 20 segundo o modelo SVM. Entretanto, é possível observar 

uma distinção entre os dois grupos de amostras. 
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Tabela 9 – Marcadores de classe segregados pelas análises por PLS-DA e SVM. 

 

PLS-DA 

 

SVM 

-Isoforma 3 espectrina cadeia alfa 

-FLJ53421cDNA,  muito semelhante a Homo 

sapiens, proteínas da família de ligação 

guanilato, membro 6 (GBP6), mRNA 

-Isoforma 1 da 3-hidroxiacil coA desidrogenase 

tipo 2 

-FLJ50378cDNA, altamente semelhante a 

fenilalanina tRNA sintetase cadeia alfa 

-Periplakin 

-Domínio 3 proteína LY6/PLAUR 

-Proteína S100 A14 

-Fosfoglucomutase 2 

-Proteína do choque térmico beta1 

-Alfa 2-macroglobulina semelhante a proteína 1 

-D-3 fosfoglicerato desidrogenase 

-Fator de coagulação XIII A 

-Queratina, tipo 1 citoesqueletal 19 

-Isoforma 1 de queratina, tipo II citoesqueletal 

73 

-Proteína GUCA1B (Fragmento) 

-Proteína quinase, cAMP dependente tipo II, 

alfa, isoforma CRA_b 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

-Queratina, tipo II citosqueletal 2 oral 

-Proteína do choque térmico beta 1 

-ATP sintase subunidade alfa, mitochondrial 

-Proteína S100-A14 

- Transaldolase 

- Proteína vacuolar associada à proteína 35 

- Complexo citocromo b-c1 subunidade 2, 

mitocondrial 

- UDP-glucose 6 desidrogenase 

-60S ribosomal proteína L8 

- Potencial receptor transitório canal catiônico 

subfamília M membro 7 

- Isoforma 4 de Dynein cadeia pesada 

14, axonemal 

- Isoforma 1 da Proteína POF1B 

- D-3-fosfoglicerato desidrogenase 

- Isoforma 2 da desidrogenase aldeído 

graxo 

- Isoforma 1 de 3-hidroxiacil-CoA 

desidrogenase tipo 2 

- Enoil-CoA hdratase, mitocondrial 

- Isoforma 2 da proteína 3 com    

 atividade inibitória, Melanoma 

- Isoforma 2 do canal aniônico voltagem 

dependente seletivo proteína 3 

- Acetil-CoA acetiltransferase, 

mitocondrial 

- Isoforma 1 de ATP de ligação sub-família 

membro 1 

-Proteína Jade 3 

-Prolargin 

-Fator de coagulção XIII cadeia A 

Mucosa Oral Normal 
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- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- Alfa cristalina cadeia B 

- Isoforma 2 da hidroxiacil coenzima A 

desidrogenase, mitocondrial 

- Epóxido hidrolase 1 

- NADH desidrogenase [ubiquinona] 1 alfa 

subcomplexo subunidade 9, mitocondrial 

-cDNA FLJ50378, altamente similar a 

fenilalanina-tRNA sintetase cadeia alfa 

- ATP-dependente RNA helicase DHX8 

-Isoforma 1 do fator de clivagem e 

poliadenilação subunidade 6 

- Insulina enzima de degradação 

- RNA de ligação proteína 3 

-Isoforma 4 de StAR relacionada com a 

tranferência, proteína 13 

- Ras proteína relacionada a Rab-1B 

- Isoforma 1 do fator ativador de plaquetas 

subunidade alfa acetil hidrolase IB subunidade 

alfa 

-24-hidroxicolesterol 7 alfa hidroxilase 

- Isoforma 2 do receptor transitório do canal 

catiônico subfamília V membro 3 

- Isoforma 2 da proteína não caracterizada 

C18orf54 

- Proteína quinase, cAMP dependente, 

regulatória, tipo II, alfa, isoforma CRA_b 

- NADH desidrogenase [ubiquinona] beta 1 

subcomplexo subunidade 4 

- Mitocondrial transportadora homóloga 2 

- Monoglicerídeo lipase isoforma 1 

- Transcricional ativador da proteína Pur-alfa 

- PDZ domínio contend proteína GIPC1 

- Isoforma 1 do fator de crescimento epidérmico 

receptor quinase substrato 8 semelhante a 

proteína 130 
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                  PLS-DA                             CEC Oral 

 

SVM 

-Isoforma 2 filamina A 

-EEF1D 

-L-lactato desidrogenase A isoforma 3 

-Miosina cadeia 12A 

-Isoforma 1 de microtúbulo de actina fator de 

ligação cruzada 1 isoforma 1/2/3/5 

-Isoforma 2 de basigin 

-Isoforma 1 miosina 9 

-Isoforma 4 de plectina 

-Isoforma beta 4C da integrina beta 4 

-Proteína não caracterizada 

-Isoforma 2 do fator eucariótico de iniciação da 

tradução 3 subunidade B 

-Microtúbulo associado à proteína 

-RNA de ligação, proteína EWS isoforma 1 

-Proteína 44kDa 

-Isoforma Del-701 transdutora de sinal e 

ativadora de transcrição 3 

-Fascin 

-Fator eucariótico de iniciação da tradução 2 

subunidade 1 

-Isoforma 1 de MAP7 contendo domínio 

-Filamina B isoforma 1 

-Queratina, tipo I citoesqueletal 17 

-FLJ56074cDNA altamente similar a proteína 

reguladora do oxigênio 150kDa 

-tRNA splicing ligase homóloga RtcB 

-Prefoldin subunidade 2 

-cDNAFLJ fis, clone TST04067, altamente 

similar a purina nucleosídeo fosforilase 

- Queratina, tipo I citoesqueletal 17 

- Fibrinogênio cadeia beta 

- Isoforma Gama B de fibrinogênio cadeia gama 

- Isoforma 1 do Fibrinogênio cadeia alfa 

- Isoforma 1 do microtúbulo de actina 

ligação cruzada, isoformas 1/2/3/5 

- Isoforma 4 de Nesprin-1 

- Isoforma 1 de citoplasmático FMR1 proteína 1 

de interação 

- Isoforma 2 de proteína vacuolar associada a 

proteína 13D 

- Esperma associado a antígeno 17 

- DmX semelhante a proteína 1 

- Isoforma 1 provável transportadora de 

fosfolipídeo ATPase VD 

- Vitronectina 

- Sindecan 1 

- Proteína 202 kDa 

- Isoforma 1 de fosfotidilinositol 3, 4, 5 trifosfato 

5 fosfatase 1 

-Isoforma 2 de Fibulina 2 

- Miosina-Ie 

- Proteína não caracterizada 

- Complemento C1q subcomponente 

subunidade C 

- Serina treonina quinase receptor associada a 

proteina 

- Proteína não caracterizada 

- Isoforma 1 de ATP dependente RNA helicase 

DDX19B 

- Flotillin 2 

- Espiral enrolada do domínio contendo 

proteína 130 
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5.1.3. Construção de Heat map    

O heat map gerado pela plataforma MetaboAnalyst com os potenciais 

biomarcadores identificados pelo teste t Student p <0,05 e razão >1,5 associados 

com as proteínas segregadas pelas análises por PLS-DA e SVM mostra a 

separação quase completa das proteínas em clusters para o CEC e para mucosa 

oral normal (Figura 14).  

 

Figura 14 – Heat Map mostrando os clusters das proteínas identificadas por MS. Observe 

que no canto superior esquerdo (em vermelho) estão localizadas as proteínas mais 

expressas na mucosa oral normal em comparação as do CEC oral. Por outro lado, as 

proteínas localizadas no canto inferior direito (em vermelho) correspondem às proteínas 

mais expressas no câncer em relação ao controle. 
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5.1.4. Busca de redes biológicas e funcionalidade dos marcadores 

através do Ingenuity 

A análise das proteínas com p <0,05 e razão >1,5 através do Ingenuity 

mostrou que as principais funções das proteínas da rede foram relacionadas à 

sinalização célula-célula e interação, ao desenvolvimento da pele e ao câncer 

(Tabela 10). A análise dos marcadores fornecidos por PLS-DA e SVM mostrou 

também mostrou que as proteínas da rede estavam relacionadas ao câncer, a 

manutenção e função celular, a replicação do DNA, a recombinação e ao reparo 

(Tabela 10). Redes de interação das proteínas foram construídas a partir dessas 

análises no qual é possível observar que tanto a rede gerada com p <0,05 e razão 

>1,5 quanto à rede gerada para o PLS-DA e SVM convergem para as proteínas 

quinases reguladoras de sinais extracelulares (ERK1 e 2), proteína quinase 

ativadora 38 delta (p38 MAPK), para o fator nuclear cadeia leve kappa 

intensificador de células B ativadas (NFkB) e para a proteína quinase B (Akt) que 

aparecem como moléculas chave nas redes (Figuras 15 e 16).     
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Tabela 10 - Funções biológicas das redes em ordem decrescente de significância e      
marcadores com expressão aumentada gerados pelo Ingenuity. 
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Figura 15 - Rede biológica entre as proteínas com p<0,05 e razão >1,5. Observe que as  

proteínas chaves em câncer são ativadas principalmente pelas proteínas ERK, p38MAPK  

NFkB, PI3K e Akt. 
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Figura 16 – Rede biológica entre os marcadores indicados por PLS-DA e SVM. De forma 

similar a rede anterior, as proteínas também convergem para ERK, p38 MAPK, NFkB e Akt 

responsáveis pela ativação da rede.  

 

5.1.5. Enriquecimento de vias para o CEC oral através da ferramenta 

de classificação funcional DAVID 

As proteínas submetidas à análise de enriquecimento usando X2K 

software (Chen et al, 2012.) contra os bancos de dados Gene Ontology (GO) e 

contra a Enciclopédia de Kyoto para genes e genomas (KEGG) geraram 

processos biológicos e importantes vias relacionadas ao CEC oral (Tabela 11). Os 

principais processos biológicos enriquecidos (p<0,05) para o CEC oral foram a 

adesão celular, a regulação da motilidade celular, a via de sinalização mediada 

por integrinas, a ancoragem celular, a aderência juncional, a migração celular e a 

junção celular. A análise também revelou vias significativamente enriquecidas 
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(p<0,05), tais como, a via de adesão focal, de regulação do citoesqueleto de actina 

e da interação do receptor da matriz extracelular (MEC). Cabe salientar que a 

grande maioria das proteínas, com destaque para as integrinas (ITGB1, ITGB4, 

ITGA6) estiveram presentes em diversos processos biológicos e vias mostrando a 

possível relação entre elas dentro das redes previamente geradas pelo Ingenuity e 

destacando alguns dos prováveis mecanismos mais importantes e ativados no 

CEC oral. 

  



 

69 
 

 

 

Tabela 11 - Processos biológicos e vias enriquecidas para o CEC oral a partir da Ferramenta 

de Classificação Funcional DAVID. 

  
Processos biológicos  
     Gene Ontology 

Valor de p Genes 

   
   

   
  

 

Adesão celular 
 

2,41E-05 
 

LAMB1, ITGB4, ITGB1, ACTN1, 
ITGA6 

 

Regulação da motilidade celular  0,0013 

 
CAP 1, MSN, ITGB1, TPM 4, 

MACF1, STAT 3, MYH9, ITGA6 
 

Via de sinalização mediada por 
integrinas 0,0019 

 
ITGB4, ITGB1, MYH9, ITGA6 

 

Ancoragem celular 0,0051 
 

ITGB1, ACTN1, MYH9, ITGA6 
 

Aderência juncional 0,0035 
 

ACTN1, ITGB1, MYH9, ITGA6 
 

Migração celular 0,016 

 
CAP 1, MSN, ITGB1, MYH9, 

ITGA6 
 

 Junção celular 0,018 

 
MACF1, ACTN1, SLC2A1, 

ITGB1, MYH9, ITGA6 
 

    

 
      KEGG Vias Valor de p Genes 

 

Adesão focal 2,21E-06 

 
LAMB1, MYL12A, ITGB4, ITGB1, 

FLNB, TNC, ACTN1, FLNA, ITGA6 
 

Regulação do citoesqueleto de actina 3,78E-04 

 
MYL12A, ITGB4, MSN, ITGB1, 

ACTN1, MYH9, ITGA6 
 

Interação do receptor da MEC 5,72E-04 

 
LAMB1, ITGB4, ITGB1, TNC, 

ITGA6  
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5.2. Validação 

5.2.1. Resultado da expressão de mRNA por qRTPCR  

Na análise estatística usando ANOVA baseado em Kruskal-Wallis para 

as linhagens celulares SCC-4, SCC-9, SCC-15, SCC-25, HSC3 e HGK não foi 

observada significância estatística na expressão de mRNA de EEF1D entre as 

linhagens celulares tumorais e a linhagem de queratinócito normal (Figura 17). 

E
x

p
re

s
s

ã
o

 r
e

la
ti

v
a

(E
E

F
1

D
/G

A
P

D
H

)

S C C -9 S C C -4 S C C -1 5 S C C -2 5 H S C -3 H GK

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

 

Figura 17 - Expressão relativa de mRNA de EEF1D por qRT-PCR para as linhagens celulares. 
Note que a linhagem SCC-9 foi a única com expressão aumentada em relação à linhagem 
HGK. 

                                                                                               

5.2.2. Resultados da análise por Western Blot  

Uma produção aumentada de EEF1D nas linhagens tumorais SCC-9 e 

HSC3 em relação à linhagem de queratinócito controle HGK foi observada através 

do ensaio de WB das linhagens celulares SCC-4, SCC-9, SCC-15, SCC-25, HSC3 

e HGK para a proteína EEF1D normalizada pela proteína β-actina (Figura 18). O 

ensaio de WB para as linhagens SCC-9 e HaCat para EEF1D normalizada por 
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GAPDH mostra uma produção relativa aumentada de EEF1D para a linhagem 

tumoral em relação a linhagem de queratinócito controle HaCat (Figura 19). No 

ensaio com as amostras teciduais obtidas a partir do modelo ortotópico foi 

possível observar uma produção relativa aumentada da proteína EEF1D nas 

amostras tumorais em relação ao tecido de mucosa oral normal (Figura 20).  

