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RESUMO

As desordens potencialmente malignas orais (DPMOs) sdo apresentagdes clinicas
que apresentam risco aumentado para o desenvolvimento de cancer na cavidade oral.
Estas condigbes sao classificadas de acordo com o grau de displasia epitelial, o qual
atualmente €& o unico preditor de risco de transformagdo maligna para carcinoma
espinocelular oral (CECO), embora ja se saiba que nao se trata de um preditor fiel. A
leucoplasia oral (LO) e a leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP) sao DPMOs
caracterizadas por placas brancas n&o raspaveis que microscopicamente revelam
lesbes epiteliais sem ou com graus variados de displasia epitelial. Mesmo
compartilhando varios aspectos clinicos e microscopicos, a LVP tem um
comportamento clinico mais agressivo e persistente, com proporgdo estimada de
transformagdo maligna de 49.5% e sem resposta as modalidades terapéuticas
atualmente aplicadas. Dentro deste contexto, devido a inexisténcia de caracteristicas
clinicas e microscopicas especificas destas DPMOs nas fases iniciais, se faz
necessario investigar um potencial biomarcador que seja efetivo no progndstico,
diagndstico diferencial e precoce entre os casos de LO e LVP e que futuramente possa
ser um alvo terapéutico. O receptor da quinase C 1 ativada (RACK1) é uma proteina
adaptativa multifuncional que esta envolvida em diferentes vias de sinalizagéo, na
proliferagdo celular, transcricdo e sintese de proteinas, além de regular a atividade
proteica e modular a migragédo e invasdo de células tumorais. Contudo, ainda nao
existem trabalhos que avaliam a expressao de RACK1 em DPMOs. Assim, com base
na literatura e em achados prévios obtidos pelo nosso grupo, este trabalho teve como
objetivos especificos: (1) realizar uma revisao sistematica da literatura para verificar o
valor prognostico da expressao de RACK1 em carcinomas e adenocarcinomas; (2)
avaliar a expressao imuno-histoquimica (IHQ) de RACK1 em biopsias de LO, LVP e
Hiperplasia Fibrosa Inflamatéria (HFI) como grupo controle; (3) avaliar a expressao
génica de RACK1 em LO, LVP e controle (HFI) e seu papel na malignizagao destas
DPMOs. Na revisao sistematica foram encontrados 2201 artigos, mas apenas 61
estavam dentro dos critérios de inclusdo do presente trabalho e destes, 19 artigos
foram selecionados para analise de qualidade e risco de viés e 5 foram incluidos na
meta-analise. Os resultados da meta-analise de subgrupo revelaram que os pacientes
com adenocarcinoma ductal pancreatico e altos niveis de RACK1 tem uma chance
4.45 maior de apresentar subtipo histoloégico tumoral pouco ou moderadamente
diferenciado (OR= 4.45 [3.09; 6.42]) e uma chance 1.88 maior de apresentarem
linfonodos metastaticos (OR= 1.88 [1.28; 2.75]). Na analise IHQ foram utilizadas 189
amostras parafinadas obtidas de biopsias de pacientes com diagndstico clinico-
patoldgico de LO (n=45), LVP (n=93), HFI (n=33) e carcinomas de pacientes com LVP
(n=18), as quais foram avaliadas de acordo com a intensidade de marcacao de
RACKH1. A analise da expressao génica de RACK1 foi realizada pela técnica de reagao
de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR), utilizando amostras congeladas
obtidas de bidpsias de pacientes com diagndstico clinico de LO (n=14), LVP (n=14) e
HFI (n=8). Os resultados desta andlise ndo mostraram diferenca estatistica
significativa. Os resultados da IHQ revelaram niveis aumentados de RACK1 em LO e
LVP comparado ao grupo controle (p=0,0253; p<0,0001, respectivamente), sendo que
ha uma superexpressdo de RACK1 em amostras LVP comparado a LO (p=0,0344).
Além disso, verificou-se uma tendéncia de diminuicdo dos niveis de RACK1 nas



amostras de carcinomas de LVP. Estes achados suportam o comportamento biolégico
distinto destas duas DPMOs, e podem desempenhar um papel importante no
processo de transformagdo maligna.

Palavras-chave: Leucoplasia oral. Imuno-histoquimica. Biomarcadores tumorais.
Receptores de Quinase C Ativada. Revisao sistematica.
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ABSTRACT

Oral potentially malignant disorders (OPMDs) are clinical presentations that present
an increased risk for the development of cancer in the oral cavity. These conditions
are classified according to the degree of epithelial dysplasia, which is currently the only
predictor of risk of malignant transformation to oral squamous cell carcinoma (OSCC),
although it is well known that it is not a reliable predictor. Oral leukoplakia (OL) and
proliferative verrucous leukoplakia (PVL) are DPMOs characterized by non-scrapeable
white plaques that microscopically reveal epithelial lesions without or with varying
degrees of epithelial dysplasia. Even sharing several clinical and microscopic features,
PVL has a more aggressive and persistent clinical behavior, with an estimated
proportion of malignant transformation of 49.5% and no response to currently applied
therapeutic modalities. In this context, due to the lack of specific clinical and
microscopic characteristics of these MPODs in the early stages, it is necessary to
investigate a potential biomarker that is effective in the prognosis, differential, and early
diagnosis between cases of OL and PVL and that in the future may be a therapeutic
target. The receptor for activated C1 kinase (RACK1) is a multifunctional adaptive
protein that is involved in different signaling pathways, including cell proliferation,
transcription, and protein synthesis, as well as regulating protein activity and
modulating tumor cell migration and invasion. However, there are still no studies
evaluating the expression of RACK1 in OPMDs. Thus, based on the literature and
previous findings obtained by our group, this work had the following specific objectives:
(1) to perform a systematic review of the literature to verify the prognostic value of
RACK1 expression in carcinomas and adenocarcinomas; (2) to evaluate the
immunohistochemical (IHC) expression of RACK1 in biopsies of OL, PVL and
Inflammatory Fibrous Hyperplasia (IFH) as the control group; (3) to evaluate the gene
expression of RACK1 in OL, PVL and control (IFH) and its role in the malignization
potential of these OPMDs. In the systematic review, 2201 articles were found, but only
61 were within the inclusion criteria of the present study and of these, 19 articles were
selected for quality and risk of bias analysis and 5 were included in the meta-analysis.
The results of the subgroup meta-analysis revealed that patients with pancreatic ductal
adenocarcinoma and high levels of RACK1 have a 4.45 higher chance of presenting
poorly or moderately differentiated tumor subtype (OR= 4.45 [3.09; 6.42]) and a 1.88
higher chance of presenting metastatic lymph nodes (OR= 1.88 [1.28; 2.75]). In the
IHC analysis, 189 paraffin-embedded samples obtained from biopsies of patients with
clinical-pathological diagnosis of OL (n=45), PVL (n=93), IFH (n=33) and carcinomas
from PVL patients (n=18) were used. The samples were evaluated according to the
intensity of RACK1 labeling. The analysis of RACK1 gene expression was performed
by quantitative real-time PCR (qRT-PCR) using frozen samples obtained from biopsies
of patients with clinical diagnosis of OL (n=14), PVL (n=14) and IFH (n=8). The results
of this analysis showed no statistically significant difference. The IHC results revealed
increased levels of RACK1 in both OL and PVL compared to the control group
(p=0,0253; p<0,0001, respectively), with an overexpression of RACK1 observed in
PVL samples when comparing with OL (p=0,0344). In addition, there was a trend of
decreased RACK1 levels in PVL carcinoma samples. These findings support the



distinct biological behavior of these two OPMDs and may play a role in the processes
of malignant transformation.

Keywords: Leukoplakia, oral. Immunohistochemistry. Biomarkers, tumor. Receptors
for Activated C Kinase. Systematic review.
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1 INTRODUGAO

O cancer de boca e de orofaringe estdo entre os mais comuns em todo o
mundo, sendo que em alguns paises o cancer de boca é o mais comum entre os
homens'. A mortalidade e a morbidade causadas por este tipo de cancer poderia ser
minimizada por meio da prevencéo, detec¢cdo precoce e manejo adequado das
desordens potencialmente malignas orais (DPMOs), impactando nos numeros de
casos no mundo. O diagndstico precoce € possivel por meio de um minucioso exame
clinico, uma vez que o cancer de boca frequentemente € precedido por uma fase inicial
acessivel a inspecao visual que sdo as DPMOs?.

As DPMOs séao definidas como “qualquer anormalidade da mucosa oral que
esteja associada a um risco estatisticamente aumentado de desenvolvimento de
cancer oral”. Sendo assim, a presenga de DPMOs na cavidade oral indica um alto
risco de desenvolvimento de cancer, porém apenas uma minoria progride de fato para
o cancer. Por outro lado, alguns pacientes podem ser diagnosticados com um
carcinoma ja na primeira bidpsia®. Histopatologicamente, as bidpsias de DPMOs
podem revelar diferentes graus de displasia epitelial, os quais sdo associados com o
risco de progressdo tumoral*8. Atualmente, estd bem estabelecido que as DPMOs
com displasia epitelial estdo mais frequentemente associadas a transformacéo
maligna para carcinoma espinocelular oral (CECO)*"9,

A leucoplasia oral (LO) é a DPMO mais comum, sendo descrita como uma
“‘placa predominantemente branca de risco questionavel, apos exclusdo de outras
doencgas ou desordens conhecidas que n&o apresentam risco de desenvolvimento de
cancer. Este termo ¢ estritamente clinico, sendo necessario a confirmacgao
histopatoldgica'®. A LO apresenta taxa de incidéncia que varia de 1% a 4% e sua taxa
de transformag&o maligna é de 9,8%*1%-12, Os sitios mais acometidos sdo o vermelh&o
do labio, mucosa jugal e gengiva, sendo os homens acima de 40 anos de idade os
mais afetados*®'2. Os fatores de risco associados ao desenvolvimento da LO s&o
semelhantes aos associados com os carcinomas orais e incluem tabagismo, consumo
excessivo de alcool, idade avangada, ndz de betel e exposicao a radiagao ultravioleta
nos casos que acometem o vermelhdo do labio3“.

Assim como a LO, a LVP também se apresenta como placa branca nao
raspavel, porém € uma DPMO de curso clinico progressivo, persistente e irreversivel,

caracterizada pela presenca de leucoplasias multifocais que frequentemente se
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tornam verrucosas®. Por isso, a LVP é considerada uma leucoplasia oral multifocal
distinta que apresenta mudangas clinicas e histopatoldgicas importantes ao longo do
tempo, sendo seu diagnostico retrospectivo. As lesdes de LVP estdo relacionadas
com a maior taxa de transformag¢ado maligna para céancer oral quando comparada as
demais DPMQOs'3'4. Além disso, a etiologia da LVP parece ndo estar associada a
fatores de risco como tabaco, alcool e noz de areca'®. A proporgdo estimada de
transformagdo maligna da LVP é de 49.5% (Cl 26.7%—-72.4%), sendo que o0s
pacientes diagnosticados com LVP podem desenvolver tanto CEC ou carcinoma
verrucoso'416.

Neste contexto, a LO e LVP sédo exemplos de DPMOs que compartilham alguns
aspectos clinicos (placa branca nao raspavel) e microscépicos (variados graus de
displasia epitelial), porém possuem comportamento e evolugdo clinica
significativamente distintos. Além disso, um dos maiores desafios relacionados as
DPMOs é prever quais lesdes irdo de fato progredir para uma neoplasia maligna, em
particular o CECO, pois o atual sistema de graduagéo da displasia epitelial ndo é
capaz de reproduzir o risco clinico de transformagdo maligna, principalmente nas
lesbes de LVP, uma vez que estas lesbes apresentam alteracbes arquiteturais
significativas, mas muitas vezes ndo revelam alteragdes citologicas importantes®.
Assim, o melhor entendimento dos mecanismos celulares e moleculares relacionados
a LVP poderiam auxiliar no desenvolvimento de medidas terapéuticas mais eficientes.

Resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa por meio de uma abordagem
protedmica identificou um grupo de proteinas cuja expressao foi significativamente
maior nas amostras de LVP em relacdo as amostras de LO, as quais apresentam um
menor potencial de transformag¢ado maligna, e também em relag&o ao grupo controle,
o qual foi composto por amostras de HFI (lesdo inflamatéria sem potencial de
transformagdo maligna). Dentro deste grupo de proteinas, o RACK1 (receptor da
proteina quinase C 1 ativada) foi identificado como altamente expresso em todas as
amostras de LVP, apresentando um fold change grupal de 1,7 em relagado as amostras
de LO e de 1,6 em relagédo ao controle'”. Adicionalmente, outro estudo de analise
protebmica com lesdes de CECO mostraram que RACK1 estava diferencialmente
expresso neste grupo de lesdes e um outro estudo do mesmo grupo revelou RACK1
como preditor de progndstico clinico ruim em CECQO'819,

O RACK1 & uma proteina intracelular de 36 kDa que pertence a familia das
proteinas de repeticao Trp-Asp40 (WD40), compartiiha semelhangas com a



17

subunidade B da proteina G da transducina e é responsavel pela interacdo com a
familia da proteina quinase C (PKC)?. Ele atua como proteina estrutural para a
transducdo de sinais e controla varios processos celulares como crescimento,
diferenciagao, invasdo e migragao?'?8. Além disso, a desregulagdo de RACK1 tem
sido associada ao desenvolvimento de varios tipos de tumores (Adams et al., 2011)%°.
Estudos demonstraram que o RACK1 promove o avango e a quimiorresisténcia no
cancer de figado?'. Por outro lado, RACK1 impede as metastases tumorais no cancer
gastrico??. Sendo assim, o RACK1 pode apresentar fungdes diversas e possivelmente
conflitantes em diferentes tipos de células ou tecidos?3.

Diante do exposto, o estudo da proteina RACK1 nas DPMOs parece promissor
e pode representar um potencial biomarcador no processo de progressdo e
malignizac&o destas lesdes, bem como um marcador de detecgéo precoce de lesbes

com maior potencial de transformag&o maligna.
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2 OBJETIVO

Avaliar a expressao de RACK1 e seu papel na transformacdo maligna da

leucoplasia oral e leucoplasia verrucosa proliferativa.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar uma revisdo sistematica da literatura com o intuito de avaliar o papel
do RACK1 em diferentes tipos de carcinomas e adenocarcinomas, assim como
verificar se o valor progndstico da expressao deste marcador esta associado a
fatores clinico-patologicos e demograficos dos pacientes acometidos.

e Comparar por meio de imuno-histoquimica a expressdo do RACK1 em lesbes
de LO, LVP e carcinomas de oriundos de LVP em relagdo ao controle
(hiperplasia fibrosa inflamatodria - HFI), por meio de reagbes de qRT-PCR.

e Analisar a associacdo da expressdao do RACK1 com os parametros clinico-
patologicos em lesdes de HFI, LO e LVP.

e Avaliar a expressao génica de RACK1 em lesdes de LO e LVP em relagdo ao
controle (HFI), por meio de reagdes de qRT-PCR.
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3 REVISAO DA LITERATURA

O levantamento bibliografico realizado sobre os temas abordados no presente
trabalho esta descrito nas se¢des abaixo e foi pautado nos trabalhos mais relevantes.

3.1 Desordens Potencialmente Malignas Orais

As desordens potencialmente malignas orais (DPMOs) s&o definidas como
‘qualquer anormalidade da mucosa oral que esta associada a um risco
estatisticamente aumentado de desenvolver cancer bucal™®. A presenga de uma
DPMO indica um risco aumentado para o desenvolvimento de cancer na cavidade oral
durante a vida do paciente, mas de fato apenas uma minoria progride para o cancer?.
Histopatologicamente, biopsias de DPMOs podem mostrar algum grau de displasia
epitelial, o qual é associado com um risco aumentado de progressdo tumoral®.
Segundo com a ultima classificagdo proposta para as DPMOs, a leucoplasia oral (LO),
leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP), eritroplasia, fibrose submucosa oral e liquen
plano oral estdo entre as mais comuns. Além disso, tem sido sugerida a inclusdo de
lesbes e reagdes liquendides orais e doengas do enxerto- vesus-hospedeiro®. A taxa
mundial de prevaléncia das DPMOs é de aproximadamente 5% e os fatores de risco
associados sao variados, embora varias destas lesdes e condi¢gdes ndo possuam fator
etiologico conhecido®’. Deve-se destacar que um dos maiores desafios relacionados
as DPMOs é prever quais lesdes irdo de fato progredir para uma neoplasia maligna,
em particular o carcinoma espinocelular oral.

Diferentes fatores de risco tém sido associados ao desenvolvimento das
DPMOs, como o uso de tabaco e consumo crénico de alcool no caso das leucoplasias
e ndz de areca nos casos de fibrose submucosa, porém varias dessas lesbes nao
possuem um fator etiolégico bem definido. As diferentes DPMOs podem acometer
qualquer sitio da cavidade oral, porém cada lesao parece apresentar uma predilegao
por um sitio especifico*’. A taxa mundial de prevaléncia das DPMOs varia de 1% a
5%, sendo que as estimativas variam de acordo com o pais, a populacao estudada e
o padréo de uso de tabaco®.