 

 

Figura 18 – Produção relativa de EEF1D em linhagens celulares. Observe a maior expressão 

nas linhagens SCC-9 e HSC-3 em comparação a linhagem de queratinócito normal HGK. 
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Figura 19 - Produção relativa de EEF1D nas linhagens SCC-9 e HaCat observada através do 

ensaio de WB. Note a produção significativamente aumentada de EEF1D na linhagem 

tumoral SCC-9 em comparação a linhagem de queratinócito normal HaCat. 

 

 

Figura 20 - Produção relativa de EEF1D nas amostras teciduais do modelo ortotópico de 

CEC oral através do ensaio de WB. Observe a produção relativa aumentada de EEF1D nas 

amostras de tecido tumoral em comparação ao tecido controle. 
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5.2.3. Resultado das reações de imuno-histoquímica 

A avaliação imuno-histoquímica (IHQ) de EEF1D mostrou positividade 

citoplasmática de marcação em todos os casos (CEC e mucosa oral normal). Uma 

marcação perinuclear e pontilhada, correpondendo a região de retículo 

endoplasmático rugoso, predominantemente na camada parabasal e em parte da 

camada espinhosa foi observada no epitélio oral normal, enquanto que a 

marcação no CEC oral foi difusa e significativamente mais intensa em todo o 

componente tumoral (Figura 21). Considerando a intensidade de marcação, a 

expressão IHQ de EEF1D foi significantemente maior no epitélio tumoral em 

comparação ao epitélio de mucosa normal (p=0,0014; Figura 22). 
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Figura 21 – Imunopositividade de EEF1D no epitélio oral normal (A) (aumento 140x). Em 
maior aumento é posssível observar a marcação citoplasmática e perinuclear e 
predominantemente na camada parabasal (B) (aumento 300x). Em (C) e (D), note a marcação 
citoplasmática mais intensa e difusa em todo componente tumoral invasivo do CEC oral 
(aumento 140x e 300x, respectivamente, em C e D) (ScanScope CS, Aperio). 
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Figura 22 – Intesidade de marcação da proteína EEF1D na amostra de 12 casos de CEC e 

mucosa oral normal. Observe a maior marcação no tumor em comparação aos casos 

controle (p=0,0014). A intensidade de marcação foi calculada por pixel a partir de 5 hot spots 

padronizadas com auxílio do ScanScope CS (Aperio). 
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6. DISCUSSÃO 

 

6.1. A eficiência da associação da microdissecção a laser, espectrometria de 

massas e ferramentas de bioinformática na descoberta de potenciais 

biomarcadores para o CEC oral 

A taxa de descoberta de biomarcadores com utilização clínica de rotina 

ainda é um desafio para a grande maioria dos cânceres, inclusive para o CEC 

oral, devido principalmente à falta de especificidade dos marcadores para cada 

tipo de câncer, as diferenças individuais entre os tumores e a heterogeneidade 

dos tecidos tumorais (Jemal et al., 2010; da Silva et al., 2012). Tais aspectos 

reforçam a necessidade de investigar também os possíveis papéis biológicos 

associados a estas moléculas para a melhor compreensão, como foi realizado em 

nosso estudo, com relação à carcinogênese oral. 

O perfil dos pacientes deste estudo foi de homens, na sexta década de 

vida, fumantes (n=13) ou ex-fumantes (n=6), etlistas (n=10) ou ex-etlistas (n=3), 

com lesões de CEC oral, principalmente, em borda lateral de língua (n=10) e 

tumores moderadamente diferenciados (n=12) (Tabela 6). Bitu et al. (2012), 

Lohavanichbutr et al. (2012) e Souza Setubal Destro et al. (2012) também 

estudaram uma amostra de pacientes com CEC oral com perfis semelhantes ao 

do presente estudo o que demonstra a avaliação de pacientes com perfil clássico 

em inúmeros estudos na busca de potenciais biomarcadores para essa neoplasia.  

O fluxograma de trabalho experimental utilizado foi baseado na 

associação de ML a LC-MS/MS (Figura 11) e bioinformática para análise de 10 

pares de tecido fresco de CEC oral e mucosa oral normal na busca de potenciais 

biomarcadores. Esse estudo mostrou a identificação de 2529 proteínas para o 

CEC oral com uma taxa de falso positivo menor que 1%. Patel et al. (2008) 

associaram ML e MS para análise label free de 12 amostras de CEC oral e 4 
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amostras de mucosa oral normal parafinizadas e foi possível identificar 2271 

proteínas como potenciais biomarcadores para o CEC oral. Negishi et al. (2009) 

associaram ML a LC-MS/MS através de uma análise label free para o estudo de 

10 pares de amostras de CEC e mucosa oral normal parafinizadas e 72 potenciais 

biomarcadores foram identificados com expressão diferenciada para esta 

neoplasia. Chi et al. (2009) utilizaram ML e MS associadas à marcação com 

ITRAQ em 3 pares de amostras de tecido fresco de CEC oral e mucosa oral 

normal e 1233 proteínas foram identificadas. Liu et al. (2012) utilizaram uma 

metodologia semelhante com análise label-free em amostras teciduais para 

identificação de biomarcadores para o câncer de mama e 2265 proteínas foram 

identificadas. Por sua vez, Chang et al. (2011) também utilizaram a associação de 

ML a LC-MS/MS através da marcação com iTRAQ em amostras teciduais de CEC 

oral e de linfonodos metastáticos e 2901 proteínas foram identificadas com o 

mesmo objetivo. Logo, é possível afirmar que tal abordagem é uma estratégia 

eficiente na identificação de um grande número de potenciais biomarcadores para 

o câncer.  

Dados proteômicos com alta reprodutibilidade foram obtidos pela 

quantificação label-free dos espectros gerados como empregado também nos 

estudos de Liu et al., 2012 e Shapiro et al., 2012. Paralelamente, cabe salientar 

que a combinação da ML a MS permite a detecção de proteínas expressas 

somente pelo componente epitelial tumoral, pois o emprego da ML possibilita o 

isolamento de populações homogêneas de células a partir de amostras complexas 

de tecido, tais como as de biópsias congeladas de CEC oral. Consequentemente, 

este isolamento do epitélio neoplásico como foi realizado em nosso estudo 

permitiu a detecção pela proteômica Shotgun de proteínas presentes neste tecido 

o que pode melhorar a compreensão dos mecanismos celulares associados ao 

conjunto de proteínas que estavam presentes no epitélio sem interferências de 

proteínas do tecido conjuntivo (Patel et al., 2008). 
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Outra estratégia importante deste estudo foi o uso de ferramentas 

estatísticas e de bioinformática avançadas para trabalhar com grandes 

quantidades de dados a fim de encontrar um painel de proteínas potenciais 

biomarcadores que possam contribuir para o melhor entendimento do CEC oral. 

Para isso, o teste t Student (p<0,05) e a razão da contagem dos espectros das 

proteínas (razão>1,5) foram realizados paralelamente as análises multivariadas 

por PLS-DA e por SVM permitindo assim o estudo de todas as proteínas 

identificadas por LC-MS/MS de maneira combinada e de certa forma original para 

o estudo de CEC oral. 24 potenciais biomarcadores proteicos foram segregados 

para o CEC oral através da análise por PLS-DA no nosso estudo (Tabela 9). Zhou 

et al. (2009) utilizaram PLS-DA e obtiveram a segregação de 5 metabólitos séricos 

potenciais biomarcadores para o diagnóstico precoce do CEC oral. Farshidfar et 

al. (2012) também utilizaram a análise por PLS-DA para segregação 124 

metabólitos séricos como potenciais marcadores de metástase para o câncer 

colorretal. Zhang et al. (2012) utilizaram MS associada a análise por PLS-DA e 12 

metabólitos séricos marcadores de pacientes com alto risco foram segregados 

para câncer esofágico. Logo, é possível afirmar que o modelo por PLS-DA é 

vantajoso, pois permite a partir de um grande número de proteínas iniciais 

identificadas por MS segregar marcadores exclusivos para a classe tumoral em 

relação ao controle, aumentando as chances e confiabilidade de identificação de 

um biomarcador realmente relacionado ao câncer (Figura 12).  

No presente estudo, a análise multivariada por SVM também foi 

empregada como modelo adicional à análise por PLS-DA para segregação dos 

marcadores entre as classes CEC e mucosa oral normal (Figura 13) e 24 

potenciais biomarcadores foram segregados para o CEC oral por esse modelo 

(Tabela 9). Os valores de acurácia, sensibilidade, especificidade e valor preditivo 

do modelo SVM para o nosso estudo foram, respectivamente, de 90%, 80%, 100% 

e 100%. Zhong et al. (2008) associaram o ensaio de ELISA a análise por SVM 

para detectar marcadores séricos auxiliares no diagnóstico do CEC oral no qual 5 
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potenciais marcadores foram sugeridos por esse modelo. A acurácia, 

sensibilidade, especificidade e valor preditivo do modelo SVM para esse estudo 

foram de 88,54%, 93,13%, 84,05% e 92,57%, respectivamente. Han et al. (2012) 

identificaram 3 potenciais biomarcadores séricos associados à resistência a 

quimioterapia para o câncer pulmonar de pequenas células através da associação 

da proteômica baseada em MS a da análise multivariada por SVM. Neste estudo, 

o modelo classificador por SVM separou os biomarcadores com uma sensibilidade 

de 92,4% e uma especificidade de 92,5%. Zhai et al. (2012) também associaram 

MS à análise por SVM para distinguir marcadores séricos para o câncer esofágico 

de marcadores para lesões pré-malignas e 5 potenciais biomarcadores foram 

discriminados para essa neoplasia através desse modelo. Logo, tal modelo de 

análise apresenta-se como uma poderosa ferramenta com alta acurácia, 

especificidade e sensibilidade para classificação e discriminação de marcadores 

em estudos com um pequeno número de amostras de alta complexidade, tais 

como as de CEC oral.  

Além disso, cabe salientar que de modo geral, as análises multivariadas 

por PLS-DA e SVM contribuíram para sugestão de possíveis biomarcadores 

específicos para o CEC oral (Tabela 9). Portanto, a estratégia empregada neste 

estudo de construção desses dois modelos demonstrou ser relevante, pois 

ampliou o número de proteínas indicadas como marcadores para o CEC oral 

tendo em vista que muitas proteínas indicadas como biomarcadores em um 

modelo não foram indicadas pelo outro modelo o que demonstra que um modelo 

foi complementar ao outro (Tabela 9). Somado a isso, o presente estudo foi 

pioneiro em associar MS com análises multivariadas por PLS-DA e SVM em 

amostras teciduais microdissecadas para identificação de potenciais 

biomarcadores para o CEC oral, fato que fortalece a complexidade do fluxo de 

trabalho utilizado. 

Para demonstrar graficamente nossos resultados, um heat map também 

foi construído com a lista de proteínas diferencialmente expressas (p<0,05, razão 
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>1,5) em associação com os potenciais biomarcadores classificados por PLS-DA e 

SVM o que permitiu a observação através de clusters do nível de expressão das 

proteínas entre as amostras comparadas em nosso estudo (CEC e mucosa oral 

normal). Yang et al. (2012) construíram um heat map com os potenciais 

biomarcadores obtidos pela análise label-free e também observaram a formação 

dos clusters de proteínas para o câncer colorretal e para o tecido normal. Logo, é 

possível afirmar que a construção de um heat map permite a visualização gráfica 

colorida da relação existente entre os potenciais biomarcadores identificados e as 

amostras do estudo levando em consideração a abundância das proteínas em 

cada condição.  

O software Ingenuity finalmente permitiu integrar os dados da 

proteômica baseada em MS através da construção de redes biológicas (Figura 15 

e 16) para as 107 proteínas obtidas pelo teste t Student com p <0,05 e razão >1,5 

(Tabela suplementar 1) e para as 40 e 70 proteínas segregadas, respectivamente, 

pelas análises multivariadas por PLS-DA e SVM (Tabela suplementar 2) 

destacando as conexões diretas entre os biomarcadores com expressão 

diferenciada selecionados por este software (Tabela 10). Cabe salientar que a alta 

complexidade e a natureza dinâmica da biologia das redes (Bensimon et al., 2012) 

contribuíram para decifrar a assinatura dos candidatos a biomarcadores no CEC 

oral que podem ter um papel na biologia desta neoplasia. Entre as funções 

relacionadas com os marcadores dentro das redes são à sinalização célula-célula 

e a interação, o desenvolvimento do câncer, a replicação do DNA, a recombinação 

e o reparo, a movimentação e a organização celular, a morte celular e a 

sobrevivência podem ser processos cruciais e interdependentes a serem 

investigados na carcinogênese oral. 

De maneira semelhante ao nosso estudo, diversos estudos utilizaram as 

redes geradas pelo Ingenuity para buscar interações biológicas relevantes 

associadas às proteínas diferencialmente expressas para diferentes tipos de 

neoplasia. Van Houdt et al. (2011) analisaram 32 proteínas superexpressas em 
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câncer colorretal e uma rede relacionada com a apoptose foi identicada. Nipp et al. 

(2011) analisaram 92 proteínas superexpressas em câncer da tireóide e 

identificadas por MS para descobrirem uma forte relação de todos os candidatos a 

biomarcadores com a via do fator de necrose tumoral beta (TNF-β) de transição 

epitélio-mesênquima. Em nosso estudo, as integrinas, potenciais biomarcadores 

para o CEC oral já foram descritas como moléculas importantes e relacionadas 

com a via de transição epitélio-mesênquima (Salo et al., 1991; Felding-Habermann 

B, 2003). Liu et al. (2012) analisaram 287 proteínas diferencialmente expressas a 

partir de linhagens celulares de câncer cervical e uma importante rede relacionada 

com a apoptose e com o controle do ciclo celular foi sugerida pelo Ingenuity. 