A leucoplasia oral (LO) possui taxa de incidéncia que varia de 1 a 4% e sua
taxa média de transformag&o maligna relatada na literatura foi de 9,8%'"%°. Segundo
a Organizagao Mundial da Saude (OMS), a LO é definida como “uma placa branca de
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risco questionavel, definida apds a exclusdo de outras doencas ou disturbios
conhecidos que mimetizam este aspecto clinico, mas que ndo carregam nenhum risco
conhecido para o cancer™. Portanto, o termo “leucoplasia oral” é estritamente clinico,
utilizado temporariamente como hipotese diagnostica que implica na exclusdo de
outras lesdes de aspectos clinicos similares e o diagndstico final requer a realizag&o
de uma bidpsia e sua analise histopatolégica®. Os individuos mais acometidos por
essa DPMO sado homens caucasianos com idade acima de 40 anos e sua prevaléncia
aumenta conforme o avanco da idade. Os sitios mais acometidos sao o vermelhao do
labio, mucosa jugal e gengiva, sendo que o acometimento do vermelho do labio esta
associado a exposi¢do excessiva aos raios ultravioletas®?. Além disso, os fatores de
risco associados a LO sao similares aos observados nos casos de CECO e incluem o
tabagismo e consumo excessivo de alcool®. A etiopatogenia da LO abrange duas
grandes categorias, incluindo: LO de etiologia desconhecida ou idiopatica e LO
associada ao uso do tabaco, sendo que as LOs podem se apresentar similares entre
si em suas caracteristicas clinicas, porém podem diferir consideravelmente em termos
microscopicos®'32. De acordo com a classificagdo da OMS de 2017, as caracteristicas
microscopicas das LOs variam de hiperqueratose sem ou com variados graus de
displasia (leve, moderada ou severa) até um carcinoma in situ e por isso, a biépsia se
faz mandatoria para o diagnéstico definitivo*. Atualmente, os achados microscépicos
sdo utilizados para predizer o risco de transformag¢ao maligna neste grupo de lesdes.
Entretanto, ainda ndo existem métodos objetivos disponiveis para tipificar lesdes
displasicas e permitir resultados consistentes e reprodutiveis, uma vez que nem todas
as displasias orais progridem para uma neoplasia maligna33. Além disso, a utilidade
desta subdivisdo dos graus de displasia tem sido bastante questionada devido a
grande variabilidade inter e intra-examinadores no que diz respeito a avaliagdo da
presenga/auséncia e dos graus de displasias e vale a pena destacar que a maioria
das LOs permanecem benignas ao longo do tempo. Apenas um pequeno grupo de
lesbes progride para displasias de alto grau ou carcinoma francamente invasivo?%34.
Dessa forma, um dos maiores desafios entre os casos de LO é tentar prever quais
lesbes irdo de fato progredir para uma neoplasia maligna, em particular o CECO.
Como a maioria das LOs sao assintomaticas, o tratamento se faz necessario
em fungdo do risco de transforrmagdo maligna da lesdo a fim de evitar o
desenvolvimento do cancer oral, principalmente o CECO, o qual possui progndstico
ruim, com apenas 50% dos pacientes apresentando uma sobrevida global maior que
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5 anos®. Varios tratamentos foram propostos, os quais incluem excis&o cirtrgica por
bisturi, criocirurgia, terapia fotodindmica, cirurgia a laser, vaporizagdo, além de
tratamento tépico ou sistémico, cessacdo dos fatores de risco ou apenas
acompanhamento rigoroso®-3, A escolha do tratamento ndo segue um critério bem
definido, pois poucos estudos relataram resultados a longo prazo. Além disso, n&o
existe nenhum estudo controlado randomizado avaliando intervengdes cirurgicas,
laser e crioterapia que incluisse um brago sem tratamento ou placebo?®.

Em 1985, Hansen et al.3® definiram pela primeira vez o termo leucoplasia
verrucosa proliferativa (LVP), o qual designava uma variante rara de leucoplasia oral
que apresentava um comportamento unico e de persistente progressao para
malignidade. Estes autores descreveram uma desordem agressiva de etiologia
desconhecida, crescimento lento e com tendéncia a se tornar multifocal ao longo do
tempo®°. Clinicamente, a LVP ¢ caracterizada por placas brancas ndo raspaveis
difusas e multiplas, com prevaléncia quatro vezes maior no género feminino, sendo
frequentemente diagnosticada a partir da sexta década de vida em individuos
usualmente ndo fumantes. Frequentemente acomete a gengiva e a mucosa jugal,
podendo progredir lentamente e envolver sitios contiguos ou n&o*’4!. Esta leséo
apresenta alta taxa de recorréncia e seu indice de transformagao maligna foi de 49.5%
apos acompanhamento a longo prazo'#4042, Devemos destacar que o perfil
epidemiologico da LO convencional, como citado anteriormente, se aproxima do
observado no CECO, o qual acomete mais os homens e esta associado
principalmente ao uso do tabaco®®. Em contrapartida, na LVP isso parece n&o ocorrer,
demonstrando um possivel padréo bioldgico distinto entre LO e LVP. Esta
apresentacao clinica distinta associada a um comportamento biolégico agressivo
permitem que a LVP seja classificada como uma entidade distinta da LO convencional,
sendo descrita pela OMS como a DPMO com maior risco de progressdo para
Carcinoma Verrucoso e CECO*. Contudo, o diagndstico definitivo da LVP deve ser
realizado de forma retrospectiva com base na observacdo temporal das lesdes,
baseado em achados clinicos e histoldégicos que se desenvolvem ao longo dos anos,
embora as caracteristicas clinicas nem sempre sao fornecidas para conclusido do
diagnostico histolégico*®. Os vérios estagios de evolugdo dentro do espectro
histopatolégico da LVP levam a dificuldade em estabelecer um diagnostico final.
Critérios ja foram reformulados para permitir o diagnostico precoce e melhor manejo

da doenca, mas a inexisténcia de caracteristicas clinicas e microscépicas especificas
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nas fases iniciais, juntamente com a terminologia diversa, faz com que o diagndstico
diferencial das lesbes de LVP seja um desafio®43*45. O estudo de Upadhyaya e
colaborades*® mostrou que existe uma importante variabilidade entre os patologistas
quanto ao diagndstico dos varios aspectos histologicos que as lesdes de LVP podem
apresentar, além da falta de terminologia padronizada, a qual causa duvidas em
relagdo ao manejo adequado dos pacientes com LVP.

Devemos destacar ainda que a classificagdo proposta pela OMS enfatiza
apenas os critérios microscopicos para definir o estagio clinico das DPMOs,
baseando-se no grau de displasia®*. Porém até o momento ndo existe preditores
clinicos e histopatolodgicos validados para prever quais lesdes irdo de fato evoluir e
progredir para malignidade. Neste contexto, a utilizagdo de técnicas de biologia
molecular em estudos com LO e LVP para melhor compreensao dos mecanismos
moleculares subjacentes poderiam melhorar acentuadamente a eficacia na
identificagdo dos pacientes com maior risco de transformagéo maligna*®4’. Assim, o
entendimento mais aprofundado da natureza molecular e do comportamento destas
DPMOs ¢é fundamental para que seja possivel identificar potenciais ferramentas
diagnosticas e prognosticas em casos de LO e LVP. Além disto, a LVP frequentemente
apresenta resposta inadequada a todas as modalidades de tratamento e muitas vezes
sofre recorréncia*®. A revisao feita por Capella et al.*® mostrou que a cirurgia e a
ablacao a laser sdo as escolhas de tratamento mais utilizadas, porém a LVP parece
ser resistente a todos os tipos de terapias, as quais ndo reduzem as recidivas e sua
propensdo a transformacdo maligna. Dessa forma, um melhor entendimento dos
mecanismos moleculares relacionados a LVP poderia auxiliar no desenvolvimento de

medidas terapéuticas mais eficazes.

3.2 Receptor da Quinase C 1 Ativada (RACK1)

O receptor da proteina quinase C 1 ativada (RACK1) é uma proteina de 36kDa
que faz parte da familia de proteinas com repeticobes WD. Ela possui sete dessas
repeticdes e € homologa a subunidade 3 das proteinas G. O RACK1 & uma proteina
adaptativa intracelular altamente conservada, localizada no citoplasma e na
membrana citoplasmatica, a qual foi originalmente clonada a partir de um acervo de
cDNA advindo do figado de galinha e de uma linhagem de células B linfoblastéides
humanan (B-LCL)*. Em 1994, Ron et al.’° clonaram uma proteina advinda de um
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acervo de cDNA do cérebro de rato, o qual foi investigado para avaliar produtos
genéticos que se ligavam a proteina quinase C (PKC) na presencga de seus ativadores
e observou uma associacdo de RACK1 com a conformacéo ativa de PKCbll e entdo
designou-se como RACK1.

Por ser uma proteina estrutural, RACK1 atua em diferentes vias de sinalizagao,
bem como em multiplas interagdes proteina-proteina e tem um papel critico para
atividades celulares que sado consideradas fundamentais, incluindo a proliferagao
celular, transcricdo e sintese de proteinas, bem como varias outras funcdes
neuronais?*. Duas fungdes importantes do RACK1 s&o a capacidade de transportar
alguns de seus ligantes para locais intracelulares, bem como de modular a atividade
enzimatica de seus ligantes, o que pode resultar em promog&o ou supressao de
atividades enzimaticas. Desta maneira, o RACK1 desempenha um papel importante
e fundamental no que diz respeito a estabilizagdo da formagao ativa ou inativa de seus
ligantes?°. Sabe-se que o RACK1 participa de vias de sinalizagdo com as proteinas
PKC, Src e integrinas beta, entre outras®'-%¢. Por isso, RACK1 é considerado como
uma proteina de ancoragem em varias vias de sinalizagao intracelular e como uma
proteina que permanece conservada durante a evolugdo'®%. Uma ilustragdo das
principais interagdes de RACK1 e seus parceiros encontra-se na figura 1.

O gene responsavel por codificar a proteina RACK1 é o GNB2L1, o qual € uma
proteina de ligagdo de nucleotideos de guanina e este gene € mapeado no
cromossomo 5q35.5, préoximo ao teldmero do cromossomo 5%. O RACK1 se
apresenta altamente expresso na maioria dos tecidos como cérebro, ovario, figado,
placenta e prostata; porém nos rins, intestino, colon e bago foi encontrado baixa
expressdo de RACK157:596062 Esta expressdo € normalmente regulada de maneira
rigorosa e por isso, mudangas em sua expressdo estdo associadas ao
desenvolvimento de canceres, assim como de patologias cerebrais?%.57:596061 Alguns
trabalhos relatam que RACK1 pode atuar como inibidor do crescimento de fibroblastos
normais por meio da supressao da proliferacdo celular e que ele s6 pode ser
superexpresso em ceélulas transformadas ou células que superexpressam IGF-
1R83.64.55 Além disso, o gene GNB2L1 apresenta um sitio de ligagéo para o receptor
do glicocorticéide, sugerindo uma associagdo entre a expressdao do RACK1 e o
envelhecimento. Este fato parece ser importante, pois 0 RACK1 afeta a distribuigao
subcelular e a fungdo de diversas proteinas e por isso, seu papel é essencial na

regulagdo de varias vias de sinalizagdo em varios dos processos bioldgicos chave?*95.
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Além disso, existem muitos genes funcionais localizados no genoma junto ao GNB2L1
e por isso a proteina RACK1 pode interagir com diversas outras proteinas®’.

RACK1 se liga a PKCbll e estabiliza PKC, além de permitir a fosforilagdo do
substrato de PKC no local apropriado®#%667. De maneira inversa, PKC também atua
na regulacédo da expressao de RACK1 nos midcitos cardiacos e atua monitorando a
presenca de RACK1 no citoplasma, impedindo que RACK1 va para o nucleo de
maneira ndo especifica?%8, Além disso, RACK1 estabiliza a atividade de PKC e
apresenta o PKC ativado para novas proteinas e para outras vias de sinalizagao, além
de permitir, por exemplo, uma conversa cruzada entre PKC e MAPK®®,

A via de sinalizacdo de cAMP/PKA também esta associada ao RACK17%-72, As
fosfodiesterases de cAMP (PDEs) hidrolisam cAMP e o RACK1 interage com uma
isoforma de fosfodiesterases, a PDE4D57%75. Além disso, RACK1 também atua como
fator importante para ligagdo da quinase de adeséao focal (em inglés “FAK” — focal
adhesion kinase) com o PDE4D5 para controlar a polaridade celular’®’”. Qutra via em
que RACK1 desempenha um papel importante é a via da familia Src de proteinas n&o
receptoras tirosina quinases (PTKs) que regulam a adesao, espalhamento e migragao
celular’®7®. RACK1 pode se ligar a Scr para inibir sua atividade, bem como para
transporta-la para sitios especificos e dessa forma, ativa-la?>78-81, A supressdo da
atividade de Src por meio do RACK1 é importante para a regulagdo do crescimento
das células do colon®. Outro estudo sugere que, ao inibir a atividade de Src, o RACK1
estabiliza E-caderina e cateninas nos contatos célula-célula e a atividade de Scr
mediada por RACK1 também é importante para regular os postos de checagem do
ciclo celular’®8082_ Além disso, outro estudo de Mamidipudi e Cartwright®? relevou uma
acgao pro-apoptotica advinda da interagcédo entre RACK1 e Scr.

Nas fungdes fisioldgicas, de acordo com o estudo de Robles MS et al.®* o
RACK?1 parece ser um componente integral do ciclo circadiano de mamiferos. Além
disso, uma variedade de proteinas de sinalizacdo mediadas por RACK1 sao
importantes para processos dinamicos como desenvolvimento embrionario,
cicatrizacdo de feridas, adesdo e espalhamento celular, além de respostas
imunologicas necessarias para uma migragdo celular adequada®®48485 Quando ha
falha neste processo ou quando as ceélulas migram para locais onde nao deveriam,
ocorrem danos como defeitos no desenvolvimento cerebral, mau funcionamento do
sistema imunologico, assim como o desenvolvimento de canceres. O processo de

migragao celular € um processo coordenado que inclui diversas vias de sinalizagao,
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as quais devem ser bem orquestradas e deve haver uma sincronia entre os receptores
de superficie e os elementos do citoesqueleto celular?®. O RACK1 é uma proteina
essencial para este processo, pois ele se liga a diversos componentes como as
quinases, fosfatases e dominios citoplasmaticos dos receptores de superficie
celular®*88, Adicionalmente, RACK1 pode aumentar a fosforilagdo da quinase de
adesao focal (em inglés “FAK” — focal adhesion kinase), além de interagir com
integrinas e se ligar a componentes do citoesqueleto celular, fatos estes que levaram
a designagdo do RACK1 como um regulador chave no conjunto de adeséo focal®'.87:88,
Este, diz respeito a ligagdo mecanica entre a célula e a matriz extracelular (MEC) apds
o recrutamento e ades&o das integrinas na superficie da célula, a qual promove a
fosforilagdo da FAK, que atua regulando a adesao e migragao celular em resposta aos
fatores de crescimento, estimulagdo das integrinas e de componentes da MEC?20:89-91,
Para que FAK execute suas fungdes, € necessaria a presengca do RACK, o qual,
quando suprimido, afeta diretamente as atividades de FAK, a adesao e a difusao
celular®®®. Em células aderentes, o RACK1 atua na migragdo celular por sua
capacidade de se ligar a varias quinases e fosfatases que afetam a fosforilagéo e a
atividade de outros ligantes ou de complexos de proteinas. Além disso, o RACK1
interage com varias isoformas de PKC durante a migragao celular, incluindo PKCb e
PKCg51:92,

Alteracbes na estabilidade dos niveis de expressdo de RACK1 estédo
associadas a varias condigbes patoldgicas como disturbios no desenvolvimento
cerebral, insuficiéncia cardiaca, hipertensao arterial pulmonar, insuficiéncia renal,
atrofia muscular, desenvolvimento disfuncional do esperma, bem como
desenvolvimento de cancer e dependéncia quimica, entre outros?°68.93-97,

Alguns trabalhos também tém abordado o papel do RACK1 no sistema
imunoldgico. Mourtada-Maarabouni et al.®8, com o intuito de identificarem novos genes
reguladores da apoptose, mostraram que a superexpressdo de RACK1 em linhagens
de célula T resultou em uma resisténcia a apoptose induzida por dexametasona e
radiacao ultravioleta. De maneira oposta, quando a expressdao de RACK1 foi
suprimida, as ceélulas ndo se apresentaram resistentes a apoptose, sugerindo um
papel importante de RACK1 nas vias de sinalizagao intracelular que levam as células
T a sofrerem apoptose.
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Figura 1 - llustragéo das principais interagbes de RACK1 e seus parceiros
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O RACKT1 exerce efeitos diferentes em seus parceiros de ligagao, podendo ser transporte de
um local para outro, modificacdo da atividade, aumento da associagdo ou dissociagio e
modulagéo da estabilidade das proteinas de ligagao.

Fonte: Li JJ e Xie DI*®

3.3 Receptor da Quinase C 1 Ativada (RACK1) no Cancer

Varios estudos relatam o importante papel do RACK1 na progressao de
canceres e que a sua expressao é alterada durante a angiogénese e em muitos
carcinomas humanos?°. No cancer de mama, o RACK1 tem sido estudado como um
indicador de progndstico. Os estudos de Mamidipudi e Cartwright®® e de Al-Reefy et
al.’% sugeriram uma funcgdo pré-apoptética de RACK1 nas neoplasias malignas
humanas. No primeiro trabalho realizado com células cancerigenas do célon, a
superexpressdo de RACK1 levou a apoptose de células malignas e no segundo,
realizado em cancer de mama, houve uma associagao da superexpressao de RACK1
com bom progndstico clinico apoés 10 anos de acompanhamento®1%. Em
contrapartida, o estudo de Cao et al'®" demonstrou em seus resultados que a alta
expressdo de RACK1 atuou como fator preditivo de progndstico clinico ruim para o
cancer de mama.

Nos adenocarcinomas (AD) de pulmao, a superexpressao de RACK1 tem sido
associada com o estagio patoldgico, tamanho do tumor e acometimento linfonodal, o
que nao ocorreu em carcinomas de células grandes. Estes achados sugerem que o
RACK1 poderia ser utilizado como um marcador para diagnostico diferencial entre o

AD e os outros subtipos histolégicos de cancer de pulm&o'°2.
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No carcinoma hepatocelular o RACK1 interage com a proteina ADAM12
(proteina 1 de dominio desintegrina e metaloproteinase) por meio da ativagdo de PKC
e se apresenta superexpresso em pacientes com este tipo de carcinoma'®. A
superexpressao de RACK1 estava presente em casos de melanoma metastatico por
meio da amplificagdo da atividade de PKC, assim como em melanomas por meio do
aumento de sua transcrigdo por meio da sinalizagdo MEK-ERK'%4195Adicionalmente,
canceres de proéstata, ovario e aqueles causados pelo papilomavirus humano (HPV16)
e Helicobacter pylori, também revelaram que RACK1 pode ativar diversas vias de
sinalizagdo importantes para a tumorigénese'®®1%  Tem-se associado a
superexpressdo de RACK1 com o processo angiogénese que ocorre mediado pela
via P13K/AKT/Rac1. Além disso, PKCb desempenha um papel neste processo e no
crescimento tumoral, e sua diminuicdo em tecidos ativos ou inativos
angiogenicamente tem sido relacionada a disponibilidade de RACK11°.