Davalieva et al. (2012) indicaram 50 proteínas diferencialmente expressas de 5 

amostras teciduais de câncer de mama e redes relacionadas ao metabolismo 

celular foram sugeridas para esta neoplasia. Logo, através da aplicação dessa 

ferramenta de bioinformática, é possível desenhar redes biológicas e estabelecer 

um potencial panorama de interação entre as proteínas diferencialmente 

expressas. Além disso, a apresentação integrada de complexas redes moleculares 

subjacentes aos diferentes processos neoplásicos (Koehn et al., 2008; Wang et 

al., 2009) pode contribuir para desvendar possíveis caminhos relacionados a 

carcinogênese, inclusive, oral como foi realizado no nosso estudo. 

Importantes vias e processos biológicos para as proteínas candidatas a 

biomarcadores para o CEC oral foram determinados com auxílio da Ferramenta de 

Classificação Funcional DAVID nos bancos de dados GO e KEGG (Tabela 11). A 

via de sinalização mediada por integrinas, a adesão focal e a interação do receptor 

da matriz extracelular (MEC) foram vias significativamente enriquecidas no nosso 

estudo e previamente destacadas como importantes caminhos relacionados à 

metástase locorregional do CEC oral através da utilização da ferramenta DAVID e 

fluxo de trabalho semelhante (Chang et al., 2011). Nan et al. (2010) também 

associaram ML a LC-MS/MS e utilizaram a ferramenta DAVID para interpretar a 

função biológica das proteínas identificadas e obtidas a partir de 6 amostras 
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teciduais de câncer de pulmão. Entre os inúmeros processos biológicos, a adesão 

celular foi associada a esta neoplasia. Portanto, é possível afirmar que esta 

ferramenta de classificação é útil na categorização de potenciais biomarcadores 

obtidos de estudos sobre câncer que utilizam dados em larga escala como 

principal metodologia devido à geração de uma grande quantidade de moléculas 

com potencial biológico a ser investigado. Além disso, tal ferramenta permite não 

somente a identificação de procesos biológicos e vias enriquecidas, mas também 

de outras proteínas que podem estar associadas na mesma via a fim de compor 

um painel de marcadores para câncer. Diversas moléculas pertinentes podem ao 

mesmo tempo participar de funções distintas e compartilharem de funções 

biológicas comuns, como foi observado em nosso estudo (Tabela 11). Vale 

ressaltar que no caso do CEC oral a heterogeneidade desta neoplasia pode ser 

melhor compreendida através da análise das proteínas agrupadas de acordo com 

funções biológicas e moleculares sugeridas por essa ferramenta, pois é mais 

racional e eficiente relacionar módulos biológicos de interesse do que relacionar 

centenas de moléculas individuais (Huang et al., 2007). 

Portanto, todas as ferramentas utilizadas mostraram ser de grande valia 

para o enriquecimento dos resultados de proteômica baseada em MS, pois cada 

uma indicou de maneira complementar, usando algoritmos particulares, proteínas 

adicionais, possibilitando a ampliação do número de potenciais biomarcadores 

para o CEC oral. Além disso, cabe salientar que algumas moléculas já foram 

identificadas previamente em diversos tipos de câncer, inclusive oral,  o que indica 

a força e robustez do fluxo de trabalho aplicado neste estudo (Tabela 12). 
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Tabela 12- Potenciais biomarcadores para o CEC oral identificados através da associação de ML a LC-MS/MS seguida por análises de bioinformática. 

IPI ID Gene Proteína 
p<0,05 

Razão>1,5 
Ingenuity GO/ 

KEGG 
PLS-
DA 

SVM 
Características dos potenciais biomarcadores 
identificados por MS 

Validação por 
ensaio funcional  

Citações 

IPI00450768 KRT17 
Queratina tipo I 
citoesqueletal 17 

    

 

  
Biomarcador tecidual para o CCE de pulmão 
Expressão aumentada em CEC oral 
Superexpressão em CCE esofágico 

IHQ 
- 

Poschmann et al., 2009 
Thiel et al., 2011 

Zhang et al., 2012 
 

IPI00550385 MACF1 

Isoforma 1 do 
microtúbulo de 
actina ligação 
cruzada fator 1, 
isoformas 1/2/3/5 

  

 

   -   

IPI00010214 S100A14 Proteína S100-A14   
  

  
Potencial biomarcador para CCE de cabeça e pescoço 
Proteína com expressão diferenciada e potencialmente 
envolvida na malignização da leucoplasia oral 

- 
Ralhan et al., 2008 
Wang et al., 2008 
Wang et al., 2009 

IPI00011200 PHGDH 
D-3-fosfoglicerato 
desidrogenase 

  
  

  -   

IPI00017726 HSD17B10 
Isoforma 1 de 3-
hidroxiacil-CoA 
desidrogenase tipo 2 

  
  

  -   

IPI00025512 HSPB1 
Proteína do choque 
térmico beta-1 

   

  

 
Potencial biomarcador para o câncer de fígado 
Potencial envolvimento em resposta a processos regulatórios 
no câncer de mama 
Proteína diferencialmente expressa em CEC oral e de outras 
localizações da cabeça e pescoço 

- 
- 
- 

WB 

Darby et al., 2011 
Jia & Souchelnytskyi, 2011 

Polachini et al., 2012 
Outras referências Tabela 6 

IPI00063234 PRKAR2A 

Proteína quinase, 
cAMP dependente, 
regulatória, tipo II, 
alfa, isoforma 
CRA_b 

  

  

  -   

IPI00297550 F13A1 
Fator de coagulação 
XIII cadeia A 

  
  

  Potencial biomarcador para o câncer de mama - Rezaul et al., 2010 

IPI00909657 - 

cDNA FLJ50378, 
altamente similar a 
fenilalanina-tRNA 
sintetase cadeia alfa 

  

  

  -   

IPI00004310 LYPD3 
Ly6/PLAUR domínio 
contendo proteína 3 

  
  

  -   

IPI00174775 KRT73 
Isoforma 1 da 
queratina tipo II 
citoesqueletal 73 

  
  

  
 

-  

IPI00298057 PPL Periplakin     
 

  
Potencial biomarcador de metástase locorregional em CCE 
esofágico 

WB Hatakeyama et al., 2006 
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IPI00419215 α2ML1 

Alfa 2 
macroglobulina 
semelhante a 
Proteína 1 

  

  

  
Protease inibitória da saliva associada a diversas patologias 
incluindo o CEC oral 

- Sun et al., 2009 

IPI00479145 KRT19 
Queratina tipo I 
citoesqueletal 19 

    
 

  
Potencial biomarcador  para o câncer de pulmão 
Expressão diferenciada em câncer de cólon 
Expressão aumentada em CEC oral 

- 
Gharib et al., 2002 

Hamelin et al., 2011 
Thiel et al., 2011 

IPI00550364 PGM2 Fosfoglucomutase-2 
  

  
  Expressão diferenciada em meningiomas - Saydam et al., 2010 

IPI00843765 SPTAN1 
Isoforma 3 de 
espectrina cadeia 
alfa, cérebro 

      -   

IPI00909657 - 

cDNA FLJ50378, 
altamente similar a 
fenilalanina-tRNA 
sintetase cadeia alfa 

  
  

  -   

IPI00930614 GUCA1B 
Proteína GUCA1B 
(Fragmento)       

 
  

IPI01009416 - 

cDNA FLJ53421, 
altamente similar a 
Homo sapiens 
família de proteína 
de ligação guanilato, 
membro 6 GBP6, 
mRNA 

  

  

  -   

IPI00006052 PFDN2 
Prefoldin 
subunidade 2       

 
  

IPI00009841 EWSR1 
RNA ligado a 
proteína EWS 
isoforma 1 

      -   

IPI00017672 - 

cDNA FLJ25678 fis, 
clone TST04067, 
altamente similar a 
PURINA 
NUCLEOSÍDEO 
FOSFORILASE 

  

  

  -   

IPI00019502 MYH9 
Isoforma 1 da   

 
   

Expressão diferenciada em amostras parafinizadas de câncer 
pancreático 

 Paulo et al., 2012 
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Miosina 9 

IPI00019906 BSG 
Isoforma 2 de 
Basigin       -   

IPI00027422 ITGB4 
Isoforma Beta-4C da 
Integrina beta-4        Papel crítico de adesão celular no câncer de cólon 

Ensaio de adesão 
celular 

Pouliot et al., 2000 

IPI00163187 FSCN1 Fascin 
    

 

  

Potencial biomarcador para diferenciação da gradação 
histológica para o carcinoma pancreático 
Biomarcador para cancer de pulmão aprovado pela FDA 
Potencial biomarcador para CCE de cabeça e pescoço 

- 
IHQ 

- 

 
Lu et al., 2004 

Craven et al., 2006 
Polanski & Anderson, 2007 

Ralhan et al., 2008 
 

IPI00219678 EIF2S1 

Fator eucariótico de 
iniciação da 
tradução 2 
subunidade 1 

  
  

  -   

IPI00220573 MYL12A 
Miosina regulatória 
cadeia 12A       -   

IPI00302592 FLNA 
Isoforma 2 da 
Filamina A       

 
Potencial biomarcador de diagnostic para o cancer de próstata 
Potencial biomarcador para CCE de cabeça e pescoço 
 

 
WB 

- 
 

Lin et al., 2007 
Chi et al., 2009 

IPI00306436 STAT3 

Isoforma Del-701 do 
sinal de transdução 
e ativador da 
transcrição 3 

  
 

   -   

IPI00398779 PLEC 
Isoforma 4 da 
Plectina       

Potencial biomarcador de prognóstico para o CCE de cabeça e 
pescoço promovendo a migração e invasão das células 
neoplásicas 

WB, IHQ, 
silenciamento 

gênico e ensaios 
funcionais 

Katada et al., 2012 

IPI00550689 C22orf28 
tRNA splicing RtcB 
ligase homóloga 

  
  

  -   

IPI00646839 - 
Proteína não 
caracterizada 

  
  

     

IPI00654605 MAP7D1 
Isoforma 1 de MAP7 
contendo domínio 
proteína 1 

  
  

  -   

IPI00719752 EIF3B 

Isoforma 2 do fator 
eucariótico de 
iniciação da 
tradução 3 

  

  

  -   
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subunidade B 

IPI00880007 MAP 
Microtúbulo 
associado a proteína 

  
  

  -   

IPI00900293 FLNB 
Filamina B isoforma 
1 

       

Potencial biomarcador para CCE de cabeça e pescoço 
Expressão diminuída em linhagem celular de leucemia 
mielóide 
Expressão aumentada em câncer de cólon 

 
Chi et al., 2009 

Burande et al., 2009 
Fan et al., 2012 

IPI00922838 - 

cDNA FLJ56074, 
altamente similar a 
proteína reguladora 
do oxigênio 150kDa 

  

  

  
Superexpressão em condições de hypóxia como em tumores 
malignos 
Fator angiogênico promovendo a progressão tumoral 

- Boraldi et al., 2007 

IPI00947127 LDHA 
L-lactato 
desidrogenase 
cadeia A isoforma 3 

  
  

  -   

IPI01009986 EEF1D 
Fator eucariótico de 
elongação delta 1 

  

  

  

Potencial inibidor de proteína quinase alvo de terapia para o 
câncer 
Relacionada com invasão em CCE de pulmão  
Expressão aumentada em CEC oral 
Potencial biomarcador para câncer de cólon 
 

- 
- 
- 

qRT-PCR 
IHQ 
WB 

Keenan et al., 2009 
Gyenis et al., 2011 

Polachini et al., 2012 
Shen et al., 2013 

 
 

IPI00001723 ATP10D 

Isoforma 1 provável 
transportadora de 
fosfolipídeo ATPase 
VD 

  

   

 -   

IPI00002441 SDC1 Sindecan 1 
    

 Promove migração na linhagem de CEC oral  SCC-9 
qRT-PCR 

Ensaios funcionais 
Imunofluorescência 

Aragão et al., 2012 

IPI00008943 DDX19B 
Isoforma 1 de ATP 
dependente RNA 
helicase DDX19B 

    
 -   

IPI00011306 CCDC130 
Espiral enrolada do 
domínio contendo 
proteína 130 

    
 -   

IPI00021885 FGA 
Isoforma 1 do 
Fibrinogênio cadeia 
alfa 

     -   

IPI00021891 FGG 
Isoforma Gama B de 
fibrinogênio cadeia 
gama 

  
   

 
Diferencialmente expressa no sangue de pacientes com 
carcinoma hepatocelular 

- Chen et al., 2011 

IPI00022394 C1QC 
Complemento C1q 
subcomponente 
subunidade C 

    
 -   

IPI00164441 - Proteína 202 kDa      -   

IPI00174345 SPAG17 
Esperma associado 
a antígeno 17 

    
 -   
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IPI00247295 SYNE1 
Isoforma 4 de 
Nesprin-1 

    
 -   

IPI00294728 DMXL1 
DmX semelhante a 
proteína 1 

    
 -   

IPI00298497 FGB 
Fibrinogênio cadeia 
beta 

  
   

 
Proteína com expressão diferenciada e potencialmente 
envolvida na malignização da leucoplasia oral 

- Wang et al., 2009 

IPI00298971 VTN Vitronectina 
    

 
Potencial biomarcador sérico de diagnóstico para o câncer de 
mama 

WB 
IHQ 

ELISA 
Kadowaki et al., 2011 

IPI00329213 INPP5D 

Isoforma 1 de 
fosfotidilinositol 3, 4, 
5 trifosfato 5 
fosfatase 1 

  