O RACK1 também interage com HIF-1, o qual € um fator induzido por hipoxia
e sua expressao esta associada a invasao tumoral, metastase, resisténcia a drogas e
prognostico. A interagao entre HIF-1 e SEPT9-v1 (Septina 9 — proteina citoesquelética
de ligacado GTP) estabiliza HIF-1 e estimula sua atividade transcricional e esta ligacao
entre eles impede que RACK1 se ligue ao HIF-1, pois com a ligagdo de RACK1 ocorre
a ubiquitinagéo e a degradacgado de HFI-1""0. Interessantemente, no estudo de Amir et
al. "1 com células humanas de cancer de prostata, foi observado que a ligagéo entre
SEPT9_v1 e HIF-1 promoveu crescimento tumoral e angiogénese e quando a
expressao de SEPT9 v1 foi suprimida, ocorreu uma diminui¢do da expressao de HIF-
1, assim como diminuicdo da migracéo celular, do crescimento tumoral e da
angiogénese.

No cancer, a ativagdo da FAK se da por meio de fatores de crescimento e de
sinais de adesao nas células tumorais. O RACK1 participa da via do IGF-I (fator de
crescimento) e da sinalizagdo de integrina®. No estudo de Kiely et al.?5 foi
demonstrado a relacdo de RACK1 e FAK para que ocorra tanto a fosforilagdo quanto
a desfosforilacdo de FAK, processos estes que ocorrem em resposta ao IGF-I. A
supressao do RACK1 por meio de interferéncias no RNA interfere na fosforilagdo FAK,
reduzindo a ades3o celular, o espalhamento e o crescimento clonogénico®®. Dessa
forma, o complexo de interagdo RACK1 e FAK é importante para o controle da adesao
de integrinas, bem como para a polarizagdo celular por meio do recrutamento de

cAMP (monofosfato ciclico de adenosina), a qual é hidrolisada por PDE4D5 (familia
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de enzimas fosfodiesterase-4). Juntos, RACK1/FAK/PDE4D5 formam o complexo de
senso de diregdo’®’’. Neste contexto, RACK1 esta envolvido também na regulagéo
da adeséo, protrusdo e migragao celular quimiotatica por meio da sua ligagédo com Src
e recrutamento de paxilina, R-tubulina e outros componentes presentes no
citoesqueleto 818792111 (Figura 2).

De modo geral, a proteina RACK1 esta presente em diversas vias de
sinalizagdo, interagindo e recrutando diversos componentes como quinases,
fosfatases, complexos proteicos, os quais requerem regulagédo rigorosa. Por isso,
qualquer modificacdo que ocorra entre essas vias ou pontualmente no RACK1, por
meio de desregulagcdo nos niveis de expressdo, podera contribuir para o

desenvolvimento e progress&o tumoral?°.

Figura 2 - llustragédo do envolvimento de RACK1 como regulador de adesao focal
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O RACK1 é um participante importante na formagdo de aderéncias focais, estruturas
especializadas que ocorrem quando as células entram em contato com a matriz extracelular.
Ele ajuda a recrutar proteinas estruturais essenciais, quinases e fosfatases dentro dessas
aderéncias, apoiando seu desenvolvimento. O RACK1 também esta envolvido no transporte
de fosfodiesterases e ribossomos para as aderéncias, auxiliando nos processos locais de
sinalizagdo e tradugdo. As alteragbes na expressao de RACK1, sejam elas aumentadas ou
diminuidas, afetam significativamente a atividade e a estabilidade das proteinas associadas,
contribuindo potencialmente para o desenvolvimento e a progressao do cancer.

Fonte: Adams et al.?°

3.4 Receptor da Quinase C 1 Ativada (RACK1) no Cancer Oral

O carcinoma espinocelular (CEC), também denominado de carcinoma de
células escamosas, representa mais de 95% de todas as neoplasias malignas que
acometem a cavidade oral, sendo a neoplasia maligna mais comum da regido de

cabega e pescogo’>'3, Apesar dos recentes avangos no diagnostico e tratamento
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destes tumores, a taxa de sobrevida de 5 anos para pacientes com CECO ainda
permanece entre 50 e 60%3%"4. Atualmente, as ferramentas diagnosticas disponiveis
sdo os parametros histopatolégicos e o estadiamento TNM, sendo eles os unicos
preditores de risco de morte''4114 Assim, se faz necessario a busca por novas
ferramentas diagnosticas para identificar preditores progndstico eficazes para os
casos de CECO''®,

O maior anseio atual € a identificagao de possiveis biomarcadores efetivos para
serem utilizados como marcadores prognostico em pacientes com CECO. Com o
objetivo de identificar potenciais biomarcadores para CECO, Wang et al.'® realizaram
uma analise protebmica a fim de identificar proteinas diferencialmente expressas no
CECO em relagéao ao tecido normal e a LO. Os autores identificaram 52 proteinas
significativamente expressas, sendo que 8 delas foram identificadas pela primeira vez.
Dentre estas, estava a proteina RACK1, a qual foi escolhida para analises mais
detalhadas por ser uma proteina de ancoragem para muitas quinases, além de
receptor de inimeras vias que participam de fungdes bioldgicas criticas?*. Entdo, o
estudo de Wang et al.'® verificou que a expressdo de RACK1 estava aumentada tanto
a nivel de mRNA quanto nos niveis proteicos de células de CECO em comparacéao
com uma linhagem humana de queratinécitos orais normais (HOK). Para validar os
niveis de expressao de RACK1, amostras de tecido de LO, de CECO e de seus tecidos
normais correspondentes foram avaliadas por imuno-histoquimica. O padrdao de
marcagcao de RACK1 nos grupos de epitélio normal, LO sem displasia, LO com
displasia e CECO teve uma tendéncia crescente de marcagao conforme a gravidade
da displasia epitelial e os testes estatisticos apontaram maior expressédo de RACK1
nos tecidos de CECO em relagdo aos tecidos normais e pré-malignos. Os dados
clinico-patolégicos que apresentaram correlagdo com alta expressao de RACK1 foram
o estagio clinico avangado e presenga de metastase ou recidiva e por isso os autores
sugeriram que o RACK1 poderia ser um bom preditor para desfecho clinico e
prognostico de pacientes com CECO. Além disso, os autores também avaliaram o
efeito do silenciamento de RACK1 na proliferagao celular e na apoptose de células de
CECO. Os resultados mostraram diminui¢c&o significativa da sobrevida celular, assim
como uma taxa de 20% a mais de apoptose nas células de CECO em comparacgao
com as linhagenss de queratindcitos normais, sugerindo um papel importante de
RACK1 em mediar a proliferagcao celular e a apoptose na carcinogénese oral, de

acordo com seus nives de expressdo’®. Em conjunto, os dados sugerem que o
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silenciamento de RACK1 induz altas taxas de apoptose nas células tumorais e
aparentemente ndo causa nenhum efeito de toxicidade para os queratindcitos orais
normais'®. Isso poderia ser visto como um dado promissor no que diz respeito a
possiveis medidas terapéuticas utilizando o silenciamento de RACK1 para interferir
no processo de carcinogénese, sem causar maleficios as células normais.

Em 2009, Wang et al.”® avaliaram a importancia da expressdo de RACK1 em
predizer o prognostico clinico de pacientes com CECO, comparado com a expressao
do marcador de proliferagao celular Ki-67, o qual tem um papel ja bem estabelecido
na literatura como preditor de sobrevida em pacientes com neoplasias malignas, como
o CECO, e por meio da expressao deste marcador era possivel distinguir os pacientes
e seus diferentes tempos de sobrevida'®''®. Os autores observaram uma
imunomarcacido fraca de RACK1 em amostras que nao recidivaram enquanto a
maioria das amostras com superexpressao de RACK1 apresentaram recidiva. Além
disto, os resultads mostraram que a expressao de RACK1 e Ki-67 podem influenciar
significativamente a probabilidade de recorréncia, assim como o habito de fumar e
estadiamento T2. Foi observado também uma correlagao positiva entre a expressao
de Ki-67 e RACK1, sugerindo que ambos possuem fungdo similar na carcinogénese
nos casos de CECO. Dessa forma, as proteinas RACK1 e Ki-67 poderiam ser
utilizadas como biomarcadores, juntos ou separados, para prever o desfecho clinico
de pacientes com CECO™.

O mesmo grupo de pesquisadores em 2012 reavaliou o efeito anti-tumoral da
inibicdo de crescimento celular causado pelo silenciamento de RACK1 nas linhagens
celulares tumorais HSC-3 e Cal-27 por meio de varios ensaios in vitro''”. Os autores
também investigaram se o silenciamento de RACK1 poderia estar associado a inibigdo
da adesdo celular, migracdo e invasao nessas duas linhagens celulares e para
entender este mecanismo, avaliaram a expressao das proteinas de EGFR, pEGRF,
HER2, MMP-1 e MMP-9. Os resultados demonstraram que o silenciamento de RACK1
foi capaz de inibir a proliferacdo das células de CECO, sendo que apdés 96h de
silenciamento, a taxa de morte celular neste grupo atingiu 45% em comparagéo a uma
viabilidade celular de 95% no grupo controle. O silenciamento de RACK1 também foi
capaz de inibir a capacidade de migragéo das células de CECO em 55%, resultado
este avaliado por meio dos ensaios de cicatrizagcdo de ferida. Além disso, as células
de CECO néo silenciadas para RACK1 (nao transfectadas) foram capazes de migrar

para o compartimento inferior no ensaio de transwell, 0 que ndo ocorreu com as
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células de CECO transfectadas, as quais tiveram sua capacidade de invasao
diminuida em 78%. A capacidade de adesao celular das células de CECO também foi
reduzida apoés o silenciamento de RACK1, perdendo 32% a 43% da capacidade de
adesdo ao matrigel comparado com as células controle, sugerindo um papel
importante do RACK1 no processo de adesao das células tumorais de CECO. O nivel
de expressao de proteinas envolvidas no processo de invaséo e metastase (EGFR,
HER2, MMP2 e MMP9) apés 48h de silenciamento de RACK1, demonstraram
diminuicdo em seus niveis, sendo que MMP2 e MMP9 estavam significativamente
diminuidos em ambas as linhagens celulares. Assim, os resultados deste estudo
demonstraram que o silenciamento de RACK1 atuou diretamente nas linhagens
celulares tumorais, causando diminuicdo da migragdo, invasao e ades&o destas
células, enfatizando o papel de RACK1 no desenvolvimento e/ou progresséo tumoral
do CECO',

Em 2016, Zhang et al.’"® tiveram como objetivo elucidar os mecanismos pelos
quais o RACK1 estaria regulando o crescimento e a progressdo de CECO por meio
de estudo in vitro e in vivo. Desta forma, utilizando estes dois modelos de estudo, os
pesquisadores investigaram os efeitos do silenciamento de RACK1 sob as células de
CECO HSC-3, no ciclo celular e na inibicao da progressao tumoral. Os resultados
mostraram que a inibicdo do RACK1 nas células HSC-3 resultou em parada do ciclo
celular na fase G1/G2, o que foi atribuido a diminuicdo da expressao de ciclina B1 e
ciclina D1, as quais s&o proteinas responsaveis por regular o ciclo celular. Dessa
forma, os autores sugeriram que o silenciamento de RACK1 contribui para a
diminuicdo ou parada do ciclo celular, inibindo entdo a evolugdo do processo de
carcinogénese oral. O estudo em modelo animal com ratos revelou que os tumores
formados nos ratos que receberam RACK1 silenciado foram menores em tamanho e
peso do que os tumores daqueles que receberam células controle. Os autores também
avaliaram o nivel de proliferagdo tumoral por meio do Ki-67 e a angiogénese tumoral
por meio do marcador VEGF e CD34. Os resultados mostraram redugao da marcagao
de proliferagdo no grupo com silenciamento de RACK1, assim como diminuigdo
significativa no numero médio de vasos por regido, além da diminuigdo da expresséo
de VEGF em relag&o ao grupo controle. A expressédo de E-caderina e RhoA também
foi avaliada e os resultados mostraram uma diminuicdo de RhoA e um aumento de E-
caderina no grupo com silenciamento de RACK1. Juntos, estes achados sugerem que
in vivo, o RACK1 pode contribuir para o processo de progressdo do CECO. A



32

expressdao de RACK1 e AKT fosforilado (p-AKT) avaliada por imuno-histoquimica,
foram semelhantes nos diferentes estagios de carcingénese dos tecidos orais e a
expressao de RACK1 teve correlagao positiva com p-AKT em amostras clinicas de
CECO. Para confirmar estes resultados, extratos celulares advindos de linhagens
celulares de CEC e queratindcitos orais normais (HOK) foram avaliados por western
blot e observou-se uma correlagao positiva entre os niveis de expressao de RACK1 e
AKT. A via de sinalizacdo de AKT/mTOR participa de eventos como ciclo celular e
angiogénese e se apresenta aberrantemente ativada na maioria dos carcinomas,
especialmente aqueles de progndstico ruim como o CECO'®. Os autores observaram
que o silenciamento do RACK1 causou diminuicao na fosforilagcdo de AKT e mTOR,
assim como também ocorreu com 0s niveis da proteina S6, a qual atua diminuindo
mTOR. Houve também uma relagdo dose-dependente em relagédo a via AKT/mTOR
no que diz respeito a fosforilagdo das proteinas e 0 RACK1 silenciando. Os modelos
in vivo com tumores xenograficos de CECO também mostraram que o silenciamento
de RACK1 foi capaz de diminuir significativamente os niveis de pAKT, mTOR, proteina
S6 e LYVE-1, promovendo redugao da linfangiogénese. Assim, os resultados deste
estudo sugerem que o RACK1 promove crescimento celular no CECO, regulando a
proliferagéo celular e a progresséo tumoral, por meio da via AKT/mTOR/S6""°. Assim,
o RACK1 pode estar associado a um prognaostico ruim do tumor e poderia ser utilizado
como um alvo terapéutico'®.

Recentemente, o mesmo grupo de pesquisadores teve como objetivo verificar
o possivel papel de RACK1 como um marcador prognaostico preditivo 6rgao-especifico
em pacientes com CECO e secundariamente, em outros tipos de canceres''®. Este
estudo surgiu com o objetivo de elucidar dados discordantes em relagao aos niveis de
expressao de RACK1 e seus efeitos em diferentes tipos de canceres. Por exemplo,
em um estudo com células de cancer de colo de utero humano, os autores
encontraram que RACK1 poderia induzir a apoptose por meio do bloqueio da ativagao
da via AKT®3. Outro estudo sugeriu que o RACK1 poderia promover apoptose por meio
da oligomerizagcdo de BAX, uma proteina pré-apoptédtica e de dissociagdo do
complexo BAX/Bcl-XL'%°. Assim, Liu S et al.''®. analisaram a relagéo da expressao de
RACK1 com o desenvolvimento e progressdo do CECO utilizando trés coortes
independentes de trés centros (342 pacientes com CECO), além de uma coorte
independente advinda de dados da base TCGA (do inglés, “The Cancer Genome

Atlas) para validagao externa (460 pacientes com cancer de cabega e pescogo). A
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duragado média de acompanhamento dos pacientes nas trés coortes foi 74, 52 e 78
meses € a alta expressao de RACK1 foi observada em 68,2% na primeira coorte;
61,4% na segunda coorte e 54,6% na terceira coorte. A alta expressao de RACK1 foi
associada com a reducéo significativa do tempo de sobrevida de 5 anos nas trés
coortes estudadas. Isso foi observado na coorte de validagao externa onde a alta
expressao de RACK1 foi associada a baixa sobrevida dos pacientes. Também foi
avaliado o nivel de expressao de RACK1 em outros tipos de carcinomas humanos,
assim como seus respectivos tecidos para-cancerigenos com amostras das coortes
deste estudo e com amostras da base de dados TCGA, avaliados por meio de mRNA
de RACK1. Por meio de analise imuno-histoquimica foram analisados céancer
esofagico primario, cancer gastrico, cancer retal, cancer hepatico, cancer pancreatico,
cancer pulmonar, cancer de mama, cancer renal e cancer do colo do utero junto com
seu respectivo tecido para-cancerigeno, todos em duplicatas. Observou-se a
superexpressdo de RACK1 nos canceres de es6fago, pulmao, figado e mama, o que
foi compativel com as amostras da base TCGA que também revelaram alta expressao
de mRNA de RACK1 no cancer de pulméo e figado. Entretanto, avaliando o mRNA
de RACK1 no carcinoma invasivo de mama, carcinoma de cabeca e pescogo e
adenocarcinoma de estémago, os niveis de RACK1 estavam significativamente
menos expressos. Os autores sugeriram que estes dados corroboram para o fato que
a expressao de RACK1 seja orgao-especifica. Além disso, os resultados deste estudo
sdo similares aos resultados prévios obtidos por este grupo de autores, onde eles
identificaram o RACK1 como um marcador de prognostico ruim para os casos de
CECO e o silenciamento de RACK1 inibiu a progressao do CECO in vivo e de maneira
oposta sua expressdo promoveu progressao tumoral via AKT/mTOR, promovendo
migragéo e invasdo das células do CECO, indicando um papel pro-oncogénico de
RACK1 nestas lestes’"s.

Com base nos estudos anteriormente citados, juntamente com os resultados
do nosso estudo de andlise protedémica'’, o estudo e o entendimento da fungdo do
RACK1 nas DPMOs, em particular na LVP e no seu processo de transformagao
maligna, parece promissor; tendo em vista a possibilidade de atuar como um marcador

prognoéstico e como alvo terapéutico.
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4 MATERIAL E METODO

O presente estudo foi aprovado na sessao de 11 de fevereiro de 2021 e foi
realizado de acordo com a Resolugao de n°466 de 12 de dezembro de 2012 do CNS
e aprovado pelo CEP/FOAr — Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Araraquara da UNESP (protocolo CAAE 39015420.2.0000.5416;
Anexo A).

4.1 Revisao Sistematica da Literatura

Objetivo: este estudo teve como objetivo realizar uma reviséo sistematica da
literatura com o intuito de avaliar o papel do RACK1 em diferentes tipos de
carcinomas/adenocarcinomas, assim como verificar se o valor prognéstico da
expressdo deste marcador esta associado a fatores clinico-patoldgicos e

demograficos de pacientes acometidos com carcinomas.

4.1.1 Extracao de dados e questao do estudo

A estratégia PICO guiou o planejamento da reviséo sistematica assim como os
critérios de inclusdo de artigos, sendo que P = pacientes diagnosticados com
carcinomas/adenocarcinomas humanos; | = expressdao de RACK1 em amostras de
pacientes com ou sem carcinomas/adenocarcinomas humano; C = grupo controle;
pacientes sem carcinomas/adenocarcinomas humano e diferente expressdao de
RACK1 em parédmetros clinico-patolégicos e prognésticos de pacientes
diagnosticados com carcinomas/adenocarcinomas; O: Desfecho principal: os niveis
de expressdo de RACK1 em pacientes com carcinomas/adenocarcinomas. Desfecho
secundario: identificar se os niveis de expressao de RACK1 esta associado a fatores
clinicos-patolégicos e  demograficos de  pacientes acometidos com

carcinomas/adenocarcinomas.

4.1.2 Critérios de elegibilidade

Os critérios de inclusdo do presente estudo foram compostos por estudos

observacionais retrospectivos transversais em humanos, sendo o0s pacientes
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diagnosticados com carcinomas/adenocarcinomas e estudos que avaliaram a
expressdo de RACK1 em carcinomas/adenocarcinomas humano. Os estudos nao
foram restringidos em relagédo a localizagdo dos carcinomas/adenocarcinomas e a
linguagem de publicacdo utilizada. Os critérios de exclusdo foram estudos in vitro,
estudo em animais, estudos que avaliaram a expressao de RACK1 em outra origem
do cancer (que nao fossem carcinomas e adenocarcinomas), pacientes que foram
diagnosticados com carcinoma e que apresentavam imunodeficiéncia, relatos de caso

e capitulos de livros e outras modalidades de desenho de estudo em humanos.

4.1.3 Estratégia de busca

As seguintes palavras-chaves foram utilizadas (((RACK1) OR (Receptors for
Activated C Kinase)) OR (GNB2L1)) AND (Squamous cell carcinoma) e (((RACK1) OR
(Receptors for Activated C Kinase)) OR (GNB2L1)) AND (Adenocarcinoma) para
busca nas seguintes bases de dados: PUBMED, SCOPUS, COCHRAINE LIBRARRY
e WEB OF SCIENCE. Dois pesquisadores realizaram a primeira selegao dos artigos
de forma independente por meio da leitura de titulo e resumo e os artigos selecionados
para leitura completa foram adicionados em uma tabela. Os pesquisadores nao
estavam cegos para os autores ou para os resultados da pesquisa, e quaisquer
discordancias foram resolvidas por meio de discussao com um terceiro autor que nao
estava envolvido na triagem original. O software Rayyan for Systematic Reviews
Software® foi utilizado para remover os artigos em duplicatas.

4.1.4 Sintese de resultados

Os dados foram extraidos de forma independente e em duplicata, de forma
semelhante ao que foi feito na inclusdo dos artigos selecionado. Os seguintes dados
dos artigos incluidos na presente revisao sistematica foram registrados: tamanho da
amostra, origem do carcinoma, metodologias empregadas para avaliar os niveis de
RACK1 na populagao de estudo, e resultados do desfecho primario e secundario. Os

dados foram agrupados em um quadro (Quadro 3).
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4.1.5 Analise de qualidade e risco de viés

Os artigos incluidos no presente estudo de revisdo sistematica foram
analisados em relacio a qualidade de forma independente e em duplicata, sendo que
as discordancias foram resolvidas da mesma forma utilizada para selegcao e extragao
de dados. Para isso, a qualidade dos estudos foi analisada utilizando a escala de
avaliagdo de qualidade Newcastle-Ottawa modificada para estudos transversais'?".
Ap0s a avaliagéo de qualidade, os artigos incluidos foram classificados de acordo com
o risco de viés'??. Assim, os estudos foram avaliados com base em 8 dominios, que
sdo divididos em 3 critérios amplos: sele¢cdo de pacientes, comparabilidade dos
grupos de estudo e avaliagao de resultados. Foi usado um sistema de estrelas, no
qual a avaliacado da selecéo poderia ter no maximo de trés estrelas; a comparacao, no
maximo duas estrelas; e os resultados, no maximo duas estrelas. Sendo assim, os
estudos poderiam receber a pontuagdo maxima de 7 estrelas. Os estudos que
obtiveram 6, 5 ou 4 estrelas foram considerados de qualidade moderada.

4.1.6 Meta-analise

A meta-analise foi realizada no software R (versao 3.6.3), adotando a=0.05 e
foi ilustrada em graficos de floresta (florest plot). N6s avaliamos a presenga de
linfonodos metastaticos entre os grupos RACK1 high (alta expressdo de RACK1) e
RACK1 low (baixa expressao de RACK1), a diferenciagao histolégica do tumor para
casos de RACK1 high (pouco diferenciado, moderadamente diferenciado e bem
diferenciado) e a diferenciagéo histolégica do tumor para casos de RACK1 low (pouco
diferenciado, moderadamente diferenciado e bem diferenciado). O odds ratio (razédo
de chances) foi a medida de efeito selecionada e o modelo de efeito aleatdrio foi
aplicado com um intervalo de confianga (IC) de 95%. A heterogeneidade dos estudos
incluidos na meta-analise foi avaliada pelo do coeficiente de heterogeneidade ou
também chamado de coeficiente de Higgins (/). As meta-analises que revelaram
>50% foram consideradas com alto nivel de heterogeneidade. Para verificar o viés de
publicagdo e, consequentemente o viés da meta-analise, foi utilizada a analise de
sensibilidade do método trim-and-fill e os resultados foram ilustrados em graficos de
floresta. A meta-analise realizada no software R 3.6.3 foi feita com o auxilio da
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plataforma Rstudio e o pacote META para condugdo das meta-analises e todas as

etapas da revisao sistematica seguiram as diretrizes do PRISMA.

4.1.7 Avaliacao da qualidade das evidéncias (Sistema GRADE)

O sistema GRADE (Grading of Recommendations, Assessment, Development,
and Evaluation) é um sistema de graduagado da qualidade da evidéncia e for¢a de
recomendacédo para tomada de decisdo. E uma metodologia que avalia o nivel de
confianga dos resultados obtidos na meta-analise. Assim, a qualidade das evidéncias
de cada estudo incluido na meta-analise deste trabalho foi classificada conforme o
sistema GRADE, a fim de determinar a forga geral das evidéncias da meta-analise'?.
Este sistema foi utilizado para contextualizar ou justificar os eventos com quatro niveis
de qualidade de evidéncia, que variaram de alta confianga a confianga muito baixa. A
abordagem GRADE comecga com o desenho de estudo, que no nosso trabalho foram
estudos observacionais e, em seguida, aborda cinco motivos (risco de viés,
imprecisdo, inconsisténcia, evidéncia indireta e viés de publicagdo)'?®. Cada um
desses topicos foi classificado de acordo com “eventos positivos” para permitir a
categorizagdo da qualidade da evidéncia para cada resultado em alta, moderada,
baixa e muito baixa. A "alta qualidade" sugere que ha uma grande chance de um
evento verdadeiro que sera préximo a estimativa do efeito. Por outro lado, "qualidade
muito baixa" sugere que as chances sao baixas na estimativa do evento e a estimativa
relatada pode ser substancialmente diferente do que foi medido. As avaliagdes foram
realizadas por dois pesquisadores de forma independente (T.M.F. e AB) e

posteriormente comparadas.

4.2 Expressao Imuno-Histoquimica de RACK1 em LO e LVP

Objetivo: este estudo teve como objetivo avaliar por meio de imuno-
histoquimica a expressao do RACK1 em lesdes de LO e LVP, bem como comparar os
niveis de expressao entre ambas as lesdes e analisar a associagao da expressao do

RACK1 com os parametros clinico-patoldgicos das lesdes de LO e LVP.
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4.2.1 Amostras para analise imuno-histoquinmica

Este estudo avaliou 189 amostras parafinadas de HFI (grupo controle), LO, LVP
e de carcinomas de pacientes com diagndstico prévio de LVP, as quais foram oriundas
do arquivo de amostras do Servigo de Medicina Bucal da Faculdade de Odontologia
de Araraquara, da Universidade de Santiago de Compostela (Espanha) e da
Universidade de Helsinki (Finlandia). As amostras obtidas da Espanha e da Finlandia
foram doacgdes de pesquisadores responsaveis para aprimorar os resultados,
complementar a validagdo imuno-histoquimica e consolidar pesquisas multicéntricas.
Foram incluidas neste estudo as amostras que revelaram microscopicamente
hiperqueratose sem ou com variados graus de displasia epitelial (leve, moderada ou
severa), obtidas de pacientes com diagndstico clinico-patoldgico de LO ou LVP. Todos
os pacientes incluidos neste estudo tinham um tempo minimo de 5 anos de
acompanhamento e foram diagnosticados com base nos achados clinico-patologicos
propostos pela classificagdo de 2017 da OMS para tumores de cabeca e pescogo®.
As amostras foram divididas em dois grupos. O grupo 1 foi composto por 45 blocos
de tecido parafinado oriundos de pacientes com diagnéstico clinico-patolégico de LO,
cujos aspectos clinicos considerados foram a presenga de uma unica placa
predominantemente branca, medindo menos de 3 cm, que ndo pudesse ser removida
e uma vez que outras lesdes brancas ou branco/vermelhas clinicamente
reconheciveis fossem excluidas. O grupo 2 foi composto por 93 fragmentos de
bidpsias obtidos em diferentes momentos do acompanhamento clinico de pacientes
com diagnostico clinico-patologico de LVP. O diagnoéstico de LVP foi estabelecido para
0S casos que apresentavam clinicamente multiplas placas brancas, variando de
planas a verrucosas, as quais se disseminaram por varios sitios orais ao longo do
tempo, com tamanho total de pelo menos 3 cm quando consideradas todas as areas
afetadas. Considerando que a LVP é uma condigcdo multifocal, este arquivo de 93
amostras de LVP se refere a biopsias obtidas em um periodo médio de
acompanhamento de 88 meses com uma meédia de 2 bidpsias por individuo, em sitios
orais diferentes. Foram excluidas do grupo 2 as amostras que revelaram
microscopicamente um carcinoma in situ, carcinoma espinocelular ou carcinoma
verrucoso. O grupo 3 foi o grupo controle, o qual foi composto por 33 amostras
parafinadas obtidas de bidpsias excisionais de pacientes com hiperplasia fibrosa
inflamatdria (HFI). Esta, foi selecionada como controle por ser uma leséo reativa que
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apresenta microscopicamente areas de inflamacdo cronica e sem risco de
transformacgao maligna. Além disso, devido ao longo tempo de acompanhamento dos
pacientes com diagndstico de LVP e o alto risco de transformagdo maligna destas
lesbes, adicionamos um grupo 4 (n=18), no qual incluimos amostras de carcinoma
espinocelular/carcinoma tipo verrucoso derivados de pacientes com diagndstico
clinico-patoldgico prévio de LVP (CEC_LVP). Amostras que revelaram hiperplasia
verrucosa ou hiperplasia verrucosa atipica foram excluidas com finalidade de
padronizagdo dos grupos. Casos duvidosos foram imediatamente descartados e
substituidos.

As informagdes clinicas, demograficas, de recidiva e transformagdo maligna
foram coletadas dos prontuarios médicos. Uma vez incluidos nos estudos, os blocos
de parafina foram submetidos a dois novos cortes com 5 ym de espessura, 0s quais
foram corados com hematoxilina-eosina (H&E), e posteriormente analisados para
descricao morfoldgica e confirmagéo do diagnéstico. O grau de displasia epitelial foi
determinado com base nos critérios propostos pela OMS*. Adicionalmente, as
amostras de LO e LVP foram classificadas de acordo com a analise do risco de
transformagéo maligna, conforme os critérios propostos por Kujan e colaboradores®?,
os quais foram recomendados em uma Uultima reunido patrocinada pela OMS,
sugerindo classificar as DPMOs em dois tipos: (i) baixo risco (nenhuma
alteragédo/questionavel/displasia leve) e (ii) alto risco (displasia moderada e severa)s.
Sendo assim, as amostras foram classificadas como “lesdes de baixo risco” e “lesdes
de alto risco” com base em sua suscetibilidade potencial a transformac¢éo maligna, de

acordo com o sistema binario33.

4.2.2 Reagao de imuno-histoquimica

As reagoes de imuno-histoquimica (IHQ) foram realizadas com a colaboragao
do Prof. Dr. Jorge Esquiche Ledn (Professor da Faculdade de Odontologia de Ribeirao
Preto - USP). Foram realizados cortes histolégicos de 3 um de espessura, 0os quais
foram colocados sobre laminas devidamente revestidas com organo-silano e
submetidos a técnica IHQ pelo método da estreptavidina-biotina-peroxidase
(Universal LSABTM+ Kit/HRP, Rb/Mo/Goat, KO690, Dako). Inicialmente os cortes
foram desparafinizados em estufa a 70°C durante 2 horas e apés este periodo, foram
realizadas duas trocas de xilol por 10 minutos cada uma. Em seguida, as amostras
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foram hidratadas em solugdes com concentragdes decrescentes de etanol (90%, 70%
e 50%) e depois lavadas com agua destilada por dois minutos. O procedimento para
a recuperacgao antigénica foi realizado em PH alto (pH=9,0 - S2367) em panela elétrica
tipo Pascal. Seguindo o resfriamento do material, a inativagdo da peroxidase
endogena foi realizada com a incubagao com peréxido de hidrogénio 0,1% por 5 min.
Apés lavagem em solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,4, os cortes
foram entdo incubados com o anticorpo primario devidamente diluido, em camara
umida por 18 h a 4°C. O anticorpo primario utilizado neste estudo e sua respectiva
diluicdo estao descritos em detalhes no quadro 1. Apds a incubagdo com o anticorpo
primario, os cortes foram lavados em PBS e o anticorpo secundario conjugado a
peroxidase foi adicionado (Strept AB Complex/HRP Duet, Dako, EUA) e a incubagao
foi feita durante 30 min a 37°C, seguida de lavagem com PBS. Em seguida foi
realizada a exposig¢ao ao sistema amplificagéo (Strept AB Complex/HRP Duet, Dako,
EUA) por 30 min a 37°C. A revelagao foi feita em solugdo contendo 120 mg de 3,3
diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB, SigmaAldrich, EUA) diluido em 200 ml de
PBS, 2 ml de peréxido de hidrogénio (10 volumes) e 2 ml de dimetilsulféxido (DMSO)
a 37°C durante 3 min. A contra coloracao foi realizada com hematoxilina de Carrazi
durante 5 minutos, seguida de lavagens em agua corrente por 8 minutos.
Posteriormente, as amostras foram desidratas em trés trocas rapidas de alcoois
absolutos, passadas em xilol de diafanizagdo e de montagem. A montagem das

laminas foi realizada com Entellan Merck e com laminulas devidamente limpas.

Quadro 1 - Anticorpo primario utilizado para os experimentos de imuno-histoquimica

Anticorpo Clone Fornecedor Diluicao

GNB2L1 (RACK1) Policlonal ABclonal 1:200

Fonte: Elaboragao prépria.
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4.2.3 Digitalizagao e analise da marcagao imuno-histoquimica

As laminas foram digitalizadas por meio do Scanner ScanScope AT Turbo na
Rede de Laboratérios Multiusuarios — RELAM/PROPP-UFU. A analise da expressao
imuno-histoquimica do RACK1 foi realizada com auxilio do Software Aperio
ImageScope 12.4.3 (leica Biosystems Division of Leica Microsystems Inc., EUA). A
analise das reag¢des de imuno-histoquimica foi realizada as cegas e os grupos foram
divididos apds a quantificagédo da intensidade de marcacgao. O algoritmo “positive pixel
count V9” (Aperio ImageScope 12.4.3, EUA) foi utilizado para estabelecer uma
pontuagao qualitativa (baixa e alta expresséo) para a expressao citoplasmatica do
RACK1 no tecido epitelial, levando em consideracdo a intensidade de pixels e a
porcentagem de células marcadas. O calculo da intensidade de marcacéo (IM) foi
determinado de acordo com o estudo realizado por Chang et al.’®*. Em sintese, as
intensidades de marcacéo forte, média, fraca e negativa foram pontuadas como 3, 2,
1, e 0, respectivamente, e a porcentagem de células para cada uma das intensidades
foi estimada a partir da intensidade total de pixels de cada marcacédo. A pontuacao
resultante foi calculada por meio das somas das porcentagens de células marcadas
multiplicadas pela pontuagdo estabelecida para cada intensidade de marcacéo,
obtendo-se uma pontuagdo minima possivel igual a 100 e maxima de 300. Por
exemplo, um caso com 20% de marcacgao fraca, 30% de marcagdo moderada e 50%
de marcacgéo forte teria uma IM igual a 230 (20 x 1 + 30 x 2 + 50 x 3 = 230). A figura
3 mostra uma imagem representativa da quantificagdo da intensidade de marcacgéo
imuno-histoquimica do RACK1, evidenciando que somente as areas de células
epiteliais foram delimitadas e submetidas a analise a fim de evitar qualquer influéncia

da marcacgao gerada pelo estroma.
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Figura 3 — Imagem representativa da quantificagao por pixel da intensidade de marcagéao
imuno-histoquimica do RACK1 em amostras de LVP
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A Representacgao da quantificagéo por pixel da intensidade de marcagéo imuno-histoquimica
do RACK1 (azul-negativo; amarelo-baixa intensidade; laranja- intensidade moderada;
vermelho-alta intensidade) em uma amostra de baixa intensidade de marcacéo, B) média
intensidade de marcacgao e C) alta intensidade de marcacgao.

Fonte: Elaboragéo propria.

4.3 Analise da Expressao Génica de RACK1 em LO, LVP e HFI

Objetivo: este estudo teve como objetivo avaliar a expressao génica de RACK1,
em lesbes de LO, LVP e HFI por meio de reagdes de qRT-PCR.