   

 -   

IPI00329672 MYO1E Miosina-Ie      -   

IPI00465038 FBLN2 
Isoforma 2 de 
Fibulina 2 

    
 -   

IPI00644231 CYFIP1 

Isoforma 1 de 
citoplasmático 
FMR1 proteína 1 de 
interação 

    

 -   

IPI00783859 VPS13D 

Isoforma 2 de 
proteína vacuolar 
associada a proteína 
13D 

    

 -   

IPI00789008 FLOT2 Flotillin 2      -   

IPI00941907 STRAP 
Serina treonina 
quinase receptor 
associada a proteína 

    
 Envolvida na progressão tumoral do Sarcoma de Ewing WB Anumanthan et al., 2006 

IPI00967744 - 
Proteína não 
caracterizada 

    
 -   

IPI01012107 - 
Proteína não 
caracterizada 

    
 -   

IPI00003833 MTCH2 
Mitocondrial 
transportadora 
homóloga 2 

    
 -   

IPI00003968 NDUFA9 

NADH 
desidrogenase 
[ubiquinona] 1 alfa 
subcomplexo 
subunidade 9, 
mitocondrial 

  

   

 -   

IPI00006077 PHF16 Proteína Jade 3      -   

IPI00008359 KRT76 
Queratina, tipo II 
citosqueletal 2 oral 

    
 -   
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IPI00008964 RAB1B 
Ras proteína 
relacionada a Rab-
1B 

    
 -   

IPI00009883 CYP39A1 
24-hidroxicolesterol 
7 alfa hidroxilase 

    
 -   

IPI00009896 EPHX1 Epóxido hidrolase 1      -   

IPI00012772 RPL8 
60S ribosomal 
proteína L8 

    
 -   

IPI00012998 CPSF6 

Isoforma 1 do fator 
de clivagem e 
poliadenilação 
subunidade 6 

    

 
Diferencialmente expressa em linhgens celulares de câncer de 
colon 

WB Larriba et al., 2010 

IPI00018931 VPS35 
Proteína vacuolar 
associada a proteína 
35 

    
 -   

IPI00020987 PRELP Prolargin 
    

  
 Expressão diminuída em câncer de colorretal - Fan et al., 2012 

IPI00021369 CRYAB 
Alfa cristalina cadeia 
B     

  

 
Proteína com expressão diferenciada e potencialmente 
envolvida na malignização da leucoplasia oral 
Potencial biomarcador para CCE de cabeça e pescoço 

- 

 
He et al., 2004 

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

Wang et al., 2008 
Wang et al., 2009 

IPI00023591 PURA 
Transcricional 
ativador da proteína 
Pur-alfa 

    

 
Associada com a progreesão de adenoma para carcinoma 
colorretal 

- Albrethsen et al., 2010 

IPI00024320 RBM3 
RNA de ligação 
proteína 3 

    
 -   

IPI00024705 GIPC1 
PDZ domínio 
contendo proteína 
GIPC1 

    

 -   

IPI00024993 ECHS1 
Enoil-CoA hdratase, 
mitocondrial   

   
 

Expressão diferenciada em câncer renal 
Potencial biomarcador para câncer gástrico 

- 
Hwa et al., 2005 

Kocevar et al., 2012 

IPI00030363 ACAT1 
Acetil-CoA 
acetiltransferase, 
mitocondrial 

    

 -   

IPI00031420 UGDH 
UDP-glucose 6 
desidrogenase 

    
 Superexpressa em linhagem cellular de câncer de cólon - Van Houdt et al., 2011 
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IPI00031508 DHX8 
ATP-dependente 
RNA helicase DHX8 

    
 -   

IPI00103242 POF1B 
Isoforma 1 da 
Proteína POF1B   

   
 

Proteína salivar humana com potencial de diagnóstico para o 
câncer bucal 

- Yan et al., 2009 

IPI00218728 
PAFAH1B

1 

Isoforma 1 do fator 
ativador de 
plaquetas 
subunidade alfa 
acetil hidrolase IB 
subunidade alfa 

    

 
Expressão diferenciada em linhagens celulares e potencial 
biomarcador de metástase em câncer de mama 

- Kreunin et al., 2007 

IPI00220059 NDUFB4 

NADH 
desidrogenase 
[ubiquinona] beta 1 
subcomplexo 
subunidade 4 

    

 -   

IPI00220373 IDE 
Insulina enzima de 
degradação 

    
 -   

IPI00290032 TRPM7 

Potencial receptor 
transitório canal 
catiônico subfamília 
M membro 7 

    

 -   

IPI00293590 MGLL 
Monoglicerídeo 
lipase isoforma 1 

    
 -   

IPI00294779 VDAC2 

Isoforma 2 do canal 
aniônico voltagem 
dependente seletivo 
proteína 3 

    

 -   

IPI00298406 HADH 

Isoforma 2 da 
hidroxiacil coenzima 
A desidrogenase, 
mitocondrial 

  

   

 -   

IPI00301250 EPS8L2 

Isoforma 1 do fator 
de crescimento 
epidérmico receptor 
quinase substrato 8 
semelhante a 

    

 
Expressão sérica aumentada em pacientes com câncer 
pancreático 

- Yu et al., 2009 
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proteína 1 

IPI00305383 UQCRC2 
Complexo citocromo 
b-c1 subunidade 2, 
mitocondrial 

  

   

 -   

IPI00394758 ALDH3A2 
Isoforma 2 da 
desidrogenase 
aldeído graxo  

    

  

 -   

IPI00440493 ATP5A1 
ATP sintase 
subunidade alfa, 
mitochondrial 

    

 -   

IPI00445152 - 

Isoforma 2 da 
proteína não 
caracterizada 
C18orf54 

    

 -   

IPI00555580 TRPV3 

Isoforma 2 do 
receptor transitório 
do canal catiônico 
subfamília V 
membro 3 

    

 -   

IPI00739902 MIA3 

Isoforma 2 da 
proteína 3 com 
atividade inibitória, 
Melanoma 

    

 -   

IPI00741772 STARD13 

Isoforma 4 de StAR 
relacionada com a 
tranferência, 
proteína 13 

    

 -   

IPI00744692 TALDO1 Transaldolase 
  

   
 Potencial biomarcador para câncer gástrico WB Kocevar et al., 2012 

IPI00873899 ABCF1 
Isoforma 1 de ATP 
de ligação sub-
família membro 1 

    

 -   

IPI00925578 DNAH14 

Isoforma 4 de 
Dynein cadeia 
pesada 14, 
axonemal 

    

 -   
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IPI00985430 - 
Proteína não 
caracterizada 

    
 -   

IPI00216225 ITGA6 
Isoforma Alfa-
6X1X2A da Integrina 
alfa-6 

     

 

 
Potencial biomarcador relacionado ao rompimento da camada 
basal e invasão em câncer de próstata 

- Khamis et al., 2010 

IPI00376344 MYO1B 
Isoforma 1 da 
Miosina-Ib     

  
 -   

IPI00007244 MPO 
Isoforma H17 da 
Mieloperoxidase     

  
 -   

IPI00032140 SERPINH1 Serpina H1 
    

  
 

Potencial biomarcador relacionado com  a angiogênese em 
câncer de mama 

- Hill et al., 2011 

IPI00220194 SLC2A1 

Família 
transportadora de 
soluto 2, 
transportador de 
glicose, membro 1 

     

 

 -   

IPI00031008 TNC 
Isoforma 1 da 
Tenascina   

 
 

 
 -   

IPI00010154 GDI1 
Rab GDP 
dissociação inibidor 
alfa 

  

   

 -   

IPI00396321 LRRC59 
Proteína de 
repetição rica em 
Leucina contendo 59 

  

   

 Potencial biomarcador de metástase para o câncer de mama IHQ Terp et al., 2012 

IPI00013976 LAMB1 
Laminina 
subunidade beta-1   

 
 

 
 -   

IPI00796705 - 

cDNA FLJ55990, 
altamente similar ao 
domínio LIM e 
proteína de ligação 
a actina 1 

  

   

 -   

IPI00759776 ACTN1 
Alfa-actinina-1 
isoforma A   

 
 

 
 

Potencial biomarcador para o diagnóstico e estratificação de 
grupos de risco para os sarcomas de tecidos moles 

- Suehara et al., 2006 
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IPI00794900 - 

cDNA FLJ56016, 
altamente similar a 
C-1-tetrahidrofolato 
sintase, 
citoplasmática 

  

   

 -   

IPI00783097 GARS Glicil-tRNA sintetase 
  

   
 -   

IPI00007928 PRPF8 
Pré-mRNA do 
processamento do 
splicing  fator 8 

  

   

 -   

IPI00012268 PSMD2 

Proteossoma 26S 
não-ATPase 
reguladora 
subunidade 2 

  

   

 -   

IPI00217563 ITGB1 
Isoforma Beta-1A da 
integrina beta-1   

 
 

 
 -   

IPI00880007 KIF5B 
Quinesina-1 cadeia 
pesada   

   
 

Potencial biomarcador associado a resistência a quimioterapia 
com paclitaxel em câncer de mama 

 
Froidevaux-Klipfel et al., 

2011 

IPI00329801 ANXA5 Anexina A5 
  

   
 

Potencial biomarcador para CCE de cabeça e pescoço 
Potencial biomarcador e alvo terapêutico  para o câncer de 
mama, pâncreas e laringe 

- 
Chen et al., 2004 
Kohen et al., 2008 
Deng et al., 2013 

IPI00006379 NOP58 
Proteína nucleolar 
58   

   
 -   

IPI00027626 CCT6A 
Complexo T 
proteína 1 
subunidade zeta 

  

   

 -   

IPI00010779 TPM1 
Isoforma 1 da 
Tropomiosina alfa-4   

 

 

 

 

Expressão diminuída em câncer renal 
Expressão aumentada em CEC oral 
Expressão associada a presença de metástase locorregional 
em CEC oral  

- 

Hwa et al., 2005 
Polachini et al., 2012  

Thiel et al., 2011 
 

IPI00549248 NPM1 
Isoforma 1 da 
Nucleofosmina   

   
 Expressão aumentada em câncer de cólon IHQ O’Dwyer et al., 2011 

IPI00607645 SUDS3 

Sin3 histona 
desacetilase 
correpressora 
complexo 
componente SDS3 

  

   

 -   
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IPI00973733 IFT88 

Isoforma 3 da 
proteína de 
transporte 
Intraflagellar 88 
homóloga 

  

   

 -   

IPI00071180 UBQLN1 
Isoforma 2 da 
Ubiquilin-1   

   
 -   

IPI00639931 CAP1 

Isoforma 2 da 
adenilil ciclase 
associada à proteína 
1 

  

 

 

 

 Expressão aumentada em CEC oral - 
Thiel et al., 2011 

Polachini et al., 2012 

IPI01010281 DNM1L 
Proteína semelhante 
à Dinamin 1, 
isoforma CRA_c 

  

   

 -   

IPI00395676 UGP2 
Isoforma 2 da UTP 
glicose-1-fosfato 
uridililtransferase 

  

   

 -   

IPI00024821 PSMD14 

Proteossoma 26S 
não-ATPase 
regulatória 
subunidade 14 

  

   

 -   

IPI00025491 EIF4A1 
Fator eucariótico de 
iniciação 4A-I   

   
 -   

IPI00031023 FLII 
Homóloga da 
proteína flightless 1   

   
 -   

IPI00021812 AHNAK 

Neuroblasto de 
diferenciação 
associada à proteína 
AHNAK 

  

   

 -   

IPI00021828 CSTB Cistatina-B 
  

   
 Expressão diminuída em CEC de esôfago  Zhang et al., 2011 

IPI00012069 NQO1 
NADPH 
desidrogenase 
[quinona] 1 

  

   

 -   

IPI00759663 PRDX5 Isoforma 
Citoplasmática 

  
   

 Potencial biomarcador para CCE de cabeça e pescoço  
Staab et al., 2007 
Wang et al., 2008 
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peroxissomal de 
Peroxiredoxin-5, 
mitocondrial 

Ralhan et al., 2008 

IPI00399115 PTAR1 
Proteína 
preniltransferase 
alfa subunidade 1 

  

   

 -   

IPI00029510 LY6D 
Antígeno de linfócito 
6D   

   
 -   

IPI00003798 ZNF282 
Proteína zinc finger 
282   

   
 -   

IPI00010130 GLUL Glutamina sintetase 
  

   
 

Potencial biomarcador sérico de diagnostic para o carcinoma 
hepatocellular 

WB 
IHQ 

Long et al., 2010 

IPI00304962 COL6A2 
Colágeno cadeia 
alfa-2I   

   
 Proteína com expressão diferenciada em CEC oral - Polachini et al., 2012 

IPI00082931 SPRR3 
Pequena proteína 
rica em prolina 3   

   
 -   

IPI00023711 EVPL Envoplakin 
  

   
 -   

IPI00477227 KRT78 
Isoforma 1 de 
queratina, tipo II 
citoesqueletal 78 

  

   

 -   

IPI00479877 ALDH9A1 
4-
trimetilaminobutirald
eído desidrogenase 

  

   

 -   

IPI00218573 IL1RN 

Isoforma 3 da 
Interleucina-1 
proteína antagonista 
do receptor 

    

  

 Expressão diferenciada em CEC oral  Koike et al., 2005 

IPI00022229 APOB 
Apolipoproteína B-
100     

  
 

Potencial biomarcador para o cancer de ovário 
Potencial biomarcador sérico para o câncer de pancreas 
 

WB 
Li et al., 2008 

Yue et al., 2011 

IPI00329108 SCEL 
Isoforma 1 da 
Sciellin     

  
 -   
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6.2. A potencialidade do fator eucariótico de elongação delta 1 como 

biomarcador para o CEC oral 

Evidências sugerem que a atividade dos fatores de tradução exerce um 

papel importante na regulação do crescimento celular e vários estudos têm 

demonstrado a relação entre a atividade dos fatores de tradução, senescência 

celular e a expressão de oncogenes (Sonenberg et al., 1993; Anand et al., 2003). 