4.3.1 Isolamento do RNA total

Para analise da expressdo génica de RACK1 foram utilizadas amostras de
tecidos congelados previamente coletados e preservados em freezer -80 °C de
pacientes com diagnéstico clinico-patoldgico de LO e de LVP, submetidos a bidpsia
incisional ou excisional. O grupo 1 foi composto por 14 amostras congeladas de LO,
o grupo 2 foi composto por 14 amostras congeladas de LVP e o grupo controle foi
composto por 8 amostras congeladas de HFI. No momento em que estas amostras
foram coletadas, o espécime foi dividido em dois fragmentos, sendo um dos
fragmentos destinado para analise histopatolégica com coloragdo de hematoxilina e
eosina (H&E), com a finalidade de confirmagdo diagndstica e para analisar a
proporcao de lesdo/estroma presente. Um segundo fragmento de cada espécime foi
congelado e submetido a 16 cortes de 10-12 um de espessura em um criostato portatil
(Leica Microsystem) a -20 °C, disponibilizado gentilmente pela professora Dra. Iracilda

Zeppone Carlos do Laboratério de Imunologia Clinica da Faculdade de Ciéncias
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Farmacéuticas — UNESP, Campus de Araraquara/SP. Os cortes foram dispostos
sobre uma lamina de vidro revestida com membrana plastica (Arcturus PEN
Membrane Glass Slides - Life Technologies), sendo uma das laminas submetidas a
coloragdo com H&E. Nos demais cortes, com o auxilio de uma lamina de bisturi n°®
15C e observando o fragmento corado com H&E, o excesso de tecido
conjuntivo/estroma das amostras de LO e LVP foi delicadamente removido de forma
a garantir que a maior parte do RNA total resultante representasse o componente
epitelial. Os tecidos foram incubados com 700 pl do reagente TRIzol (Invitrogen, EUA),
macerados com o uso de um pistilo e mantidos por 5 min em temperatura ambiente.
Apo6s adigao de 140 pl de cloroférmio para cada tubo, uma agitagao vigorosa por 15
segundos foi realizada. Em seguida, os tubos foram centrifugados por 15 minutos a
9000 g em temperatura de 4°C. A fase aquosa da solugdo foi coletada e transferida
para tubos novos e 350 ul de alcool isopropanol foi adicionado para precipitacdo do
RNA. Esta mistura foi homogeneizada, incubada em temperatura ambiente por 10
minutos e centrifugada a 9000 g a 4°C por 10 minutos. Apos centrifugagdo, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado de RNA foi lavado com 700 ul de 75%
etanol gelado. Apds nova centrifugagcdo a 6000 g a 4°C por 5 min, o precipitado foi
seco, ressuspendido em agua livre de DNases e de RNases e estocados na
temperatura de -80°C até o momento de sua utilizagao.

4.3.2 Analise da concentragao e integridade do RNA

A concentracao de RNA foi determinada pelas absorbancias com comprimento
de onda de 260 nm e 280 nm em espectrofotdmetro Nanodrop 2000c (Thermo Fisher
Scientific, EUA). A pureza e integridade do RNA foram confirmadas com eletroforese
em gel de agarose a 1,2% contendo 1,8 ml de formaldeido na concentracao de 37%
e 0,2 yg de brometo de etidio. Dois microgramas de RNA foram misturados com
tampao de aplicagao (solugdo aquosa de 30% glicerol, 0,25% azul de bromefenol e
0,25% xilenocianol) e aquecidos durante 5 min a 65°C. Apds a separagao
eletroforética, o gel foi documentado com o sistema Kodak Digital ScienceTM
equipado com camera digital DC40 (Eastman Kodak Co., EUA). A figura 4 representa
um dos géis confeccionados durante a realizag&do deste estudo.
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Figura 4 — Imagem representativa da separacao eletroforética do RNA total

1 2 3

28S RNAr — L B B

18S RNAr — ~ ;

“Small” RNAs —

Gel de agarose corado com brometo de etideo utilizado para avaliagéo da integridade das
amostras de RNA total. Amostras representativas de RNA total purificado da amostra controle
(canaleta 1) e amostras de LO e LVP (canaletas 2 e 3), demonstrando a propor¢ao ideal das
bandas referentes as subunidades maior (28S) e menor (18S) do RNA ribossémico e “small”
RNAs.

Fonte: Elaboragao propria.

4.3.3 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA, 1ug de RNA total foi reversamente transcrito com o
kit High-Capacity cDNA Archive (Applied Biosystems, EUA) em uma reagédo com
volume final de 20uL, contendo 2,0uL de tamp&o 10x RT Buffer, 0,8uL de mistura de
25x de dNTP, 2,0uL de 10x Random Primers, 1,0uL de MultiScribeTM Reverse
Transcriptase (50U/uL), 1,0uL de RNase Inhibitor e agua deionizada tratada com
DEPC 0,1% em quantidade suficiente para completar o volume final. As reacdes foram

realizadas em termociclador a 25°C por 10 min, 37°C por 120min e 85°C por 5seg.

4.3.4 Reacao de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

Todas as reacgdes de qRT-PCR foram realizadas pelo método de quantificagao
Delta-Delta Ct (AACt), utilizando o gene normalizador GAPDH. As reagbes foram
preparadas em triplicata em placas de 96 pocos, utilizado o sistema de deteccéo
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Inglaterra) no aparelho
StepOnePlus Real Time PCR System (Applied Biosystems, Inglaterra), em um volume
final de 10 yL. Em cada pogo da placa foi pipetado 4 yL do cDNA resultante e foi
amplificado na reagado 6 puL de Master Mix (5 yL de GoTaq qPCR Mix; 0,5 de cada
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primer em uma concentragao final de 200nM e 0,1 pL de Rox). As condi¢des de
amplificacdo foram de 2 min a 50°C para ativacdo da enzima AmpErase, 10 min a
95°C para ativagao da enzima AmpliTag gold DNA polymerase, seguidos de 40 ciclos
desnaturacado a 95°C durante 15 s e 1 min a 60°C para pareamento dos primers e
extensao. Ao final da amplificacdo, uma etapa adicional de dissociagao foi realizada
(40 ciclos com um decréscimo de 1°C a cada 15 s, iniciando-se a 95°C) para geragao
de uma curva de dissociagao (curva de melting) necessaria para confirmagéo da
especificidade da amplificagao.

4.3.5 Escolha dos primers

A metodologia do gRT-PCR foi utilizada com objetivo avaliar a expresséo de
genes especificos. Os primers foram sintetizados pela IDT (Coralville, IA, EUA) e as
sequéncias do gene de interesse e do controle interno utilizados nas reagdes estédo
descritos no Quadro 2. As reagdes de gRT-PCR foram baseadas na concentracao
otima de cada primer utilizado, através de diferentes diluicdes do gene normalizador
especifico.

Quadro 2 - Pares de primers utilizados nos ensaios de gqRT-PCR

Gene Primer Sense (5’-3’) Primer Antisense (5’-3’)
GAPDH GAAGGTGAAGGTCGCAGTC GAAGATGGTGATGGGATTTC
RACK1 GCTCTGCCATAAACTTCTAGCGTGTGC ~ CTGTGCTTCTGGAGGCAAGGATGGCCA

Fonte: Elaboragéo propria.

4.4 Analise Estatistica

Os dados foram tabulados e a distribuigdo de normalidade foi avaliada pelo
teste de Shapiro-Wilk e pelas analises descritivas de assimetria e curtose e a presenca
de outliers foi verificada. Avaliamos a homocedasticidade dos dados pelo teste de
Levene. Para analises de comparagdes multiplas foram realizadas analises de
variancia (ANOVA) e teste de Kruskal Wallis para os dados ndo normais. Na presenga

de diferenga estatistica significativa, o pos-teste de Tukey (dados normais e
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homocedasticos), Games-Howell (dados normais e heterocedasticos) e o pds-teste de
Dunn (dados nao paramétricos) foram executados de acordo com a distribuicdo dos
dados. Quando apropriado, alguns resultados foram avaliados de forma
descritiva/qualitativa. Além disso, foi realizada regressao logistica binaria para avaliar
o valor preditor dos niveis de expressdao de RACK1 em relagdo as caracteristicas
clinico-patoloégicas de LO e LVP, considerando alta e baixa expressdo de RACK1.
Para essa analise, a expressao imuno-histoquimica de RACK1 em amostras de LO e
LVP foi dividida em baixa e alta expressao com base no valor de expressao meédia ou
mediana de cada grupo. O nivel de significancia adotado nas analises foi de 95%
(a=0.05) e o software utilizado para as analises foi o IBM SPSS Statistics, versao 20.0.
Os graficos foram construidos por meio do GraphPad Prism versao 6.0.
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5 RESULTADO

Os resultados deste trabalho encontram-se descritos nas segdes abaixo.

5.1 Revisao Sistematica da Literatura e Meta-Analise

A busca realizada nas bases de dados identificou um total 2201 artigos, sendo:
60 artigos no PUBMED, 750 no SCOPUS, 42 na COCHRAINE LIBRARY, 1329 no
WEB OF SCIENCE. Dentre esses, 254 estavam em duplicata e portando foram
removidos, totalizando 1947 artigos para a selegao inicial. A primeira selegcéo foi
realizada por dois avaliadores que fizeram a leitura do titulo e do resumo e, ao final,
somente 61 artigos passaram para a segunda selec&do. Nesta fase, foi feita a leitura
completa dos artigos selecionados e dentre estes, 19 foram selecionados para analise
qualitativa e 5 para a meta-analise (Figura 5).



Figura 5 - Fluxograma do PRISMA detalhando a busca de dados, selegéo por titulo e
resumo, texto completo e estudos inclusos na reviséo sistematica
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Fonte: Elaboragéo propria.
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5.1.1 Sintese dos resultados

A extragdo de dados e sintese dos resultados dos artigos incluidos foram
realizadas por meio da leitura completa dos estudos, distribuindo os dados em um
quadro (Quadro 3) contendo: autor e ano de publicagédo do estudo, tamanho de
amostra, origem do carcinoma, metodologias empregadas para avaliar os niveis de
RACK1 na populagdo de estudo, e resultados do desfecho primario e secundario
apresentados em cada estudo.

Todos os artigos incluidos no presente trabalho s&o estudos observacionais
retrospectivos transversais em humanos que relatam o nivel de expressao (alta ou
baixa) de RACK1 em diferentes neoplasias. A neoplasia mais encontrada nesta
sintese foi o carcinoma espinocelular (CEC), sendo 4 casos de CEC oral (CECO), 2
casos de CEC cervical, 1 caso de CEC esofagico e 1 caso de céncer gastrico.
Encontramos também 3 estudos com adenocarcinoma ductal pancreratico, 2 estudos
com adenocarcinoma pulmonar e 1 estudo com adenocarcinoma de coélon. Além
disso, havia 2 estudos com cancer de mama que incluiram os tipos cancer de mama
primario em fase inicial com linfonodo negativo e carcinoma ductal in situ. 2 artigos
abordaram o carcinoma hepatocelular e havia apenas 1 artigo sobre carcinoma
papilifero de tiredide. As metodologias de estudo mais comumente empregadas foram
imuno-histoquimica, qRT-PCR, Western blot, ELISA e analise protedmica. Os estudos
com CECO mostraram superexpressao de RACK1 e estes niveis aumentados
correlacionaram com estagio clinico avangado, metastases, recorréncias, assim como
piora/diminuicao da taxa de sobrevida. Além disso, um dos trabalhos identificou que
os niveis de expressdo de RACK1 aumentou de acordo com o grau de displasia
epitelial e outro trabalho associou a superexpressdao de RACK1 com um perfil
predominante de macrofagos M2. Os resultados em relagdo ao adenocarcinoma
ductal pancreatico (PDAC) foram conflitantes nos 3 artigos incluidos, pois 2 dos artigos
encontraram superexpressdao de RACK1 nas amostras de PDAC em relagdo aos
tecidos ndo tumorais e houve correlagcdo com diferenciacdo histologica, invaséo
linfonodal, estagio clinico e metastase, além de menor tempo de sobrevida. Por outro
lado, um dos artigos relatou baixa expressdo de RACK1 nos tecidos de PDAC quando
comparado ao tecido pancreatico normal e estes niveis reduzidos correlacionaram
com metastase linfonodal e vascular, invaséo neural e estadiamento TNM. Além disso,

a taxa de sobrevida de 3 anos foi menor nos pacientes com superexpressao de
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RACKH1. Os dois estudos sobre cancer de mama foram realizados pelo mesmo grupo
de pesquisa, sendo que um deles identificou cinco marcadores que discriminaram o
cancer em estagio inicial de individuos saudaveis, sendo o RACK1 um destes
marcadores, o qual mostrou reatividade significativa. No outro estudo os autores
identificaram o RACK1 como antigeno altamente imunogénico na fase inicial de
cancer de mama e do carcinoma ductal in situ. Ambos os estudos com carcinoma
hepatocelular mostram superexpressao de RACK1, a qual estava associada com
estagio clinico. Os adenocarcinomas (ADC) pulmonares também exibiram
superexpressdo de RACK1, a qual correlacionou com grau histolégico, metastases
linfonodais e indicou menor taxa de sobrevida. Além disso, a expressao de RACK1 foi
significativamente maior nos subtipos ADC do que nos tumores de outros subtipos
histologicos. Os casos de ADC de coélon abordados em um dos artigos incluidos
mostrou que a expressdo RACK1 aumentou progressivamente no processo de
carcinogénese do epitélio do colon e a superexpressdo de RACK1 levou a uma taxa
de sobrevida geral mais baixa em relagdo aos pacientes com baixos niveis de RACK1.
Além disso, houve associagéo positiva dos niveis de expressdo de RACK1 com o grau
de malignidade e metastase linfonodal. Nos casos carcinomas papiliferos de tiredide
(CPTs) abordados em um dos estudos, foi observado superexpressdao de RACK1,
sendo esta expressao negativa nos tecidos benignos n&o tumorais. Além disso, houve
diferenga nos niveis de expressdo de RACK1 de acordo com o grau de diferenciagéo
tumoral. CPTs pouco diferenciados e indiferenciados expressaram niveis de mRNA
de RACK1 significativamente mais altos que os CPTs bem diferenciados. Os dois
estudos com CEC cervical revelaram resultados conflitantes sobre o papel de RACK1
nestes tumores, sendo que um trabalho revelou superexpressdo de RACK1 e este
aumento associou com diferenciacdo tumoral e metastase linfonodal. Em
contrapartida, o outro trabalho mostrou diminuigdo nos niveis de RACK1 nos tecidos
de CEC cervical. Niveis diminuidos de RACK1 também foram relatados no carcinoma
gastrico e este resultado foi associado com diminuicdo da sobrevida geral. Nas
amostras de CEC esofagicos, houve associacdo da expressdao de RACK1 com
tamanho do tumor, estadiamento e metastase linfonodal. Além disso, este artigo
verificou a relagdo de RACK1 com o processo de transicdo epitélio-mesenquimal
(TEM) e mostrou correlagao positiva com vimentina e inversa com E-caderina. As
amostras positivas para RACK1 revelaram sobrevida global e livre de doencgas
menores do que as amostras negativas para RACK1.



Quadro 3- Sintese dos resultados

Autor/Ano Origem do Metodologia Tamanho da Desfechos
carcinoma aplicada amostra (n)
Wang et al. 2008 | Carcinoma Analise protedémica e | Protedmica n=20 (10 | -Alta expressdo de RACK1 em CECO (3,9
Espinocelular Oral | Imuno-histoquimica | tecidos parerados | vezes mais) comparado aos tecidos normais
(CECO) (IHQ) de CECO e 10 | correspondentes.
tecidos normais | -Superexpressao proteica € de mRNA de
correspondentes) RACK1 em CECO e associado a prognostico
ruim.
IHQ n= 144 (20 | -Intensidade de marcagdo de RACK1
tecidos normais, 48 | aumentou conforme o grau de displasia.
LO, 76 CECO -Estagio clinico avangado, metastase e
recorréncia mostraram superexpressdo de
RACK1.
Lacombe et al. | Cancer de mama ELISA n=396 (240 | -Valor diagndstico de marcadores individuais
2014 linfonodos negativos | em pacientes com cancer de mama e
fase inicial (T1NO) | controles (RACK1: AUC (95% CI)=0,55 (0,50-
cancer de mama | 0,61).
primario (PBC), | -RACK1 foi identificado como antigeno
carcinoma ductal in | altamente imunogénico em fase inicial de
situ (DCIS) + 156 | cancer de mama e DCIS.
controles saudaveis
Zhang L et al. | Adenocarcinoma IHQ, gRT-PCR, | n=182 amostras, | -Menor expressdo de RACK1 no tecido ACDP
2019 ductal pancreatic | Western Blot incluindo ACDP e | do que no tecido pancreatico normal (para-
(ACDP) tecido pareado carcinoma);

- Expressao génica do RACK1 foi reduzida nos
tecidos do cancer pancreatico

-Baixa expressédo IHQ de RACK1 em ACDP -
54,4% (99/182) e alta expressdo em 45,6%
(83/182) dos casos

-Expressdo de RACK1 associou com
metatase linfonodal e vascular, invasao neural
e estadiamento TNM (continua)
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(continuagéo)

-Taxa de sobrevida de 3 anos de pacientes
com alta expressdo de RACK1 foi
significativamente maior do que a dos
pacientes com baixa expressao de RACK1.

- Andlise de Kaplan-Meier mostrou que
pacientes com maior expressdao de RACK1
tiveram sobrevida significativamente pior do
que os pacientes com baixa expressao de
RACK1.

Nagashio R, et

Adenocarcinoma

IHQ, protedmica

n=184 (123 AD, 44

-Alta expressao de RACK1 em AD

al. 2010 pulmonar (AD) carcinomas -Expressdo mal detectada em alguns
espinocelulares, 4 | carcinomas espinocelulares e carcinomas de
carcinomas de | células grandes
células grandes | -Expressdao RACK1 também foi associada
(LCCs), 7 | com o estagio patolégico, tamanho do tumor e
carcinomas de | status linfonodal de pacientes com AD
células  pequenas | -Epitélio brénquico proliferativo teve alta
(SCLCs), expressao de RACK1
carcinomas - RACK1 foi detectado em 77 de 123 (62,6%)
neuroenddcrinos de | ADs, 3 de 44 (6,8%) SCCs, 1 de 4 (25,0%)
células grandes | LCCs, 0 de 7 (0%) SCLCs, e 3 de 6 (50,0%)
(LCNECS) - | LCNECs
Canceres -Superexpressdo RACK1 em AD comparado
pulmonares ao CEC
pareados com seus | -RACK1 mostrou marcagcao  positiva
tecidos pulmonares | significativamente maior em AD pulmonares
normais do que tumores de outros subtipos

histolégicos
Wang et al. 2009 | CECO IHQ n=130 CECO (casos | -Expressdo de RACK1 mais forte do que Ki-67

recorrentes e nao
recorrentes)

-Baixa expressao de RACK1 em casos nao
recorrentes
-Maior expressdo de RACK1 em casos
recorrentes (63.6%)
-Niveis elevados apenas de RACK1 foi um
excelente preditor de recorréncia em CECO
em comparacao com o Ki-67.
-A marcacdo de RACK1 foi fortemente
relacionada com a do Ki-67.

(continua)
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(continuagéo)

Myklebust et al. | Carcinoma papilifero | qRT-PCR e IHQ n=59 (biopsias de | -Superexppresséo de RACK1 (mRNA) em
2011 da tiredide (CPT) tiredide  pareadas | amostras tumorais comparado com material
ndo tumorais e | ndo tumoral do mesmo paciente
tumorais de | - CPTs pouco diferenciados e indiferenciados
pacientes com CPT | expressaram niveis de mRNA RACK1
de agressividade | significativamente mais altos que os CPTs
variavel). bem diferenciados
- Superexpressdo de RACK1 nas células
tumorais independente da agressividade
clinica
- Tecido benigno nao tumoral foi negativo para
RACK1
Guo Y. et al. | Carcinoma IHQ n=130 CH - Amostras de CH exibiram superexpressao
2013 Hepatocelular (CH) RACK1 em relagdo aos tecidos hepaticos
peritumorais pareados.
-Os niveis de proteina RACK1 nos 130 tecidos
de HCC associaram com estagio clinico.
-Os niveis da proteina RACK1 em CH estavam
positivamente correlacionados com os do P-
JNK.
Xiao et al. 2018 | Adencarcinoma  de | IHQ e Western Blot n=180 -A expressao RACK1 aumentou
célon adenocarcinoma de | progressivamente no processo de
célon carcinogénese do epitélio do célon

n=40 metéstases
linfonodais pareadas

(LNM)

n=63 mucosas
normais de colon
(NCM™),

n=60 polipos
inflamatdrios

crénicos

- Superexpressdoo de RACK1 em pacientes
com cancer de célon tiveram sobrevida geral
significativamente mais baixa em comparagao
com pacientes com baixos niveis de RACK1

- Associagao significativamente positiva dos
niveis de expressdo de RACK1 com o grau de
malignidade e metastase linfonodal
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Jing Wang e
Shengcai Chen,
2020

Carcinoma
espinocelular
cervical

(CEC)

gRT-PCR,
Western blot.

IHQ

e

n=46 pacientes com
CEC cervical

N=30 tecidos
cervicais normais

-Diminuicdo da expressdo de RACK1 nos
tecidos de CEC cervical comparado com
tecido cervical normal

-Superexpressdo de RACK1 inibiu a
expressdo de ciclina O, resultando em
apoptose das células de CEC cervical

- Expresséo positiva da proteina RACK1 foi
desregulada em pacientes com CEC cervical

Dan et al. 2020

Carcinma
espinocelular
(CECO)

oral

IHQ

n=45 pacientes com
CECO.

n= 460 pacientes
com CEC cabeca e
pescocgo obitdos da
base de dados
TCGA

-Superexpressdo de RACK1 esta associada a
numeros elevados de macréfagos M2
infiltrantes nos tumores e um progndstico ruim
nos CECO

-Superexpressdo de RACK1 foi associada a
mais macrofagos CD206+

-Baixa expressdo de RACK1 foi associada a
menos células CD206+ de macréfagos
-Expresséao da proteina RACK1 correlacionou-
se significativamente com o fendtipo M2 no
CECO

- Pacientes com alta relagcdo M2/M1 tinham
sobrevida pior do que pacientes com uma
relagio M2/M1 baixa, consistente com a
anadlise do banco de dados TCGA

-Proporgdo M2/M1 afeta o progndstico de
CEC, mas ndao a quantidade total de
macrofagos.

-RACK1 e macrofagos M2  estdo
superexpressos e associados a prognéstico
ruim em CECO

Wang et al. 2015

Carcinoma
espinocelular
esofagico (CECE)

IHQ

n=100 pacientes

-59 amostras positivas para RACK1 e 41
negativas

-Expresséo RACK1 associou com
comprimento e didmetro do tumor, estagio T e
metastase linfonodal

- Kaplan-Meier e Cox revelaram que a
expressdio RACK1 era um  preditor
independente para sobrevida e sobrevida livre
de doencga

- Correlagdo positiva entre a expressao
RACK1 e vimentina

-Correlagédo inversa entre a expressdo RACK1
e E-caderina

53



-Sobrevida global e livre de doengas em
amostras positivas para RACK1 foram
menores do que nas amostras negativos

- RACK1 indicou progndéstico ruim de CECE,
promoveu progressdo e participou do
processo de TEM.

Li etal. 2016 Adenocarcinoma Western Blot e IHQ n=179 (PDAC | -Superexpressdo de RACK1 em tecidos de
ductal pancreatico humanos e | PDAC
(PDAC) amostras ndo | -Superexpressdo de RACK1 e Ki-67 em
tumorais tecidos de PDAC
adjacentes) -Baixa ou nenhuma expresséo de RACK1 e Ki-
67 em tecidos n&o tumorais
-Correlagéo positiva entre a expressao
RACK1 e Ki-67
-Superexpressdo de RACK1 em 59,8% dos
PDAC e apenas 34,6% dos tecidos nédo
tumorais
- Os pacientes com superexpressdo de
RACK?1 tiveram menor sobrevida geral
-Expressdo de RACK1correlacionou com
tamanho do tumor, diferenciagédo histologica,
estadiamento TNM e expressao de Ki-67
Zhou et al. 2015 | Carcinoma WB, IHQ, gRT-PCR | n=46 HCC e | -Superexpressdao de RACK1 em amostras de
hepatocelular (HCC) amostras de tecido | HCC, comparado com tecido adjacente
adjacentes ndo | normal
tumoral -Expressdo de RACK1 correlacionou com

estagio clinico de HCC
-Superexpressdo de RACK1 pode contribuir
parar tumorigénese e progressao de HCC.
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Liu et al. 2018 Carcinoma Microarray e IHQ IHQ: n=342 CECO - Valores de sobrevida de 5 anos estavam
espinocelular oral n=460 da base de | associados a superexpressdo de RACK1
(CECO) dados TCGA -Superexpressdo de RACK1 associou com
Microaaray: = n=60 | redugéo/piora da sobrevida dos pacientes com
pares de tecidos de | CECO
cancer de varios | -A validacdo das amostras da base TCGA
6rgdos humanos e | também mostrou associagao da
seus tecidos | superexpressdo de RACK1 com baixa
adjacentes ndo | sobrevida
tumorais -Superexpressdo de RACK1 nos canceres de
esoOfago, pulméo, figado e mama, mas ndo em
canceres gastricos e retais; consistente com a
analise do banco de dados TCGA, sugerindo
expressao de RACK1 como cancer-especifica
Zhong et al. | Adenocarcinoma IHQ, Western Blot e | n=180 ACP T1 -Expressdo de RACK1 correlacionou com
2013 pulmonar (ACP) Imunofluorescéncia grau histolégico e metastases linfonodais

-Superexpressdo de RACK1 e CD147 nos
tecidos de ACP em relagcdo aos tecidos
normais correspondentes.

-Superexpressdo de RACK1 em ACP indicou
menor taxa de sobrevida em relagéo a baixa
expressao de RACK1

-RACK1 foi fator progndstico independente
para sobrevida global de pacientes com ACP.
- A capacidade de invasdo tumoral esta
associada a expressdao de RACK1 e CD147
nos ACP.
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Lacombe et al.
2013

Carcinoma ductal in
situ (DCIS) e cancer
de mama primario em
fase  inicial com
linfonodo negativo
(PBC)

ELISA, 2DE-gel e
Andlise protedmica

n=80 (10 DCIS, 10
PBC estagio inicial,
20 lesbes mamarias
benignas (BBL); 20
controles saudaveis
(HC) e 20 com
doengas
autoimunes.

n=182 (ELISA-
validagcdo antigenos
identificados e
quantificagdo) (HC
n= 68; e cancer de
mama em fase inicial
com linfonodo
negativo, n= 114).

- GAL3 e RACK1 mostraram uma reatividade
significativamente maior no cancer de mama
em estagio inicial

- Quando combinados, os cinco marcadores
(GAL3, PAK2, PHB2, RACK1 E RUVBL1)
discriminaram o cancer em estagio inicial de
individuos saudaveis

- Este painel de autoanticorpos poderia ser util
como uma ferramenta de diagndstico para
rastreamento do cancer de mama invasivo em
estagio inicial e do cancer de mama pré-
invasivo.

Han et al. 2018

Adenocarcinoma
pancreatico ductal
(PDAC)

IHQ, qgRT-PCR e
Western Blot

IHQ n= 157 PDAC

gRT-PCT e WB: 8
amostras de tumor

primario e tecido
adjacente nao
tumoral;

-Superexpressdo de mRNA RACK1 e proteina
em 7 dos 8 espécimes de PDAC em
comparacdo com os tecidos ndo tumorais
adjacentes

-Superexpressdo IHQ de RACK1 em 121
lesbes PDAC em comparagdo com seus
tecidos adjacentes ndo tumorais
-Superexpressdo de RACK1 correlacionou
com diferenciagdo histolégica, invasao
linfonodal, estagio clinico e metastase
hepética

- Tempo médio de sobrevida em pacientes
com superexpressdo de RACK1 foi
significativamente menor em relagéo a baixa
expressao de RACK1
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Yu Z., et al., | Carcinoma gastrico IHQ, PCR IHQ n=155 amostras | -Diminuicdo da expressdao de RACK1 nos
2021 pareadas de cancer | tecidos de cancer gastrico comparado aos
gastrico e tecido | tecidos pareados adjacentes
para-carcinoma - Baixa expressdo de RACK1 correlacionou
PCR n=24 tecidos | com redugdo da sobrevida geral
de cancer gastrico e | -O nivel de RACK1 esta negativamente
para-carcinoma correlacionado com a profundidade de
pareados invasdo, metastase linfonodal e estagio clinico
Xu L etal., 2022 | Carcinoma IHQ IHQ n=104 | -Superexpressdo de RACK1 nos tecidos de

espinocelular (CEC)
cervical

pacientes com CEC
cervical e n=31 com
tecido epitelial
adjacente normal

CEC cervical em relagéo aos tecidos epiteliais
cervicais adjacentes normais
-Superexpressao de RACK1 foi
significativamente associada a diferenciagdo
tumoral e linfonodos positivos

- Associagao positiva da expressédo de RACK1
com metéstase linfonodal no CEC cervical

Fonte: Elaboragao propria.
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5.1.2 Andlise de qualidade e risco de viés dos estudos incluidos

As pontuagdes de qualidade metodologica derivadas da escala de Newcastle-
Ottawa'?' modificada para estudos transversais estdo apresentados na tabela 1. No
geral, os 19 artigos selecionados para nosso trabalho e avaliados individualmente
apresentaram qualidade moderada. Assim, todos os artigos incluidos apresentaram
risco de viés moderado, variando de 4 a 6 estrelas. Apenas o estudo de Liu et al.'"®
(2018) foi avaliado como de alta qualidade, recebendo a nota maxima de 7 estrelas e
todos os artigos receberam o maximo de 2 estrelas no dominio de comparagao. A
maioria dos estudos n&o descreveu a estratégia de amostragem e ndo detalhou os

métodos estatisticos utilizados.



Tabela 1 - Avaliacdo da qualidade dos artigos incluidos na revisdo sistematica

Autor Selecao | Comparacao | Resultado Comentarios
(3 (2 estrelas) (2
estrelas) estrelas)

Wang et al., 2008 * * * * ok - Sem descri¢do da estratégia de amostragem

Wang et al., 2009 * * * * ok - Sem descri¢do da estratégia de amostragem

Nagashio et al., 2010 * * * - Sem descri¢do da estratégia de amostragem
- Avaliagdo independente/cega nao relatada
- Falta de detalhes estatisticos utilizados.

Myklebust et al., 2011 * * * - Sem descri¢do da estratégia de amostragem
- Avaliagdo independente/cega nao relatada
- Falta de detalhes estatisticos utilizados.

Guo et al., 2013 * * * * - Sem descri¢do da estratégia de amostragem
- Falta de detalhes estatisticos utilizados.

Lacombe et al., 2013 * * * * - Sem descri¢do da estratégia de amostragem
- Avaliagéo independente/cega nao relatada

Lacombe et al., 2014 * % * % * *

Zhong et al., 2013 * * * - Sem descri¢do da estratégia de amostragem
- Falta de detalhes estatisticos utilizados.

Wang et al., 2015 * * * * - Sem descri¢do da estratégia de amostragem
- Falta de detalhes estatisticos utilizados.

Zhou et al., 2015 * * * - Sem descri¢do da estratégia de amostragem
- Avaliagéo independente/cega nao relatada
- Falta de detalhes estatisticos utilizados.

Lietal., 2016 * * * * - Sem descri¢édo da estratégia de amostragem
- Falta de detalhes estatisticos utilizados.

Han et al., 2018 * * * * - Sem descri¢do da estratégia de amostragem
- Falta de detalhes estatisticos utilizados.

Liu et al., 2018 * K X * * * X

Xiau et al., 2018 * * * - Sem descri¢édo da estratégia de amostragem
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- Avaliagdo independente/cega nao relatada
- Falta de detalhes estatisticos utilizados.

Zhang et al., 2019

* %

* %

- Sem descri¢do da estratégia de amostragem
- Avaliagdo independente/cega nao relatada
- Falta de detalhes estatisticos utilizados.

Dan et al., 2020

* %

* %

- Sem descri¢do da estratégia de amostragem
- Falta de detalhes estatisticos utilizados.

Wang et al., 2020

* %

* %

- Sem descri¢do da estratégia de amostragem
- Avaliagdo independente/cega nao relatada
- Falta de detalhes estatisticos utilizados.

Yu et al., 2021

* %

* %

- Sem descri¢do da estratégia de amostragem
- Avaliagdo independente/cega nao relatada
- Falta de detalhes estatisticos utilizados.

Xu et al., 2022

* %

* %

- Sem descri¢do da estratégia de amostragem
- Avaliagdo independente/cega nao relatada
- Falta de detalhes estatisticos utilizados.

Os dados foram analisados utilizando a escala de Newcastle-Ottawa para estudos transversais

Selecao: maximo de trés estrelas; comparacao: maximo de duas estrelas; resultado: maximo de duas estrelas.

Fonte: Elaboragéo propria.
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5.1.3 Meta-analise

Apdés a realizacdo da meta-analise, ndo foram encontrados resultados
estatisticamente significativos para RACK1 high (alto) e RACK1 low (baixo) em
relagdo a diferenciagdo histologica tumoral: OR= 5.02 [0,80;31.54] e OR= 0.57
[0.22;1,51], respectivamente (Figura 6A, 7A, respectivamente). Além disso, a
presenca de linfonodos metastaticos entre os grupos RACK1 high e RACK1 low
também nao revelou diferenga estatistica significativa: OR= 1.77 [0.58;5.43] (Figura
8A). A analise Trim-and-fill ndo revelou viés de publicagao e viés de meta-analise para
os resultados de RACK1 high e diferenciacao histoldgica (Figura 6B) e RACK1 high e
low e presencga de linfonodos metastaticos (Figura 8B). Em contrapartida, houve viés
de publicagdo e de meta-analise na analise de diferenciagao histologica tumoral e
RACK1 low (Figura 7B). Embora tenhamos encontrado com mais frequéncia altos
niveis de RACK1 na diferenciagdo histolégica tumoral pouco/moderadamente
diferenciada e também na presenca de linfonodos metastaticos, a meta-analise nao
revelou resultados significativos (Figuras 6A, 7A, 8A). Tendo em vista que dos 5
artigos incluidos na meta-analise, 3 deles eram de adenocarcinoma ductal
pancreatico, foram realizadas analises de subgrupos para este tipo de tumor, na qual
avaliamos a diferenciagdo histologica em casos com RACK1 alto (grupos
experimentais = pouco e moderadamente diferenciado; grupo controle = bem
diferenciado (Subgrupo 1); diferenciagao histologica dos casos com RACK1 baixo
(grupos experimentais = pouco e moderadamente diferenciado; grupo controle = bem
diferenciado) (Subgrupo 2) e presenca de linfonodos metastaticos entre grupos
RACK1 high (grupo experimental) e RACK1 low (grupo controle) (Subgrupo 3). Estas
analises de subgrupos revelaram que para pacientes com adenocarcinoma ducal
pancreatico, a alta expressdo de RACK1 (RACK1 high) esta associada a uma chance
4.45 maior deste tumor ser pouco ou moderadamente diferenciado (OR= 4.45 [3.09;
6.42]) (Figura 9) e uma chance 1.88 maior de apresentarem linfonodos metastaticos

(OR=1.88 [1.28; 2.75]) (Figura 11), ou seja, corroborando para um progndstico ruim.
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5.1.4 Analise de GRADE

O nivel de confianga da qualidade de evidéncia encontrada nos resultados da
meta-analise foi baixo. Em contrapartida, foram detectadas qualidade de evidéncia
moderada e alta nas analises de subgrupos (Tabela 2). De acordo com a analise de
GRADE, a meta-analise para o evento presenca de linfonodos metastaticos mostrou
baixa qualidade da evidéncia, portanto, baixa confianga na certeza da evidéncia, pois
houve ampla variagdo no numero de eventos positivos no grupo experimental e foram
avaliados grupos de pacientes com diferentes tipos de cancer. Quanto aos eventos
diferenciagao histolégica para RACK1 alto e baixo, a qualidade da evidéncia também
foi baixa, pois para ambos houve ampla variagdo do valor de OR e os grupos de
pacientes também apresentavam diferentes tipos de cancer. Por outro lado, a analise
de GRADE referente aos resultados das analises de subgrupo revelou qualidade da
evidéncia moderada e alta, sendo os dois eventos de analise de subgrupo para
diferenciagao histoldégica e RACK1 baixo e para presenga de linfonodos metastaticos
considerados como moderada qualidade de evidéncia. Ja para o resultado da analise
de subgrupo do evento diferenciagdo histolégica e RACK1 alto, a qualidade da

evidéncia foi alta, ou seja, temos uma alta confianga na certeza desta evidéncia.



63

Figura 6 — Resultado da meta-analise em relagao a diferenciagéo histologica tumoral
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A) Resultado da meta-analise de diferenciagao histolégica tumoral para casos de RACK1
alto (high) ilustrado em grafico do tipo forest plot. O grupo experimental foi formado pelos
subtipos histologicos pouco e moderadamente diferenciado, enquanto o grupo controle foi
formado pelo subtipo histolégico bem diferenciado. B) Resultado do método Trim-and-fill
ilustrado em um grafico tipo forest plot. OR=o0dds ratio; Cl= intervalo de confianga;
W=peso; TE= valores estimados para a média; seTE= valores estimados para o desvio

padrao.