Entre estes fatores, EEF1D é uma proteína citoplasmática considerada como um 

fator enzimático mediador do processo de elongação da tradução atuando na 

transferência de moléculas de aminoacil RNA transportador (tRNA) para o 

ribossomo 80S através da hidrólise de 5’-trifosfato de guanosina (GTP) (Proud, 

1994; Shen et al., 2013). Esta proteína pertence ao complexo fator eucariótico de 

elongação 1 (EEF1) composto por 4 subunidades: alfa, beta, gama e delta no qual 

EEF1D interage com EEF1 alfa e EEF1 beta/gama desempenhando sua função 

elongadora correta para síntese proteica. Entretanto, a expressão anormal de 

fatores de tradução do complexo EEF1 demonstrou ter efeitos dramáticos no 

crescimento celular, incluindo transformação e tumorigênese (Ogawa et al., 2004) 

e  a superexpressão de EEF1D em tumores sugere que a transformação maligna 

in vivo exige um aumento da expressão de mRNA dos fatores de tradução e da 

sua síntese proteica para entrada e transição através do ciclo celular (Shin et al., 

2005). Além disso, EEF1D pode funcionar como um protooncogene e, 

consequentemente, como um fator de risco para carcinogênese em tumores 

quando se apresentam superexpressos (Joseph et al., 2002; Lei et al., 2002).  

Em nosso estudo, entre as inúmeras proteínas com expressão 

diferenciada no CEC oral, o fator eucariótico de elongação delta 1 (EEF1D) 

apresentou alta significância estatística pelo teste t Student (p=0,0011) e razão de 

expressão entre CEC oral e mucosa normal de 2,3 (Tabela suplementar 1). Esta 

proteína também foi discriminada como marcadora de classe para o CEC oral na 

análise por PLS-DA (Tabela 9). Estes resultados somados ao potencial papel de 

associação com o câncer indicado por alguns estudos prévios de proteômica 
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baseada em MS para EEF1D (Keenan et al., 2009; Gyenis et al., 2011; Polachini 

et al., 2012; Shen et al., 2013) levaram a tentativa de explorar melhor a 

participação desta proteína no câncer bucal e através da validação por WB e IHQ 

observamos a expressão aumentada de EEF1D para o CEC oral. Por sua vez, na 

validação através de qRT-PCR nas linhagens celulares foi observada uma maior 

expressão de mRNA somente da linhagem tumoral SCC-9 em relação a linhagem 

de queratinócito normal HGK.  Previamente, Shuda et al. (2000) descobriram que 

a expressão do mRNA do EEF1D estava aumentada em relação a gradação 

histológica (de bem diferenciado, moderadamente para pobremente diferenciado) 

sugerindo um papel associado a diferenciação tumoral no carcinoma 

hepatocelular. A expressão de mRNA de EEF1D também foi encontrada 

aumentada em amostras teciduais de pacientes com câncer esofágico e 

hepatocelular quando comparada ao tecido normal através de análises por RT-

PCR e associada à presença de metástase linfonodal, estágio avançado da 

doença e pobre prognóstico sugerindo um possível papel dessa proteína como 

biomarcador de prognóstico para esta neoplasia (Shuda et al., 2000; Ogawa et al., 

2004). Logo, a futura realização da análise da expressão de mRNA em amostras 

teciduais de CEC oral em comparação a mucosa oral normal pode agregar 

resultados adicionais mais precisos a tendência de maior expressão já observada 

em linhagem celular pelo nosso estudo. Paralelo a isso, cabe salientar, que 

Joseph et al. (2002) sugeriram que fatores etiológicos, tais como, a exposição a 

certos carcinógenos químicos e o estilo de vida (tabagismo e o etilismo) podem 

afetar a expressão de EEF1D em pacientes com CEC esofágico e mecanismos 

moleculares responsáveis pela carcinogênese podem atuar de maneira diferente 

em tumores que  EEF1D está superexpresso em relação aqueles tumores que não 

se observa a sua superexpressão. Fatores etiológicos semelhantes estão 

associados aos pacientes com CEC oral podendo também existir alguma 

associação da expressão de EEF1D e o desenvolvimento dessa neoplasia.  
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Alguns estudos atuais in vitro e in vivo que utilizaram a MS como 

ferramenta na busca de biomarcadores tem citado à expressão de EEF1D e sua 

associação com o câncer, entretanto, pouco ainda se sabe sobre o seu papel na 

carcinogênese e seu potencial para utilização clínica de rotina como auxiliar em 

algum tipo específico de neoplasia. Entre estes estudos, Keenan et al. (2009) 

associaram a expressão de EEF1D com o processo de invasão em uma linhagem 

celular de CCE de pulmão através da utilização de gel 2D-MALDI-TOF/MS. Por 

sua vez, Polachini et al. (2012), através da utilização de gel 1D-MALDI-TOF-

MS/MS, identificaram EEF1D como superexpressa em amostras teciduais de CEC 

oral. Shen et al. (2013) identificaram através de gel 2D- MALDI-TOF/MS a proteína 

EEF1D superexpressa em amostras teciduais de câncer de cólon e com a 

validação por qRT-PCR, WB e IHQ foi possível confirmar os resultados da MS e 

associar a expressão diferenciada de EEF1D aos diferentes perfis proteômicos 

entre o câncer de cólon do lado direito (maior expressão) e esquerdo (menor 

expressão) para essa amostra de pacientes.  

Assim, é possível afirmar que os resultados do nosso estudo foram 

adicionais aos resultados presentes na literatura, pois sugere além da proteína 

EEF1D, um painel de potenciais biomarcadores juntamente com as proteínas que 

fazem parte da mesma rede de interações e processos biológicos. Entretanto, o 

papel funcional de EEF1D e dos demais potenciais marcadores deve ser 

explorado e validado em um maior número de amostras de pacientes. Essas 

perspectivas podem sugerir potenciais biomarcadores também como alvos 

terapêuticos. Para isso, a utilização de metodologia de MS para validação 

quantitativa de alvos de interesse (do inglês Target Proteomics) pode ser utilizada 

para avaliar estes candidatos a biomarcadores com o objetivo de implementação 

da pesquisa translacional de forma a permitir que o conhecimento previamente 

obtido em laboratório possa ser usado através de um marcador biológico auxiliar 

na prática clínica (Gillette & Carr, 2013). 
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6.3. Outros potenciais biomarcardores relacionados ao CEC oral e suas 

possíveis funções biológicas 

Algumas proteínas integrinas podem ser consideradas também com 

potencial para biomarcadores no CEC oral, pois apresentaram resultados 

expressivos nas análises estatísticas e de bioinformática realizadas em nosso 

estudo. Além disso, evidências sobre a associação dessas moléculas com o 

câncer já foram observadas em estudos prévios (Missan & DiPersio, 2012; Hunt et 

al., 2011; Delon et al., 2007). A isoforma alfa-6X1X2A da integrina alfa-6 (ITGA6), 

a isoforma beta-1A da integrina beta-1 (ITGB1) e a isoforma beta-4C da integrina 

beta-4 (ITGB4) foram identificadas como superexpressas com razão >1,5 e p<0,05 

(Tabela suplementar 1) e associadas com alta significância estatística em todas as 

vias e processos biológicos segundo a ferramenta DAVID (Tabela 11). Logo, tais 

aspectos indicam uma possível participação dessas moléculas na carcinogênese 

oral.  

As integrinas são os principais receptores de superfície celular e estão 

associadas à aderência à matriz extracelular (MEC), além de serem proteínas 

importantes para a ativação de vias de transdução de sinal intracelular em 

resposta a sinais extracelulares que controlam uma grande variedade de funções 

celulares no tecido normal e patológico (Giancotti et al., 1999; Hynes et al., 2002; 

Ridley et al., 2003). Tais moléculas também interagem com uma ampla variedade 

de outras proteínas estruturais mediando a interação entre a MEC e o 

citoesqueleto e, dessa forma, controlando a forma, a polarização e a motilidade 

celular (Delon et al., 2007). Além de seu papel fisiológico, as integrinas quando 

expressas nas células tumorais regulam muitas funções associadas com a 

transição epitélio-mesênquima que são importantes em todas as fases do 

desenvolvimento da doença, incluindo a formação inicial do tumor, o crescimento 

de tumores, a angiogênese, invasão e metástase (Salo et al., 1991; Felding-

Habermann B, 2003; Desgrosellier et al., 2010). Logo, as integrinas podem 

influenciar o comportamento das células do tumor diretamente através da adesão 
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celular e das funções de sinalização, ou indiretamente, através dos seus efeitos 

sobre a remodelação da MEC (Missan & DiPersio, 2012). No CEC oral, as células 

neoplásicas tipicamente difundem-se por invadir através da MEC o interior do 

sistema linfático levando a metástase locorregional (Ziober et al., 2001). Tal 

processo é associado com mudanças na expressão de moléculas que mantém e 

modificam a MEC, tais como, as integrinas que associadas a outras moléculas 

sinalizam para o crescimento, diferenciação e capacidade de invasão das células 

do epitélio oral (Janes & Watt, 2006).  

A ITGB1, encontrada superexpressa em CEC oral no nosso estudo, 

apresenta papel crucial na progressão e metástase do câncer pancreático em 

estudos com linhagens celulares, que em associação com a sua superexpressão 

possibilitou a indicação dessa proteína como potencial biomarcador para esta 

neoplasia (Arao et al., 2000, Grzesiak et al., 2011, Van den Broeck et al., 2012). 

Zhao et al. (2011) também observaram a superexpressão da ITGB1 no sangue de 

pacientes com câncer gástrico e foi associada a metástase e recidiva da doença. 

A ITGB4 apresentou um papel crítico associado à adesão celular em células de 

câncer de cólon (Pouliot et al., 2000) e superexpressão em câncer pancreático 

(Van den Broeck et al., 2012) e a ITGA6 foi indicada como uma molécula com 

potencial para biomarcador e relacionada ao rompimento da camada basal e 

invasão em câncer de próstata (Khamis et al., 2010), além da superexpressão 

também em câncer pancreático (Van den Broeck et al., 2012). Portanto, um 

achado interesante do nosso estudo foi a descoberta de 3 proteínas da família das 

integrinas superexpressas no CEC oral, bem como a associação com inúmeros 

processos biológicos e vias citadas na literatura, tais como, adesão, motilidade, 

sinalização mediada por integrinas, ancoragem, migração, regulação do 

citoesqueleto de actina e interação do receptor da MEC. Tais aspectos confirmam 

o potencial dessas moléculas como biomarcadores também para o CEC oral. 

As proteínas isoforma 1 da miosina 9 (MYH9) e a alfa-actinina-1 

isoforma A (ACTN1) também foram encontradas superexpressas no CEC oral 
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(p<0,05 e razão >1,5) e associadas com quase todas as vias e processos 

biológicos indicados pelo nosso estudo (Tabela 11) e ambas já foram previamente 

identificadas com expressão aumentada em amostras teciduais de CEC oral 

através da proteômica baseada em MS (Polachini et al., 2012). A MYH9 também 

apresentou expressão diferenciada em câncer pancreático (Paulo et al., 2012) e a 

ACTN1 foi indicada como potencial biomarcador para o diagnóstico e 

estratificação de grupos de risco em sarcomas de tecidos moles (Suehara et al., 

2006). Logo, tais moléculas podem interagir com os demais potenciais 

biomarcadores e participar, através dessas vias e processos, no desenvolvimento 

do CEC oral. 

As redes geradas pelo Ingenuity foram complementares aos demais 

achados e sugeriram a ativação de 3 entre as 7 maiores vias relacionadas ao 

câncer: MAP quinase/Erk, NFκB e PI3K/AKT (Dreesen & Brivanlou, 2007) (Figuras 

15 e 16). Tais vias apresentaram-se correlacionadas e ativadas e podem estar 

envolvidas no desenvolvimento CEC oral como foi sugerido pelas análises do 

nosso estudo. No estudo de Zeng et al., 2011, o software Ingenuity gerou uma 

rede biológica em que ERK1/2, p38 MAPK e NFkB também foram as moléculas 

chave na rede para os resultados da análise de potenciais biomarcadores séricos 

para o câncer pulmonar através de LC-MS/MS. A via MAPK é desregulada em um 

amplo espectro de cânceres devido ao seu papel central na proliferação celular 

sendo que alterações em seus fatores de ativação RAS, RAF e ERK resultam na 

ativação dessa via e o surgimento de um estado celular hiperproliferativo (Dreesen 

& Brivanlou, 2007). Mutações em RAS são encontrados em ~45% dos cânceres 

de cólon e ~90% dos cânceres pancreáticos (Katz et al., 2007). Mutações em 

RAF, por sua vez, encontram-se em cerca de dois terços de todos os melanomas 

(Sebolt-Leopold & Herrera, 2004). A superexpressão de ERK foi observada na 

linhagem de CEC oral HSC-3 e relacionada à mesma via (Hour et al., 2012). A via 

de NFkB regula genes envolvidos em processos celulares como proliferação, 

resposta ao estresse, imunidade inata e inflamação (Brivanlou et al., 2002; 



 

102 
 

 

Courtois & Gilmore, 2006.). Mutações e desregulação na via sinalização de NFkB 

estão envolvidas numa variedade de malignidades de células B como, por 

exemplo, amplificação desta via em ~ 50% dos linfomas de Hodgkin, ~ 10-20% 

dos linfomas não Hodgkin e ~ 40% dos linfomas de células T natural killer 

(Dreesen & Brivanlou, 2007). Por sua vez, a via PI3K/AKT quando ativada tem 

uma variedade de efeitos no metabolismo celular, na proliferação celular e 

sobrevivência, existindo uma significativa relação entre essa via e a via NFkB na 

sinalização da proliferação celular (Dreesen & Brivanlou, 2007), como também foi 

observado em nossa rede para o CEC oral. A ativação da via PI3K/AKT tem sido 

observada em vários cânceres como foi observado em câncer de mama, ovário, 

tireóide (Vivanco & Sawyers, 2002).  Além disso, a ativação do mecanismo de 

transição epitélio-mesênquima necessária para invasão tumoral é sinalizada por 

uma série de vias tais como a PI3K/AKT e MAPK demonstradas em nosso estudo 

e esta associação já foi evidenciada em estágios avançados do CEC oral (da Silva 

et al., 2012). Logo, sugere-se a participação dessas vias quando ativadas no 

desenvolvimento do CEC oral, entretanto ensaios adicionais são necessários para 

validação e observação da funcionalidade biológica na carcinogênese oral.  
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7. CONCLUSÃO 

 

7.1. O fluxo de trabalho utilizado neste estudo foi eficiente na identificação de 

potenciais biomarcadores e mecanismos biológicos associados ao CEC oral 

utilizando abordagens complementares de ML, protêomica e bioinformática. 