Fonte: Elaboragao propria.
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Figura 7 — Resultado da meta-analise em relagao a diferenciagéo histologica tumoral
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A) Resultado da meta-analise de diferenciagao histolégica tumoral para casos de RACK1
baixo (low) ilustrado em grafico do tipo forest plot. O grupo experimental foi formado
pelos subtipos histolégicos pouco e moderadamente diferenciado, enquanto o grupo
controle foi formado pelo subtipo histolégico bem diferenciado. B) Resultado do
método Trim-and-fill ilustrado em um grafico tipo forest plot. OR=0dds ratio; Cl=
intervalo de confianga; W=peso; TE= valores estimados para a média; seTE= valores
estimados para o desvio padrao.

Fonte: Elaboragao propria.



Figura 8 — Resultado da meta-analise em relagdo a presenga de linfonodos
metastaticos entre os grupos RACK1 high e RACK1 low
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A) Resultado da meta-analise da presencga de linfonodos metastaticos para casos de RACK1
high (alto) e RACK1 low (baixo) ilustrado em grafico do tipo forest plot. O grupo experimental
foi formado por RACK1 high e o grupo controle foi formado por RACK1 low. B) Resultado do
método Trim-and-fill ilustrado em um grafico tipo forest plot. OR=0dds ratio; Cl= intervalo de
confianga; W=peso; TE= valores estimados para a média; seTE= valores estimados para o

desvio padrao.

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 9 — Analise de subgrupo da diferenciagao histolégica de adenocarcinomas
pancreaticos ductais para casos de RACK1 alto

Experimental Control Odds Ratio
Study Events Total Events Total OR 95%-Cl W(fixed) W(random)
Lietal. 2016 97 107 10 107 —+— 94.09 [37.47; 236.24] 3.4% 33.1%
Hanetal. 2018 109 135 12 22 349 [1.36; 896] 146% 331%
Zhang et al. 2019 40 83 43 83 087 [047; 159] 819% 33.8%
Fixed effect model 325 212 445 [3.09; 6.42] 100% -
Random effects model 6.49 [0.40; 105.36] - 100%

geneity: Fsq 2%, tau-sq 886, p<0.0001

Resultado da analise de subgrupo da diferenciagao histolégica tumoral para casos de RACK1
high (alto) ilustrado em grafico do tipo forest plot. O grupo experimental foi formado pelos
subtipos histoldgicos pouco e moderadamente diferenciado, enquanto o grupo controle foi
formado pelo subtipo histologico bem diferenciado.

Fonte: Elaboragao propria.

Figura 10 — Analise de subgrupo da diferenciagao histoldgica de adenocarcinomas
pancreaticos ductais para casos de RACK1 baixo

Experimental Control Odds Ratio
Study Events Total Events Total OR 95%-Cl W(fixed) W(random)
Lietal 2016 57 154 15 25 4‘*“: 039 [0.17;093] 345% 32.7%
Hanetal 2018 26 135 10 22————— | 029 [0.11;0.73] 29.5% 31.8%
Zhang et al. 2019 58 99 41 99 | 200 [1.14;352] 36.0% 35.5%
Fixed effect model 388 146 0.94 [0.62;1.42] 100% -
Random effects model 0.63 [0.17; 2.35] - 100%
ity: Fsq .2%, tau-sq 178, p=0.0002

Resultado da analise de subgrupo da diferenciagao histolégica tumoral para casos de RACK1
low (baixo) ilustrado em grafico do tipo forest plot. O grupo experimental foi formado pelos
subtipos histoldgicos pouco e moderadamente diferenciado, enquanto o grupo controle foi
formado pelo subtipo histologico bem diferenciado.

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 11 — Analise de subgrupo da presencga de linfonodos metastaticos em
adenocarcinomas pancreaticos entre os grupos RACK1 high e RACK1 low

Experimental Control Odds Ratio
Study Events Total Events Total OR 95%-Cl W(fixed) W(random)
Lietal 2016 45 107 26 72 1.28 [0.69;2.38] 47.4% 38.1%
Hanetal. 2018 101 121 24 36 ——*—— 252 [1.09;587] 16.1% 22.7%
Zhang et al. 2019 54 99 28 83 ——— 236 [1.29;4.31] 36.5% 39.3%
Fixed effect model 327 191 = 1.88 [1.28;2.75] 100% -
Random effects model <‘> 1.90 [1.23; 2.93] - 100%
geneity: Fsq .6%, tau-sq .029, p=0.2885 ¢
. B S e—
02 05 1 2 5

Resultado da anadlise de subgrupo da presenca de linfonodos metastaticos para casos de
RACK1 high (alto) e RACK1 low (baixo) ilustrado em grafico do tipo forest plot. O grupo
experimental foi formado por RACK1 high e o grupo controle foi formado por RACK1 low.

Fonte: Elaboragéo propria.



Tabela 2 — Analise GRADE da qualidade dos resultados da meta-analise

Resultados

Diferencga ilustrativa comparativa
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Efeito de medida

N° da populagao Qualidade da Comentarios
Odds ratio [IC 95%] amostral Evidéncia (GRADE)
Grupo Grupo controle
experimental
Presenca de A média linfonodos A média linfonodos OR =1,77[0,58; 5,43] 441 (F)(F)(-)() Variagdo ampla de eventos
linfonodos metastatico em metastaticos em Baixo positivos no grupo
metastéticos pacientes pacientes experimental. Grupos de
oncolégicos com oncolégicos com pacientes com diferentes
RACK “alto” variou  RACK “baixo” variou tipos de cancer
de 101 a7 eventos  de 64 a 18 eventos
positivos. positivos.
Diferenciagao A média de casos A média de casos OR=5,02[0.80; 531,54] 440 (F)(F)(-)(-) Ampla variagéo do valor de
histolégica de pacientes de pacientes Baixo
RACK “alto” oncoldgicos com

RACK *“alto” com
diferenciagado
histolégica
moderada/pobre
variou de 104 a 40

eventos positivos.

oncolégicos com
RACK “alto” e
subtipo histolégico
bem diferenciado
variou de 43 a 10

eventos positivos.

OR. Grupos de pacientes
com diferentes tipos de

cancer




Diferenciagéo
histolégica
RACK “baixo”

Analise de sub-

A média de casos
de pacientes
oncolégicos com
RACK “baixo” com
diferenciagado
histolégica
moderada/pobre
variou de 58 a 26

eventos positivos.

A média linfonodos

A média de casos OR= 0,57 [0,22; 1,51]
de pacientes
oncolégicos com
RACK “baixo” e
subtipo histolégico
bem diferenciado
variou de 41 a 10

eventos positivos.

503

(F)(+)(-)()

Baixo

69

Ampla variagdo do valor de
OR. Grupos de pacientes
com diferentes tipos de

cancer

grupo. Presenca
de linfonodos

metastaticos

Analise de

metastatico em
pacientes
oncolégicos com
RACK *“alto” variou
de 101 a 45

eventos positivos.

A média de casos

A média de OR =1,88[1,28; 2,75]
linfonodos
metastaticos em
pacientes
oncolégicos com
RACK *“baixo” variou
de 28 a 26 eventos

positivos.

327

(H)))

Moderado

Variagdo ampla de eventos
dos intervalos de confianca
nos estudos incluidos na

meta-analise

subgrupo.
Diferenciagcéo

histolégica
RACK “alto”

de pacientes
oncolégicos com
RACK *“alto” com
diferenciagado
histolégica
moderada/pobre
variou de 109 a 40

eventos positivos.

A média de casos OR=4,45[3,09; 6,42]
de pacientes
oncolégicos com
RACK “alto” e
subtipo histolégico
bem diferenciado
variou de 43 a 10

eventos positivos.

325

(+)(+)(+)(+)
Alto




Analise de A média de casos
subgrupo. de pacientes
Diferenciagdo oncolégicos com

histologica RACK “baixo” com
RACK “baixo” diferenciagado
histolégica
moderada/pobre

variou de 58 a 26

eventos positivos.

A média de casos OR=0,94[0,62; 1,42]
de pacientes
oncolégicos com
RACK “baixo” e
subtipo histolégico
bem diferenciado
variou de 41 a 10

eventos positivos.

388

(H)EE))

Moderado

70

Variagdo ampla de eventos
dos intervalos de confianca
nos estudos incluidos na

meta-analise

Fonte: Elaboragéo propria.
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5.2 Caracteristicas Clinico-Patolégicas dos Pacientes com LO, LVP e HFI
Incluidos na Analise Imuno-Histoquimica

O perfil epidemiolédgico dos pacientes diagnosticados com LO envolvidos neste
estudo revelou que a maior parte deles era do sexo masculino (n=24; 53,33%), sendo
os pacientes do sexo feminino afetados numa menor frequéncia que os pacientes do
sexo masculino (n=21; 46,66%). A média de idade foi de 57,3 anos (variando de 35 a
76 anos) e 55,56% destes pacientes apresentaram histéria de uso cénico de tabaco
(n=25) e apenas 13 pacientes (28,88%) apresentaram histéria de uso crbnico de
alcool. A maioria dos pacientes era de raga branca (n=42, 93,3%). Além disso, todos
os pacientes com LO foram submetidos a apenas uma bidpsia e 46,66% das lesdes
nao revelaram sinais de displasia epitelial (n=21), 7 lesdes apresentaram displasia
epitelial leve (15,55%) e 15 pacientes apresentaram les6es com displasia moderada
(33,33%). Apenas 2 pacientes foram diagnosticados com displasia severa (4,44%).
Quando as lesdes displasicas foram agrupadas de acordo com a classificagao binaria
de Kujan et al., 20063, observamos que a maioria das lesdes de LO era de “baixo
risco” para transformagao maligna (n=28; 62,22%) e 17 delas apresentaram “alto
risco” para transformagao maligna (37,77%). Apenas 5 casos (11,11%) de LO
apresentaram recidiva, o que coincidiu com o numero de lesbes que malignizaram,
sendo que as demais 40 lesdes (88,88%) néo recidivaram apds remogao cirurgica
com bisturi. A taxa de transformagéo maligna dos pacientes diagnosticados com LO
incluidos neste estudo foi de 11,11%, sendo entdo apenas 5 pacientes com
transformagcdo maligna. Analisando as caracteristicas clinico-patoldgicas dos
pacientes do grupo LVP, observamos que as mulheres foram mais afetadas que os
homens, compondo 78,73% dos pacientes deste grupo. A média de idade observada
foi de 62,46 anos e a maioria dos pacientes do grupo LVP era da raga branca (n=46;
97,87%), com 34,04% apresentando historia de consumo de tabaco e apenas 6,38%
deles apresentaram historia de consumo de alcool. Todos os pacientes deste grupo
apresentaram lesdes em multiplos sitios da cavidade oral e apresentaram tamanho
total da lesdo maior que 3 cm. Histologicamente, 38,70% (n=36) das lesdes nao
apresentaram displasia epitelial e 27,95% (n=26) eram les6es com displasia epitelial
leve. Menos da metade dos casos de LVP eram lesbes com displasia moderada
(n=27; 29,03%) e apenas 4 apresentaram displasia severa (4,30%), sendo entao
64,51% das lesbes de baixo risco para transformacao maligna e apenas 34,48% de
alto risco. Apesar disso, a taxa de transformagdo maligna dos pacientes
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diagnosticados com LVP incluidos em nosso estudo foi de 57,55%. Dentro do nosso
acervo de amostras de pacientes diagnosticados com LVP, foi possivel incluir 18
blocos de pacientes com LVP que sofreram transformagao maligna para carcinoma
verrucoso ou carcinoma espinocelular oral. Dentro deste grupo, os pacientes
apresentaram uma média de idade de 71 anos, sendo 17 mulheres (94,44%) e apenas
1 homem. Todos os pacientes eram da raga branca e apenas 3 revelaram uso cronico
de tabaco (16,66%) e 1 relatou uso crénico de alcool. O sitio oral mais afetado pela
transformagdo maligna foi o rebordo alveolar/gengiva (50%), seguido da lingua
(38,88%) e da mucosa bucal (11,11%). Os pacientes do grupo controle que
apresentaram lesées de HFI eram em sua maioria mulheres (75,75%) e a média de
idade foi 55,6 anos. Poucos pacientes tinham o habito de fumar e beber (n=8; 24,24%
e n=7, 21,21%, respectivamente), sendo a maioria pacientes brancos. A distribuicao
das caracteristicas clinicas dos grupos HFI, LO, LVP e CEC_LVP selecionados para

este estudo encontram-se descritas na tabela 3.
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Tabela 3 - Caracteristicas clinico-patologicas dos individuos dos grupos HFI, LO, LVP e
CEC_LVP selecionados para a analise imuno-histoquimica

Parimetros HFI (n=33) LO (n=45) LVP (n=47) CEC_LVP (n=18)
n (%) n (%) n (%) n (%)

Idade
Média de anos 55,57 57,3 62,46 71
Sexo
Masculino 8 (24,24) 24(53,33) 10 (21,27) 1(5,55)
Feminino 25(75,75) 21(46,66) 37 (78,73) 17 (94,44)
Racga
Brancos 27 (81,81) 42(93,3) 46 (97,87) 18 (100)
Nao-brancos 6 (18,18) 3(6,67) 1(2,13) 0 (0,0)
Tabaco
Nio 25 (75,75) 20(44.,44) 31 (65,96) 15 (83,33)
Sim 8 (24,24) 25 (55,56) 16 (34,04) 3 (16,66)
Alcool
Nio 26 (78,78) 32(71,11) 44 (93,62) 17 (94,44)
Sim 7(21,21) 13 (28,88) 3(6,38) 1(5,55)
Sitios orais
Mucosa jugal 7 (15,55) 21 (22,58)**
Assoalho bucal 4 (8,88) 7 (7,52)%*
Gengiva/Rebordo alveolar 2(4,44) 33 (22,58)** 9 (50,00)
Mucosa bucal 4 (8,88) 16 (17,20)** 2 (11,11)
Lingua 23 (5L11) 25 (26,88)** 7(38,88)
Palato 5(1L11) 5(5,37)%*
Grau de Displasia
(OMS, 2017)
Sem displasia 21 (46,66) 36'7(38,70)
Displasia Leve 7 (15,55) 2611 (27,95)
Displasia Moderada 15 (33,33) 271%(29,03)
Displasia Severa 2(4,44) 471(4,30)
Risco histopatologico
(Kujan et al., 2006)
Baixo risco - 28 (62,22) 60 (64,51) 't
Alto risco - 17.(37,77) 33 (34,48) 1
Transformacio maligna
Nao - 40 (88,88) 20 (42,55)
Sim - 5(1L11) 27 (57,55)
Recidiva
Nao - 40 (88,88) 4(8,51)
Sim - 5(11,11) 43 (91,49)

** Numero de eventos considerando a quantidade de amostras parafinadas (n=93) obtidas
dos pacientes diagnosticados com LVP (n=47).
** Sitios orais referentes ao local da biépsia

Fonte: Elaboragao prépria.
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5.3 A Intensidade de Marcag¢ao IHQ de RACK1 Esta Aumentada em LO e LVP

Para acessar os niveis de expressao de RACK1, foram realizadas reacdes de
imuno-histoquimica para o marcador RACK1 nas 189 amostras que compunham os
grupos LO, LVP, HFI e CEC oriundos de LVP. Nossos resultados revelaram que
ambas DPMOs apresentaram um aumento na intensidade de marcagao da expressao
de RACK1 em relagcédo ao grupo controle (HFI), sendo que este aumento na
intensidade de expressao de RACK1 foi estatisticamente significativo tanto no grupo
LO quanto no grupo LVP em relagdgo ao controle (p=0,0253 e p<0,0001,
respectivamente). Além disso, foi possivel observar uma superexpresséao de RACK1
nas amostras de LVP em relagao a LO (p=0,0344). Quando avaliamos o padréo de
expressdo de RACK1 nos 4 grupos estudados, nota-se que o grupo controle
apresenta baixa expressdo de RACK1, a qual aumenta gradativamente no grupo LO
e depois no grupo LVP, sendo que ha uma queda nos niveis de expressdo de RACK1
no grupo de CEC de oriundos pacientes diagnosticados com LVP, porém sem
diferenga estatistica significativa (Figura 12). Sendo assim, parece que as amostras
de LVP que sofreram transformagdo maligna apresentam uma diminuigdo da
expressdo de RACK1. Imagens representativas da marcagao IHQ de RACK1 podem
ser observadas na Figura 13.

Adicionalmente, nds avaliamos a intensidade de marcag¢ao imuno-histoquimica
de RACK1 nos grupos estudados de trés formas distintas considerando a presenca
de displasia epitelial oral nas amostras de LO e LVP. Considerando a classificacdo do
grau de displasia epitelial oral proposto pela OMS 2017, no grupo de amostras de LO
nao foi possivel observar diferenga estatistica significativa entre os diferentes graus
de displasia. Porém é possivel notar que existe um aumento da expressdo de RACK1
nas amostras sem displasia para as amostras com displasia leve, e essa expressao
cai nas amostras de displasia moderada, e diminui ainda mais nas amostras com
displasia severa (figura 14). Quando avaliamos as amostras de LVP conforme a
classificagao de displasia epitelial da OMS 2017, observamos diferenga estatistica
significativa entre o grupo controle e amostras sem displasia, com displasia leve,
moderada e severa (p<0,0001; p=0,0020 p=0,0007; p=0,0073, respectivamente).
Sendo assim, para todos os graus de displasia epitelial e para as amostras sem

displasia houve diferenga estatistica significativa na intensidade de marcagao de
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RACK1 quando comparamos com o grupo controle, o qual apresentou baixa
intensidade de marcagéo (figura 15).