 

7.2. Esse trabalho indicou um painel de potenciais biomarcadores em importantes 

processos e vias relacionadas à carcinogênese que pode auxiliar no avanço do 

conhecimento sobre o desenvolvimento e progressão do CEC oral. 

 

7.3. Entre os candidatos a biomarcadores identificados por MS, a proteína EEF1D 

foi identificada com maior expressão em CEC oral, sendo essa expressão validada 

por WB e IHQ. Entretanto, o papel biológico dessa proteína em CEC oral ainda 

não está completamente estabelecido e uma amostra maior de pacientes deve ser 

utilizada para que essa proteína possa ser considerada um biomarcador auxiliar 

no âmbito clínico, seja para o diagnóstico, prognóstico ou como possível alvo 

terapêutico.  
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Anexo 3  

Tabela Suplementar 1 - Proteínas identificadas por espectrometria de massas e diferencialmente expressas no CEC oral segundo teste t Student (p<0,05) e 
razão >1,5. 

  Mucosa Oral Normal CEC Oral   

Proteínas Identificadas (2529) Número de 
Acesso 

PG57
10_11 

PG87
10_11 

PG28
12_11 

PG88
10_11 

PG16
04_91 

PG34
12_05 

PG41
06_04 

PG53
06_08 

PG06
04_11 

PG34
04_11 

PG57
10_11 

PG87
10_11 

PG28
12_11 

PG88
10_11 

PG16
04_91 

PG34
12_05 

PG41
06_04 

PG53
06_08 

PG06
04_11 

PG34
04_11 

raz
ão 

Valor 
p 

Proteína não caracterizada IPI00925547 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 1 4 4 0 6 0 18 5,1 3,90E-
02 

Isoforma Alfa-6X1X2A da Integrina alfa-6 IPI00216225 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 2 0 0 13 7 4 1 2 2 7 4,2 
1,20E-
02 

Isoforma Beta-4C da Integrina beta-4 IPI00027422 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 2 3 0 8 11 1 0 4 3 6 3,7 
5,30E-
03 

Isoforma 1 da Miosina-Ib IPI00376344 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 7 4 0 0 1 9 3,4 
3,00E-
02 

Fascin IPI00163187 7 1 1 3 3 5 0 1 2 2 3 3 4 29 19 19 2 10 11 10 3,4 
9,40E-
03 

Filamina B isoforma 1 IPI00900293 17 11 4 13 11 7 8 7 4 16 23 16 4 24 81 51 10 56 43 16 3,1 1,00E-
02 

Isoforma H17 da Mieloperoxidase IPI00007244 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 1 2 1 0 3 1 10 3,1 3,80E-
02 

Isoforma 1 do Microtúbulo-actina ligação 
cruzada  fator 1, isoformas 1/2/3/5 

IPI00550385 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 3 1 0 2 4 2 1 6 6 0 3,1 3,60E-
03 

Serpina H1 IPI00032140 1 1 1 1 0 1 0 3 1 1 2 1 0 8 10 6 1 3 3 17 3,0 
2,80E-
02 

Família transportadora de soluto 2, 
transportador de glicose, membro 1 IPI00220194 2 1 2 1 0 5 0 1 0 1 2 3 3 4 7 2 2 6 6 18 2,8 

2,40E-
02 

Queratina, tipo I citoesqueleto 17 IPI00450768 0 369 244 258 0 57 79 0 87 112 346 538 238 154 406 279 55 525 551 116 2,6 
1,10E-
02 

Isoforma 2 da Filamina A IPI00302592 26 19 18 16 11 35 14 19 7 15 22 32 19 66 54 66 19 69 60 84 2,6 1,00E-
03 

Isoforma 1 da Tenascina IPI00031008 3 11 1 1 0 4 0 0 0 0 2 5 0 1 12 14 0 10 8 16 2,6 3,80E-
02 

Fibrinogênio cadeia beta IPI00298497 5 25 5 3 16 31 45 23 5 19 30 141 19 29 67 21 3 79 18 62 2,6 4,70E-
02 

Rab GDP dissociação inibidor alfa IPI00010154 0 1 4 0 0 0 0 3 0 7 4 0 0 0 7 9 7 3 7 16 2,5 
4,10E-
02 

cDNA FLJ25678 fis, clone TST04067, 
altamente similar a PURINA 
NUCLEOSíDEO FOSFORILASE 

IPI00017672 0 0 0 0 3 2 4 1 2 2 3 1 0 0 8 8 5 10 7 9 2,4 1,40E-
02 

Isoforma 2 de Basigin IPI00019906 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 4 2 4 1 2 1 4 2,3 
3,40E-
03 

EEF1D  IPI01009986 3 1 2 1 1 2 1 2 1 3 2 1 4 7 5 7 6 4 7 11 2,3 1,10E-
03 

Proteína de repetição rica em Leucina 
contendo 59 

IPI00396321 2 1 2 1 1 1 0 0 1 0 0 1 3 9 4 5 1 4 2 6 2,3 1,40E-
02 

Isoforma Gama-B da da cadeia gama do 
Fibrinogênio 

IPI00021891 7 22 2 1 16 30 31 16 7 12 23 68 23 26 43 22 3 52 20 40 2,1 1,70E-
02 
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Laminina subunidade beta-1 IPI00013976 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 5 0 2 0 3 2,1 
3,80E-
02 

Isoforma Del-701 transdutora de sinal e 
ativadora de transcrição 3  IPI00306436 3 0 2 1 3 1 0 1 0 0 3 1 1 1 6 7 5 4 2 6 2,1 

7,80E-
03 

cDNA FLJ55990, altamente similar ao 
domínio LIM e proteína de ligação a 
actina 1 
 

IPI00796705 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 4 0 0 1 3 2,1 
2,30E-
02 

Alfa-actinina-1 isoforma A IPI00759776 22 10 0 18 20 22 22 22 13 13 21 24 0 93 39 39 16 39 26 44 2,1 4,00E-
02 

Isoforma 4 of Plectina IPI00398779 29 28 45 28 23 36 32 25 25 44 48 28 29 116 71 76 37 45 74 106 2,0 6,00E-
03 

cDNA FLJ56016, altamente similar a C-1-
tetrahidrofolato sintase, citoplasmática IPI00794900 2 1 1 1 0 0 0 2 1 1 1 1 0 4 5 6 2 1 1 7 2,0 

3,30E-
02 

Glicil-tRNA sintetase IPI00783097 3 1 1 1 1 0 1 2 3 2 2 5 4 1 2 11 1 3 6 6 2,0 
2,00E-
02 

Pré-mRNA do processamento do splicing  
fator 8 IPI00007928 3 0 0 1 0 0 0 0 2 1 0 1 0 1 2 5 2 4 1 6 1,9 

4,50E-
02 

Proteossoma 26S não-ATPase 
reguladora subunidade 2 

IPI00012268 3 1 0 1 1 4 1 1 1 0 2 1 0 1 6 7 5 2 4 4 1,9 
2,10E-
02 

Proteína não caracterizada IPI00646839 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 2 0 4 1 4 3 1 2 4 1,9 6,70E-
03 

cDNA FLJ56074, altamente similar a 
proteína reguladora do oxigênio 150 kDa  

IPI00922838 3 1 1 0 2 0 3 0 1 0 2 3 1 1 4 4 7 1 3 4 1,9 9,50E-
03 

tRNA-splicing ligase homóloga RtcB  IPI00550689 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 2 0 2 2 0 1 3 1,9 1,00E-
02 

Proteína não caracterizada IPI00789324 103 322 229 233 55 69 96 61 103 126 294 422 227 139 313 238 67 395 419 115 1,9 
2,30E-
02 

Fator eucariótico de iniciação da 
tradução 2 subunidade 1 IPI00219678 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 2 0 0 1 2 2 0 1 2 3 1,9 

9,40E-
03 

Isoforma 2 do fator eucariótico de 
iniciação da tradução 3 subunidade B IPI00719752 3 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 2 1 5 2 2 1 4 5 6 1,9 

6,70E-
03 

Isoforma Beta-1A da integrina beta-1 IPI00217563 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 1 0 1 0 3 1,8 1,80E-
02 

Quinesina-1 cadeia pesada IPI00012837 3 3 0 2 0 1 3 1 3 0 4 1 0 1 5 7 6 3 7 3 1,8 3,60E-
02 

Microtúbulo associado à proteína IPI00880007 3 1 1 1 1 0 0 2 3 3 4 2 1 1 6 4 5 4 6 4 1,8 8,60E-
03 

Anexina A5 IPI00329801 7 3 13 11 6 15 9 10 4 3 17 9 12 33 15 19 9 9 6 20 1,7 
2,80E-
02 

Proteína nucleolar 58 IPI00006379 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 3 1 2 1 1 1 4 1,7 
3,40E-
02 

Isoforma 1 da Fosfatidilinositol-3,4,5-
trisfosfato 5-fosfatase 1 IPI00329213 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 3 0 0 0 0 2 0 1 1,7 

4,40E-
02 

Proteína 44 kDa  IPI00183508 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 2 4 4 1 2 3 3 1,7 
1,10E-
02 

Miosina regulatória cadeia leve 12A IPI00220573 9 2 9 5 8 9 6 5 6 8 6 7 10 17 19 11 10 12 11 18 1,7 4,00E-
03 

Complexo T proteína 1 subunidade zeta IPI00027626 1 0 0 1 1 4 1 1 2 1 2 3 1 1 1 6 6 2 3 3 1,7 2,30E-
02 

Prefoldin subunidade 2 IPI00006052 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2 1 1 0 1 1,7 
1,10E-
02 

L-lactato dehidrogenase A isoforma 3 IPI00947127 15 16 21 28 11 20 24 9 13 27 17 27 20 46 30 40 21 40 42 28 1,7 
3,90E-
03 
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Isoforma 1 da Tropomiosina alfa-4  IPI00010779 4 3 5 4 2 7 8 7 9 8 5 4 4 16 7 16 10 15 9 16 1,7 
2,30E-
02 

Isoforma 1 da Nucleofosmina IPI00549248 6 2 8 5 4 9 4 7 3 5 6 3 5 15 13 15 5 9 7 14 1,7 
2,10E-
02 

RNA ligado à proteína EWS isoforma 1 IPI00009841 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 2 1 2 1 2 1 3 1,7 
1,20E-
02 

Isoforma 1 da Miosina 9 IPI00019502 61 43 70 48 68 81 56 58 41 57 52 82 38 163 117 122 80 110 90 112 1,6 5,40E-
03 

Sin3 histona desacetilase correpressora 
complexo componente SDS3 

IPI00607645 0 1 2 2 0 1 0 3 1 1 1 1 4 2 2 4 5 3 0 4 1,6 3,20E-
02 

Moesina IPI00219365 11 9 12 13 9 21 10 13 13 12 15 16 8 45 27 33 11 17 18 16 1,6 3,80E-
02 

Isoforma 3 da proteína de transporte 
Intraflagellar 88 homóloga IPI00973733 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 2 1 1 1 2 2 0 1 0 1 1,6 

2,20E-
02 

Isoforma 1 do provável fosfolipídio de 
transporte ATPase VD IPI00001723 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 3 0 0 1 1 1 1 1 1,6 

1,70E-
02 

Isoforma 2 da Ubiquilin-1 IPI00071180 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 2 1 0 0 0 1 2 1 1 1 1,6 
2,30E-
02 

Isoforma 2 da adenilil ciclase associada à 
proteína 1 

IPI00639931 7 5 6 4 8 11 12 9 9 8 8 11 4 16 21 22 13 9 11 11 1,5 
2,70E-
02 

Proteína semelhante à Dinamin 1, 
isoforma CRA_c 

IPI01010281 2 0 0 1 0 0 0 1 0 0 2 0 0 1 1 1 1 1 1 3 1,5 3,20E-
02 

Isoforma 2 da UTP glicose-1-fosfato 
uridililtransferase 

IPI00395676 2 1 0 1 1 0 1 0 0 1 2 1 0 2 4 1 1 1 3 1 1,5 3,10E-
02 

Proteossoma 26S não-ATPase 
regulatória subunidade 14 

IPI00024821 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 2 0 1 2 1 1,5 2,70E-
02 

Isoforma 1 de MAP7 contendo domínio 
proteína 1 IPI00654605 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1,5 

8,70E-
03 

Fator eucariótico de iniciação 4A-I IPI00025491 12 11 26 16 11 14 13 24 18 13 6 14 27 40 25 31 30 16 23 30 1,5 
2,80E-
02 

Homóloga da proteína flightless 1 IPI00031023 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1 3 2 1 2 1 0 2 0 1,5 
4,10E-
02 

Proteína não caracterizada IPI01012107 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1,5 1,50E-
02 

Proteína quinase, cAMP-dependente, 
regulatória, tipo II, alfa, isoforma CRA_b 

IPI00063234 1 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -1,5 9,80E-
03 

Neuroblasto de diferenciação associada 
à proteína AHNAK 

IPI00021812 124 61 107 42 158 138 134 198 135 145 50 78 91 78 57 47 170 79 100 71 -1,5 3,10E-
02 

Cistatina-B IPI00021828 11 3 21 7 25 15 18 16 20 19 6 9 15 1 8 11 14 12 15 7 -1,5 
3,40E-
02 

Transaldolase IPI00744692 7 2 7 6 8 5 5 10 6 9 2 3 3 3 5 2 5 2 4 10 -1,6 
1,60E-
02 

Isoforma 1 da Miosina 14 IPI00337335 14 12 11 10 14 6 18 11 15 23 2 6 5 15 10 8 14 10 4 9 -1,6 
1,70E-
02 

NADPH desidrogenase [quinona] 1 IPI00012069 2 1 0 1 2 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 -1,6 
2,70E-
02 

Isoforma Citoplasmática peroxissomal de 
Peroxiredoxin-5, mitocondrial 

IPI00759663 13 2 13 4 10 2 14 10 11 10 5 3 5 3 8 1 9 4 7 6 -1,6 3,30E-
02 

Isoforma 3 da espectrina cadeia alfa, 
cérebro  

IPI00843765 13 10 11 8 12 11 13 8 9 14 1 11 5 6 5 5 11 9 4 7 -1,6 1,20E-
03 

Complexo citocromo b-c1 subunidade 2, 
mitocondrial IPI00305383 4 2 7 2 4 4 5 5 2 3 2 1 1 2 2 2 2 0 1 6 -1,7 

1,30E-
02 

NADH desidrogenase [ubiquinona] 1 
subcomplexo alfa subunidade 9, IPI00003968 3 1 0 1 0 1 1 1 2 2 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 -1,7 

1,40E-
02 
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mitocondrial 

Proteína preniltransferase alfa 
subunidade 1 IPI00399115 0 0 0 0 1 0 3 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -1,7 

4,00E-
02 

Antígeno de linfócito 6D IPI00029510 0 1 0 0 2 1 3 2 3 2 0 0 0 0 0 2 1 0 1 0 -1,7 
4,40E-
02 

Ly6/PLAUR domínio contend proteína 3 IPI00004310 6 2 7 6 9 7 9 8 5 5 2 3 4 0 4 5 7 4 6 0 -1,7 
4,00E-
03 

Proteína zinc finger 282 IPI00003798 0 0 0 0 1 0 3 1 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -1,8 1,60E-
02 

Glutamina sintetase IPI00010130 2 1 0 1 2 1 0 0 0 5 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 -1,9 4,70E-
02 

cDNA FLJ50378, altamente similar a 
fenilalanil-tRNA sintetase cadeia alfa 

IPI00909657 0 0 0 1 1 1 1 1 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -1,9 8,90E-
04 

Colágeno cadeia alfa-2I  IPI00304962 3 3 5 4 0 9 1 8 1 6 0 1 5 4 1 1 0 1 1 1 -1,9 
4,90E-
02 

Proteína S100-A14 IPI00010214 9 5 13 4 11 10 10 16 18 8 2 4 5 1 4 7 9 9 6 3 -1,9 
3,80E-
03 

Isoforma 2 de hidroxiacil-coenzima A 
desidrogenase, mitocondrial IPI00298406 3 1 1 1 1 4 3 3 0 2 0 0 0 0 0 2 1 0 0 1 -1,9 

1,20E-
02 

Fator de coagulação XIII cadeia A  IPI00297550 1 2 2 3 1 2 0 1 1 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 -2,0 
4,70E-
03 

Fosfoglucomutase 2 IPI00550364 2 2 1 2 1 1 1 3 2 5 2 1 1 0 0 0 1 0 0 0 -2,0 2,30E-
03 

Isoforma 1 da 3-hidroxiacil-CoA 
desidrogenase tipo-2 

IPI00017726 3 1 2 2 4 5 6 3 6 2 2 1 0 2 1 0 3 1 1 1 -2,0 1.60E-
03 

D-3-fosfoglicerato desidrogenase IPI00011200 2 4 2 3 1 1 0 3 3 3 0 0 0 2 0 0 1 0 0 3 -2,1 4.00E-
03 

Pequena proteína rica em prolina 3 IPI00082931 8 6 19 8 33 14 29 34 44 21 9 11 19 0 1 0 27 12 16 4 -2,1 
3.20E-
02 

Proteína não caracterizada IPI01012729 2 0 0 0 4 1 4 7 3 1 2 0 0 0 0 2 1 0 0 0 -2,1 
3,90E-
02 

Isoforma 1 de queratina, tipo I 
citoesqueletal 13 IPI00009866 

131
8 238 624 258 

126
9 810 

109
1 

123
5 

146
4 589 465 272 648 234 241 203 

138
5 274 242 197 -2,1 

1,90E-
02 

Envoplakin IPI00023711 40 9 15 11 52 25 60 45 47 42 7 9 12 1 12 13 55 26 20 0 -2,2 2,10E-
02 

Enoil-CoA hidratase, mitocondrial IPI00024993 3 1 2 3 0 5 4 6 9 2 1 0 0 1 1 1 6 0 1 0 -2,2 2,50E-
02 

Isoforma 1 de queratina, tipo II 
citoesqueletal 78 

IPI00477227 9 11 8 6 15 12 22 26 45 19 8 5 3 2 6 5 30 7 7 0 -2,2 4,20E-
02 

4-trimetilaminobutiraldeído 
desidrogenase IPI00479877 2 1 1 1 4 0 1 5 5 6 1 0 1 0 0 0 2 1 1 0 -2,2 

1,30E-
02 

Isoforma 3 da Interleucina-1 proteína 
antagonista do receptor  
 

IPI00218573 0 0 1 0 4 0 1 2 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -2,2 1,20E-
02 

Queratina, tipo I citoesqueletal 19 IPI00479145 263 75 172 62 220 157 213 242 282 97 131 44 114 49 0 0 267 36 39 82 -2,3 
1,00E-
02 

Isoforma 2 da desidrogenase aldeído 
graxo 

IPI00394758 3 2 8 1 3 2 0 3 7 5 0 1 1 2 0 0 5 0 0 0 -2,4 1,20E-
02 

Prolargin IPI00020987 1 4 1 5 0 4 0 2 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 -2,4 1,20E-
02 

Apolipoproteína B-100 IPI00022229 16 8 1 2 4 30 28 25 6 6 4 13 0 1 1 1 13 7 1 1 -2,6 4,30E-
02 
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Isoforma 1 da Sciellin IPI00329108 6 1 5 1 9 5 15 13 19 3 2 1 0 0 0 0 16 1 3 0 -2,6 
4,40E-
02 

Alfa-cristalina cadeia B  IPI00021369 0 2 0 0 0 0 4 0 6 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -2,7 
4,20E-
02 

cDNA FLJ53421, altamente similar à 
Homo sapiens família de ligação 
guanilato, membro 6 GBP6, mRNA 

IPI01009416 29 14 14 11 50 30 31 40 34 38 6 8 7 0 5 9 39 2 14 7 -2,8 1,70E-
03 

Periplakin IPI00298057 36 14 34 18 77 35 64 62 78 46 8 14 19 0 7 7 58 18 23 3 -2,8 3,00E-
03 

Isoforma 1 da Proteína POF1B IPI00103242 3 9 4 1 3 0 0 1 5 10 0 1 0 0 0 0 0 3 1 0 -3,2 1,20E-
02 

Alfa-2-macroglobulina semelhante à 
proteína 1 

IPI00419215 16 27 2 16 65 26 65 45 68 41 6 14 0 0 4 4 40 15 18 0 -3,5 4,70E-
03 

GUCA1B (fragmento) IPI00930614 256 2 99 0 220 161 199 262 293 80 0 0 83 0 0 0 269 0 14 0 -4,2 
1,20E-
02 

Proteína 64 kDa  IPI00290078 200 10 310 45 736 60 474 948 
110
9 35 108 11 38 0 42 15 562 37 30 4 -4,6 

4,10E-
02 

Isoforma 1 da queratina, tipo II 
citoesqueletal 73 IPI00174775 50 16 0 0 62 17 42 67 93 23 0 0 18 0 0 8 44 0 0 0 -4,7 

1,20E-
02 
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Anexo 4 

Tabela Suplementar 2 - Proteínas marcadoras de classe segundo as análises multivariadas por PLS-DA e SVM. 

    Mucosa Oral Normal CEC Oral   

Proteínas Identificadas 
(2529) 

Número de 
acesso 

PLS
-DA 

SVM PG57
10_11 

PG87
10_11 

PG28
12_11 

PG88
10_11 

PG16
04_91 

PG34
12_05 

PG41
06_04 

PG53
06_08 

PG06
04_11 

PG34
04_11 

PG57
10_11 

PG87
10_11 

PG28
12_11 

PG88
10_11 

PG16
04_91 

PG34
12_05 

PG41
06_04 

PG53
06_08 

PG06
04_11 

PG34
04_11 

raz
ão 

Valor 
p 

Queratina tipo I 
citoesqueletal 17 

IPI00450768     0 369 244 258 0 57 79 0 87 112 346 538 238 154 406 279 55 525 551 116 2,6 1,10
E-02 

Isoforma 1 do microtúbulo 
de actina ligação cruzada 
fator 1, isoformas 1/2/3/5 

IPI00550385     0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 3 1 0 2 4 2 1 6 6 0 3,1 3,60
E-03 

Proteína S100-A14 IPI00010214     9 5 13 4 11 10 10 16 18 8 2 4 5 1 4 7 9 9 6 3 0,5 3,80
E-03 

D-3-fosfoglicerato 
desidrogenase 
 

IPI00011200     2 4 2 3 1 1 0 3 3 3 0 0 0 2 0 0 1 0 0 3 0,5 4,00
E-03 

Isoforma 1 de 3-hidroxiacil-
CoA desidrogenase tipo 2  
 

IPI00017726     3 1 2 2 4 5 6 3 6 2 2 1 0 2 1 0 3 1 1 1 0,5 1,60
E-03 

Proteína do choque térmico 
beta-1  

IPI00025512     44 45 51 40 47 45 41 50 62 63 34 26 41 33 31 39 51 36 38 47 0,8 4,70
E-03 

Proteína quinase, cAMP 
dependente, regulatória, tipo 
II, alfa, isoforma CRA_b  

IPI00063234     1 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,7 9,80
E-03 

Fator de coagulção XIII 
cadeia A  

IPI00297550     1 2 2 3 1 2 0 1 1 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0.5 4.70
E-03 

cDNA FLJ50378, altamente 
similar a fenilalanina-tRNA 
sintetase cadeia alfa  

IPI00909657     0 0 0 1 1 1 1 1 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,5 8,90
E-04 

Ly6/PLAUR domínio 
contendo proteína 3  

IPI00004310    6 2 7 6 9 7 9 8 5 5 2 3 4 0 4 5 7 4 6 0 0,6 4,00
E-03 

Proteína S100-A14 IPI00010214    9 5 13 4 11 10 10 16 18 8 2 4 5 1 4 7 9 9 6 3 0,5 3,80
E-03 

D-3-fosfoglicerato 
desidrogenase 
 

IPI00011200    2 4 2 3 1 1 0 3 3 3 0 0 0 2 0 0 1 0 0 3 0,5 4,00
E-03 

Isoforma 1 da 3-hidroxiacil-
CoA desidrogenase tipo 2  

IPI00017726    3 1 2 2 4 5 6 3 6 2 2 1 0 2 1 0 3 1 1 1 0,5 1,60
E-03 

Proteína do choque térmico 
beta 1 

IPI00025512    44 45 51 40 47 45 41 50 62 63 34 26 41 33 31 39 51 36 38 47 0,8 4,70
E-03 

Proteína quinase, cAMP 
dependente, regulatória, tipo 
II, alfa, isoforma CRA_b 

IPI00063234    1 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,7 9,80
E-03 

Isoforma 1 da queratina tipo 
II citoesqueletal 73  

IPI00174775    50 16 0 0 62 17 42 67 93 23 0 0 18 0 0 8 44 0 0 0 0,2 1,20
E-02 

Fator de coagulção XIII 
cadeia A 

IPI00297550    1 2 2 3 1 2 0 1 1 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0,5 4,70
E-03 

Periplakin IPI00298057    36 14 34 18 77 35 64 62 78 46 8 14 19 0 7 7 58 18 23 3 0,4 3,00
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E-03 

Alfa 2 macroglobulina 
semelhante a Proteína 1 

IPI00419215    16 27 2 16 65 26 65 45 68 41 6 14 0 0 4 4 40 15 18 0 0,3 4,70
E-03 

Queratina tipo I 
citoesqueletal 19 
 

IPI00479145    263 75 172 62 220 157 213 242 282 97 131 44 114 49 0 0 267 36 39 82 0,4 1,00
E-02 

Fosfoglucomutase-2 IPI00550364    2 2 1 2 1 1 1 3 2 5 2 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0,5 2,30
E-03 

Isoforma 3 de espectrina 
cadeia alfa, cérebro  

IPI00843765    13 10 11 8 12 11 13 8 9 14 1 11 5 6 5 5 11 9 4 7 0,6 1,20
E-03 

cDNA FLJ50378, altamente 
similar a fenilalanina-tRNA 
sintetase cadeia alfa  

IPI00909657    0 0 0 1 1 1 1 1 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,5 8,90
E-04 

Proteína GUCA1B 
(Fragmento) 

IPI00930614    256 2 99 0 220 161 199 262 293 80 0 0 83 0 0 0 269 0 14 0 0,2 1,20
E-02 

cDNA FLJ53421, altamente 
similar a Homo sapiens 
família de proteína de 
ligação guanilato, membro 6 
GBP6, mRNA 

IPI01009416    29 14 14 11 50 30 31 40 34 38 6 8 7 0 5 9 39 2 14 7 0,4 1,70
E-03 

Prefoldin subunidade 2 IPI00006052    0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2 1 1 0 1 1,7 1,10
E-02 

RNA ligado a proteína EWS 
isoforma 1 

IPI00009841    1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 2 1 2 1 2 1 3 1,7 1,20
E-02 

cDNA FLJ25678 fis, clone 
TST04067, altamente similar 
a PURINA NUCLEOSÍDEO 
FOSFORILASE 

IPI00017672    0 0 0 0 3 2 4 1 2 2 3 1 0 0 8 8 5 10 7 9 2,4 1,40
E-02 

Isoforma 1 da Miosina 9 IPI00019502    61 43 70 48 68 81 56 58 41 57 52 82 38 163 117 122 80 110 90 112 1,6 5,40
E-03 

Isoforma 2 de Basigin IPI00019906    0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 4 2 4 1 2 1 4 2,3 3,40
E-03 

Isoforma Beta-4C da 
Integrina beta-4 

IPI00027422    0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 2 3 0 8 11 1 0 4 3 6 3,7 5,30
E-03 

Fascin IPI00163187    7 1 1 3 3 5 0 1 2 2 3 3 4 29 19 19 2 10 11 10 3,4 9,40
E-03 

Proteína 44 kDa  IPI00183508    1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 2 4 4 1 2 3 3 1,7 1,10
E-02 

Fator eucariótico de 
iniciação da tradução 2 
subunidade 1 
 

IPI00219678    0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 2 0 0 1 2 2 0 1 2 3 1,9 9,40
E-03 

Miosina regulatória cadeia 
12A 

IPI00220573    9 2 9 5 8 9 6 5 6 8 6 7 10 17 19 11 10 12 11 18 1,7 4,00
E-03 

Isoforma 2 da Filamina A IPI00302592    26 19 18 16 11 35 14 19 7 15 22 32 19 66 54 66 19 69 60 84 2,6 1,00
E-03 

Isoforma Del-701 do sinal de 
transdução e ativador da 
transcrição 3  

IPI00306436    3 0 2 1 3 1 0 1 0 0 3 1 1 1 6 7 5 4 2 6 2,1 7,80
E-03 

Isoforma 4 da Plectina IPI00398779    29 28 45 28 23 36 32 25 25 44 48 28 29 116 71 76 37 45 74 106 2,0 6,00
E-03 

Queratina, tipo I 
citoesqueletal 17 

IPI00450768    0 369 244 258 0 57 79 0 87 112 346 538 238 154 406 279 55 525 551 116 2,6 1,10
E-02 
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Isoforma 1 do microtúbulo 
de actina ligação cruzada, 
isoformas 1/2/3/5 
 

IPI00550385    0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 3 1 0 2 4 2 1 6 6 0 3,1 3,60
E-03 

tRNA splicing RtcB ligase 
homóloga 

IPI00550689    1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 2 0 2 2 0 1 3 1,9 1,00
E-02 

Proteína não caracterizada IPI00646839    1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 2 0 4 1 4 3 1 2 4 1,9 6,70
E-03 

Isoforma 1 de MAP7 
contendo domínio proteína 1 

IPI00654605    0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1,5 8,70
E-03 

Isoforma 2 do fator 
eucariótico de iniciação da 
tradução 3 subunidade B  

IPI00719752    3 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 2 1 5 2 2 1 4 5 6 1,9 6,70
E-03 

Microtúbulo associado a 
proteína 

IPI00880007    3 1 1 1 1 0 0 2 3 3 4 2 1 1 6 4 5 4 6 4 1,8 8,60
E-03 

Filamina B isoforma 1 IPI00900293    17 11 4 13 11 7 8 7 4 16 23 16 4 24 81 51 10 56 43 16 3,1 1,00
E-02 

cDNA FLJ56074, altamente 
similar a proteína reguladora 
do oxigênio 150kDa  

IPI00922838    3 1 1 0 2 0 3 0 1 0 2 3 1 1 4 4 7 1 3 4 1,9 9,50
E-03 

L-lactato desidrogenase 
cadeia A isoforma 3 

IPI00947127    15 16 21 28 11 20 24 9 13 27 17 27 20 46 30 40 21 40 42 28 1,7 3,90
E-03 

EEF1D  IPI01009986    3 1 2 1 1 2 1 2 1 3 2 1 4 7 5 7 6 4 7 11 2,3 1,10
E-03 

Isoforma 1 provável 
transportadora de 
fosfolipídeo ATPase VD 

IPI00001723    1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 3 0 0 1 1 1 1 1 1,6 1,70
E-02 

Sindecan 1 IPI00002441    2 1 0 1 0 0 0 2 1 2 1 2 1 1 1 0 2 1 3 1 1,2 2,50
E-01 

Isoforma 1 de ATP 
dependente RNA helicase 
DDX19B 

IPI00008943    0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1,3 6,60
E-02 

Espiral enrolada do domínio 
contendo proteína 130 

IPI00011306    0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1,1 1,50
E-01 

Isoforma 1 do Fibrinogênio 
cadeia alfa  

IPI00021885    3 16 0 3 10 27 35 17 12 17 29 54 8 14 36 13 2 52 16 33 1,8 9,50
E-02 

Isoforma Gama B de 
fibrinogênio cadeia gama 

IPI00021891    7 22 2 1 16 30 31 16 7 12 23 68 23 26 43 22 3 52 20 40 2,1 1,70
E-02 

Complemento C1q 
subcomponente subunidade 
C 

IPI00022394    0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0 1 1,1 4,40
E-01 

Proteína 202 kDa  IPI00164441    0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1,2 1,70
E-01 

Esperma associado a 
antígeno 17 

IPI00174345    0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1,2 1,60
E-01 

Isoforma 4 de Nesprin-1 IPI00247295    0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1,3 7,40
E-02 

DmX semelhante a proteína 1 IPI00294728    0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1,2 1,70
E-01 

Fibrinogênio cadeia beta IPI00298497    5 25 5 3 16 31 45 23 5 19 30 141 19 29 67 21 3 79 18 62 2,6 4,70
E-02 

Vitronectina IPI00298971    0 1 0 0 0 1 3 1 0 0 2 4 0 3 2 1 0 3 0 0 1,6 1,20
E-01 
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Isoforma 1 de 
fosfotidilinositol 3, 4, 5 
trifosfato 5 fosfatase 1  

IPI00329213    0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 3 0 0 0 0 2 0 1 1,7 4,40
E-02 

Miosina-Ie IPI00329672    0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1,3 7,00
E-02 

Isoforma 2 de Fibulina 2 IPI00465038    0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1,3 7,30
E-02 

Isoforma 1 de citoplasmático 
FMR1 proteína 1 de interação 

IPI00644231    0 0 1 1 4 1 1 0 0 5 2 2 1 4 0 4 3 0 2 1 1,2 4,60
E-01 

Isoforma 2 de proteína 
vacuolar associada a 
proteína 13D 

IPI00783859    0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1,3 8,10
E-02 

Flotillin 2 IPI00789008    0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1,3 6,90
E-02 

Serina treonina quinase 
receptor associada a 
proteina 

IPI00941907    0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 2 0 1,4 1,10
E-01 

Proteína não caracterizada IPI00967744    0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1,5 1,00
E-02 

Proteína não caracterizada IPI01012107    0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1,5 1,50
E-02 

Mitocondrial transportadora 
homóloga 2 

IPI00003833    1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,9 5,50
E-01 

NADH desidrogenase 
[ubiquinona] 1 alfa 
subcomplexo subunidade 9, 
mitocondrial 

IPI00003968    3 1 0 1 0 1 1 1 2 2 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0,6 1,40
E-02 

Proteína  Jade 3 IPI00006077    0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,8 8,00
E-02 

Queratina, tipo II 
citosqueletal 2 oral 

IPI00008359    124 997 149 621 120 170 157 136 241 908 142 193 155 183 141 141 115 168 145 159 0,4 7,40
E-02 

Ras proteína relacionada a 
Rab-1B 

IPI00008964    3 3 7 5 4 5 6 5 6 0 4 0 5 0 1 0 3 4 0 9 0,7 1,50
E-01 

24-hidroxicolesterol 7 alfa 
hidroxilase 

IPI00009883    0 1 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0,7 7,20
E-02 

Epóxido hidrolase 1 IPI00009896    1 0 2 1 1 0 1 0 2 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 3 0,7 1,80
E-01 

60S ribosomal proteína L8 IPI00012772    3 3 4 2 2 1 3 2 2 2 0 1 1 3 0 4 1 0 1 4 0,7 1,10
E-01 

Isoforma 1 do fator de 
clivagem e poliadenilação 
subunidade 6 

IPI00012998    1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0,9 4,30
E-01 

Proteína vacuolar associada 
à proteína 35 

IPI00018931    4 2 5 2 2 4 4 1 2 3 2 1 0 2 2 4 2 2 3 1 0,8 5,60
E-02 

Prolargin IPI00020987    1 4 1 5 0 4 0 2 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0,4 1,20
E-02 

Alfa cristalina cadeia B IPI00021369    0 2 0 0 0 0 4 0 6 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,4 4,20
E-02 

Transcricional ativador da 
proteína Pur-alfa 

IPI00023591    0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0,8 1,00
E-01 

RNA de ligação proteína 3 IPI00024320    0 1 2 0 0 1 0 1 1 2 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0,7 9,50
E-02 

PDZ domínio contend 
proteína GIPC1 

IPI00024705    0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,9 1,50
E-01 
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Enoil-CoA hdratase, 
mitocondrial 

IPI00024993    3 1 2 3 0 5 4 6 9 2 1 0 0 1 1 1 6 0 1 0 0,5 2,50
E-02 

Acetil-CoA acetiltransferase, 
mitocondrial 

IPI00030363    3 1 1 1 1 4 1 1 1 3 1 0 0 1 2 4 2 0 0 3 0,8 2,90
E-01 

UDP-glucose 6 
desidrogenase 

IPI00031420    3 2 7 1 1 1 9 0 9 12 1 1 0 0 1 0 2 2 1 7 0,5 5,20
E-02 

ATP-dependente RNA 
helicase DHX8 

IPI00031508    0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0,9 3,90
E-01 

Isoforma 1 da Proteína 
POF1B 

IPI00103242    3 9 4 1 3 0 0 1 5 10 0 1 0 0 0 0 0 3 1 0 0,3 1,20
E-02 

Isoforma 1 do fator ativador 
de plaquetas subunidade 
alfa acetil hidrolase IB 
subunidade alfa 

IPI00218728    1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0,9 5,40
E-01 

NADH desidrogenase 
[ubiquinona] beta 1 
subcomplexo subunidade 4 

IPI00220059    1 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0,9 5,30
E-01 

Insulina enzima de 
degradação 

IPI00220373    1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,8 1,10
E-01 

Potencial receptor transitório 
canal catiônico subfamília M 
membro 7 

IPI00290032    0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,8 1,50
E-01 

Monoglicerídeo lipase 
isoforma 1 

IPI00293590    1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0,8 1,90
E-01 

Isoforma 2 do canal aniônico 
voltagem dependente 
seletivo proteína 3 

IPI00294779    2 1 1 1 1 2 1 0 3 1 0 0 0 0 0 0 2 1 2 3 0,8 2,60
E-01 

Isoforma 2 da hidroxiacil 
coenzima A desidrogenase, 
mitocondrial 

IPI00298406    3 1 1 1 1 4 3 3 0 2 0 0 0 0 0 2 1 0 0 1 0,5 1,20
E-02 

Isoforma 1 do fator de 
crescimento epidérmico 
receptor quinase substrato 8 
semelhante a proteína 1  

IPI00301250    0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,9 1,70
E-01 

Complexo citocromo b-c1 
subunidade 2, mitocondrial 

IPI00305383    4 2 7 2 4 4 5 5 2 3 2 1 1 2 2 2 2 0 1 6 0,6 1,30
E-02 

Isoforma 2 da desidrogenase 
aldeído graxo  

IPI00394758    3 2 8 1 3 2 0 3 7 5 0 1 1 2 0 0 5 0 0 0 0,4 1,20
E-02 

ATP sintase subunidade alfa, 
mitocondrial 

IPI00440493    20 12 38 23 20 24 27 30 23 16 8 8 16 24 24 26 25 12 9 38 0,8 2,80
E-01 

Isoforma 2 da proteína não 
caracterizada C18orf54 

IPI00445152    0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,9 1,70
E-01 

Isoforma 2 do receptor 
transitório do canal catiônico 
subfamília V membro 3 

IPI00555580    0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,9 1,70
E-01 

Isoforma 2 da proteína 3 com 
atividade inibitória, 
Melanoma 

IPI00739902    0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,9 1,50
E-01 

Isoforma 4 de StAR 
relacionada com a 
tranferência, proteína 13  

IPI00741772    0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,7 2,50
E-02 

Transaldolase IPI00744692    7 2 7 6 8 5 5 10 6 9 2 3 3 3 5 2 5 2 4 10 0,6 1,60
E-02 
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Isoforma 1 de ATP de ligação 
sub-família membro 1 

IPI00873899    2 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0,8 2,40
E-01 

Isoforma 4 de Dynein cadeia 
pesada 14, axonemal  
 

IPI00925578    0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,9 1,50
E-01 

Proteína não caracterizada IPI00985430    1 1 0 0 0 1 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,8 2,30
E-01 

 