Quando consideramos unicamente a presenga ou auséncia de displasia
epitelial, independente do grau de displasia, observamos um aumento na intensidade
de marcagao de RACK1 no grupo LO sem displasia quando comparamos com o grupo
controle (p=0,0381) e ndo houve diferenca estatistica significativa quando
comparados o grupo displasia com o controle e da mesma forma, ndo houve diferenca
entre o grupo sem displasia e com displasia (figura 16). Em relagdo as amostras do
grupo LVP, verificamos um aumento estatisticamente significativo da intensidade de
expressao da proteina RACK1 em ambos os grupos sem displasia (p<0,0001) e com
displasia (p<0,0001) em relagdo ao controle. Entretanto, ndo houve diferenca
estatisticas nos niveis de RACK1 no grupo LVP com displasia e LVP sem displasia,
sendo possivel notar que ambos apresentam niveis elevados de expressdo de RACK1
independente da presencga ou n&o de displasia epitelial. As figuras 16 e 17 mostram
as imagens graficas das analises de intensidade de RACK1 nas amostras de LO e
LVP, respectivamente, mostrando as diferengas estatisticas identificadas segundo a
presenca e auséncia de displasia epitelial, independente do grau de displasia.
Similarmente, verificamos a intensidade de marcagao de RACK1 nas amostras de LO
e LVP a partir da classificag&do binaria de Kujan et al., 2006. As amostras foram ent&o
avaliadas de acordo com o risco de transformagdo maligna e classificadas como
lesbes de "baixo risco" e "alto risco". Sendo assim, as amostras de LO e LVP foram
divididas em dois grupos (LO "baixo risco" e LO "alto risco"; LVP "baixo risco" e LVP
"alto risco") e comparadas com o grupo controle (HFI). A intensidade de marcagéao de
RACK1 nas amostras de LO "baixo risco" revelou um aumento estatisticamente
significativo quando comparadas ao grupo controle (p=0,0266). Ja em relagcdo as
amostras de LO de alto risco, ndo observamos diferengas estatisticas significativas.
(Figura 18). Quando avaliamos os niveis de intensidade de RACK1 nas amostras de
LVP agrupadas em "baixo risco" e "alto risco", observamos um aumento na
intensidade de marcagdo de RACK1 independente do risco histolégico em relagdo ao
grupo controle, com diferenga estatistica significativa entre HFl e LVP “baixo risco
(p<0,0001) e entre HFI e LVP “alto risco (p<0,0001) (Figura 19). Além disso, as
amostras de LO e de LVP foram divididas de acordo com a ocorréncia ou nao de
transformagao maligna. Para o grupo de amostras de LO observamos um aumento na

intensidade de marcagdo de RACK1 no grupo de amostras sem transformagao
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maligna em relagdo ao controle (p=0,0455). Quando avaliamos as amostras que
sofreram transformagao maligna, os niveis de intensidade de marcacdo de RACK1
parece diminuir em relagdo as amostras sem transformacido, porém nao houve
diferenca estatistica significativa (figura 20). Observando o grupo LVP, verificamos
que ambos os grupos de amostras sem transformagdo e com transformag¢ao maligna
tiveram um aumento significativo na intensidade de marcagdo de RACK1 em relag&o
ao grupo controle (p<0,0001; p=0,0001, respectivamente). Além disso, também
notamos uma queda na intensidade de marcagao de RACK1 do grupo de amostras
sem transformacgao para o grupo das amostras que transformaram (p=0,0161) (figura
21).

As analises de regressao logistica bindria realizadas nas amostras de LO nao
mostraram diferenga estatistica significativa para a relagdo das caracteristicas clinico-
patolégicas com a alta e baixa expressdo de RACK1. Sendo assim, altos e baixos
niveis de expressao de RACK1 ndo associaram com as variaveis avaliadas (idade,
sexo, raga, tabaco, alcool, risco de transformagao maligna, recidiva e grau histolégico
de displasia epitelial) (quadro 4). No grupo LVP, apenas a variavel idade correlacionou
com a expressdao de RACK1 (p=0,040), sendo que quanto maior a idade, maior a
chance de encontrarmos niveis altos de RACK1[Exp(B)=1,043] (quadro 5). A média
de idade do grupo com alta expressao de RACK1 foi de 64,8 anos e a média de idade
do grupo com baixa expressdo de RACK1 foi de 60,5 anos. Vale ressaltar que essa
diferenca estatistica so existe dentro do grupo LVP como razdo de chance, apesar de
serem médias de idade muito proximas. Quando comparamos LO e LVP, as médias
de idade também s&o proximas, sendo o grupo LO com uma média de idade de 57,3
anos e no grupo LVP considerando todas as amostras a média de idade foi de 62,46

anos.
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Figura 12 — Determinagéo da intensidade de marcagéo de RACK1 nos grupos HFI, LO, LVP
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Observa-se um aumento na intensidade de marcagédo de RACK1 no grupo LO (p=0,0253) e
no grupo LVP (p<0,0001) em relagéo ao grupo controle (HFI). Além disso, existe um aumento
estatisticamente significativo na marcagédo de RACK1 no grupo LVP em relagéo ao grupo LO
(p=0,0344).

Fonte: Elaboragao propria.

Figura 13 — Imagem representativa da marcacao imuno-histoquimica de RACK1 entre os
grupos HFI, LO, LVP e CEC oriundos de LVP
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Representagéo da marcacéo imuno-histoquimica de RACK1 no grupo controle (HFI), LO, LVP
e CEC oriundos de LVP, respectivamente.

Fonte: Arquivo pessoal da autora.
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Figura 14- Avaliacdo da intensidade de marcacdo de RACK1 em amostras de LO de
acordo com a classificagao de displasia epitelial oral proposta pela OMS 2017 em
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N&o observamos diferenga estatistica significativa em relagao a intensidade de marcagéo de
RACK1 e os diferentes graus de displasia epitelial em relagdo ao grupo controle.

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 15- Avaliagédo da intensidade de marcacao de RACK1 em amostras de LVP de
acordo com a classificagao de displasia epitelial oral proposta pela OMS, 2017 em relagao
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Observamos diferenga estatistica significativa em relagdo a intensidade de marcagéo de
RACK1 e os diferentes graus de displasia epitelial em relagdo ao grupo controle, sendo que
os niveis RACK1 estao superexpressos em todos os graus de displasia epitelial e também
nas amostras sem displasia (p<0,0001; p=0,0020; p=0,0007; p=0,0073, respectivamente).

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 16- Determinacdo da intensidade de marcagédo de RACK1 em amostras de LO
considerando presenca ou auséncia de displasia epitelial
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Observamos um aumento estatisticamente significativo na intensidade de marcacao
de RACK1 nas amostras sem displasia em relagao ao grupo controle (p=0,0381).

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 17- Determinacgao da intensidade de marcagcao de RACK1 em amostras de LVP
considerando presenca ou auséncia de displasia epitelial
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Observa-se que as amostras de LVP sem displasia e com displasia apresentam aumento na
intensidade de marcagdo de RACK1 em relagcdo ao controle, sendo este aumento
estatisticamente significativo (****p<0,0001).

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 18- Determinacéo da intensidade de marcacdo de RACK1 em amostras de LO de
"baixo risco" e "alto risco" em relagao ao controle
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Observa-se que as amostras de “baixo risco” de LO apresentam um aumento na intensidade
de marcagao de RACK1 em relagao ao controle (p= 0,0266) e vemos uma queda dessa
expressao no grupo LO “alto risco”, porém essa diminuicdo ndo foi estatisticamente
significativa.

Fonte: Elaboragao propria.
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Figura 19- Determinacao da intensidade de marcagédo de RACK1 em amostras de LVP de
"baixo risco" e "alto risco" em relagao ao controle
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Podemos observar que existe diferenga estatistica significativa no aumento da intensidade de
marcagao de RACK1 tanto nas amostras de LVP de “baixo risco” quanto de “alto risco” em
relagéo ao controle. ****p<0,0001.

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 20- Determinacdo da intensidade de marcagédo de RACK1 em amostras de LO,
considerando as amostras transformadas e ndo transformadas
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Podemos observar que existe diferenga estatistica significativa entre os niveis de marcagéo
de RACK1 do grupo controle em comparagao ao grupo LO sem transformagao maligna, onde
existe uma superexpressédo de RACK1 (p=0,0455).

Fonte: Elaboragao propria.
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Figura 21- Determinagédo da intensidade de marcagao de RACK1 em amostras de LVP,
considerando as amostras transformadas e ndo transformadas
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Observamos um aumento na intensidade de marcacdo de RACK1 tanto nas amostras de LVP
sem transformagédo maligna (p<0,0001) quanto nas amostras de LVP com transformagao
maligna (p=0,0001) em relagéo ao controle. Além disso, também existe diferenca estatistica
significativa em relagdo a intensidade de marcagdo de RACK1 no grupo LVP sem
transformagcao maligna em relagdo as amostras que sofreram transformagao maligna,
evidenciando uma diminuigdo da marcagéo de RACK1. (p=0,0161).

Fonte: Elaboragéo propria.
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Quadro 4 - Resumo da regresséo logistica simples para as informagdes clinico-patoldgicas do grupo LO em relagéo a alta e baixa expresséo
de RACK1
Variaveis B S.E Wald df p-value 95% CI
Idade ,020 ,031 ,394 1 ,530 ,959-1,084
Sexo (1) -,625 875 511 1 475 ,096-2,972
Raga (1) -,362 1,621 ,050 1 ,823 ,029-16,674
Tabaco (1) -,311 ,803 ,150 1 ,699 ,152-3,537
Alcool (1) -,545 ,887 ,378 1 ,539 ,102-3,298
Transformagao (1) -22,558 26621,223 ,000 1 ,999 0,000
Recidiva (1) 21,356 26621,223 ,000 1 ,999 0,000
Grau histolégico 797 3 ,850
Grau histolégico (1) 21,751 28392,043 ,000 1 ,999 0,000
Grau histoldgico (2) 20,742 28392,043 ,000 1 ,999 0,000
Grau histoldgico (3) 21,322 28392,043 ,000 1 ,999 0,000
Fonte: Elaboracéo propria.
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Quadro 5 - Resumo da regressao logistica simples para as informagdes clinico-patoldgicas do grupo LVP em relagéo a alta e baixa expresséo

de RACK1
Variaveis B S.E Wald df p-value 95% CI
Idade ,042 ,021 4,216 1 ,040 1,002-1,086
Sexo (1) -,163 ,506 ,104 1 747 ,315-2,289
Raga (1) -,594 1,552 ,146 1 ,702 ,026-11,565
Tabaco (1) ,378 ,565 447 1 ,504 ,482-4,420
Alcool (1) -1,344 ,685 3,848 1 ,050 ,068-,999
Transformacgéao (1) 334 ,650 ,265 1 ,607 ,391-4,991
Recidiva (1) ,067 721 ,009 1 ,926 ,260-4,395
Grau histolégico ,835 3 ,841

Grau histolégico (1) ,938 1,306 ,515 1 473 ,197-33,050
Grau histolégico (2) 877 1,323 ,440 1 ,507 ,180-32,162
Grau histolégico (3) 1,171 1,338 ,765 1 ,382 ,234-44,419

Fonte: Elaboragao propria.




88

5.4 Avaliacao da Expressao Génica de RACK1 em LO e LVP

Para avaliar a expressao génica de RACK1 em amostras de LO, LVP e HFI,
foram realizadas reagdes de gRT-PCR. A analise estatistica dos resultados da
quantificagdo por qRT-PCR nas amostras congeladas de LO, LVP e HFI n&o revelou
diferengas estatisticas significativas (Figura 22). Apesar disso, vemos um aumento na
expressdao de RACK1 no grupo LO em relagao ao controle, e a expressdo de RACK1
cai no grupo LVP.

Figura 22- Analise de qRT-PCR para expressao génica de RACK1
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Os resultados da expressao génica de RACK1 por gRT-PCR no grupo controle, LO e LVP néo
revelaram alteragbes estatisticamente significativas. * p <0,05.

Fonte: Elaboragao propria.
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6 DISCUSSAO

O carcinoma espinocelular (CEC) é o tipo histoléogico de cancer mais
comumente encontrado na cavidade oral, representando mais de 95% de todas as
neoplasias malignas que acometem estes sitios. O CEC oral (CECO) é considerado
uma lesdo multifatorial associada ao consumo excessivo de tabaco e alcool,
exposic¢ao aos raios ultravioletas, bem como 4 alteragbes genéticas'?35. Apesar dos
recentes avancos no entendimento e nos protocolos de tratamento em diferentes tipos
de tumores malignos, a taxa de sobrevida de 5 anos para pacientes com CECO
permanece entre 50 e 60% e o progndstico destes casos permanece sombrio’-2.

As DPMOs frequentemente precedem o desenvolvimento do CECO e deveriam
ser diagnosticadas precocemente a fim de prevenir e melhorar o progndstico dos
pacientes. Dentre as principais DPMOs estdo a LO e a LVP, que apesar de
compartilharem caracteristicas clinicas e microscépicas, possuem uma taxa de
transformacgdo maligna discrepante, sendo 9,8% e 49.5%, respectivamente'!'4.
Apesar disso, o método utilizado para prever o potencial de malignizagdo destas
lesdes, que € a classificagdo da displasia epitelial oral, ndo € totalmente confiavel.
Sabemos que nenhum dos sistemas de classificacdo atualmente em uso é totalmente
fiel, ndo é capaz de prever quais DPMOs irdo de fato sofrer transformagao maligna e
quando isso ira ocorrer, além de revelar uma grande variabilidade intra-examinadores
e inter-examinadores. Assim, os achados histopatologicos de displasia epitelial
indicam apenas que a lesdo tem um risco estatisticamente maior de transformagao
maligna*®7.°. Dentro deste paradigma, se faz necessario buscar potenciais
biomarcadores associados a LO e a LVP a fim de contribuir para uma elucidacédo do
comportamento clinico distinto entre elas, além de apontar possiveis estratégias
terapéuticas para a LVP. Vale ressaltar, ainda, que o atual sistema de graduacgao da
displasia epitelial ndo € capaz de reproduzir o risco clinico de transformag¢ao maligna
nas lesdes LVP, uma vez que elas muitas vezes nao revelam alteragdes citoldgicas
importantes mesmo apresentando alteragbes arquiteturais significativas e portanto,
talvez fosse necessario estabelecer um limite menor do numero de alteracbes
citoldgicas e arquiteturais consideradas para os casos de LVP8.

O RACK1 é um receptor intracelular de 36 kDa, da familia da proteina quinase
C e membro da familia das proteinas Trp-Asp40 (WD40)'""". Ele desempenha um

papel fundamental em uma ampla gama de respostas biologicas, incluindo
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crescimento celular, migragao, diferenciagao, transdugao de sinal e resposta imune e
tem atraido bastante interesse por seu papel central em servir como proteina de
andaime para numerosas quinases e receptores. Embora o RACK1 seja reconhecido
como essencial para a proliferagao celular e sobrevivéncia sob condigdes fisiologicas
normais, seu papel na formacéo e desenvolvimento de tumores provou ser complexo
e permanece controverso?*. Portanto, considerando a identificagdo do RACK1 por
meio de um estudo prote6mico com amostras de HFI, LO e LVP realizado pelo nosso
grupo de pesquisa, o envolvimento desta proteina nas DPMOs tornou-se o foco
subseqliente deste estudo'’. Além disso, o RACK1 é um fator importante na
manutencdo da homeostase celular normal e sua expressao elevada contribui para a
transformag&o oncogénica®.

No presente estudo foi demonstrado que as lesées de LO e LVP apresentam
uma alta expressdao de RACK1 quando comparado ao grupo controle formado por
lesbes hiperplasicas benignas. Aléem disso, verificamos uma superexpressdao de
RACK1 nas amostras de LVP quando comparado com as amostras de LO,
enfatizando uma diferenca no padrao de expressdao de RACK1 nestas DPMOs, o que
poderia justificar a diferenga biolégica e o padrdo de evolugao clinica distinto nos
pacientes com lesbes de LVP. Curiosamente, as lesdes de LVP que sofreram
transformagdo maligna para carcinoma parecem perder a expressdao de RACK1 e
essa queda dos niveis de RACK1 pode estar favorecendo a ocorréncia transformagao
maligna, uma vez que estas lesdes apresentam uma taxa média de malignizagéo de
65,8% e uma proporgdo agrupada de transformagdo maligna de 43,87%'26127. Os
trabalhos que avaliaram os niveis de RACK1 em CECO relataram que RACK1 estava
superexpresso nestes tumores e esta superexpresséo correlacionou com prognostico
ruim, lesdes recorrentes e piora da sobrevida, como demonstrado na sintese de dados
dos artigos incluidos na revisdo sistematica'®1%115126. Embora n&o tenha diferenca
estatistica significativa, as amostras de carcinoma avaliadas em nosso trabalho
mostraram niveis mais baixos de expressao de RACK1 em comparagdo com as
amostras de LO e LVP, sendo esta queda mais evidente quando comparamos o grupo
de amostras de LVP com as amostras de carcinomas dos pacientes com LVP. Vale
ressaltar que nossas amostras eram de carcinomas provenientes de pacientes
diagnosticados previamente com LVP e n&o de pacientes que desenvolveram CEC
propriamente dito, sendo que estes tipos de tumores diferem principalmente em
relagéo ao perfil epidemiolégico dos pacientes e fatores de risco envolvidos. Por isso
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talvez tenhamos resultados conflitantes com a literatura no que diz respeito ao nivel
de expressao de RACK1 em CECO com o que encontramos nos carcinomas de LVP,
porém nenhum destes trabalhos avaliou lesdes de LVP ou de carcinomas oriundos de
pacientes com LVP. Nossos achados sugerem que a perda ou diminuicdo da
expressdo de RACK1 seja importante para o inicio do processo de transformacéo
maligna nas lesdes de LVP.

Apesar de ndo ser um meétodo fiel de predicdo de transformagédo maligna, a
classificagdo do grau de displasia epitelial oral continua sendo o padrdo ouro no
diagnostico das DPMOs, além de ser utilizado para a classificagdo das lesbes em
baixo risco e alto risco*8-3343.128_ Entio, nds analisamos nossas amostras de LO e de
LVP segundo estes parametros. Independente do grau de displasia e do risco,
observamos superexpressao de RACK1 nas amostras de LVP. Estes achados
enfatizam que a analise do grau de displasia pouco diz sobre o risco de transformagéo
maligna, uma vez que a maioria das lesées de LVP ndo apresentaram displasia, ou
apresentaram lesdes com displasia leve a moderada e apesar disso 57,55% dos
pacientes sofreram transformagcdo maligna. Neste sentido, o que parece ser
importante nas lesbes de LVP é a queda de RACK1 observada nas amostras de CEC
oriundas de LVP. Além disso, nesta DPMO, os niveis elevados de RACK1 podem
estar contribuindo para as altas taxas de recorréncia que sao usualmente encontradas
nestas lesdes* 14151819,

Foi possivel observar que a principio, as amostras de LO parecem ter o mesmo
comportamento que as amostras de LVP em relagdo ao aumento da expressao de
RACK1. Porém, a LO apresenta niveis basais de expressao inferiores aos da LVP,
sugerindo que a superexpressdo de RACK1 parece se relacionar com processos
iniciais da tumorigénese, como por exemplo a transi¢cao-epitélio mesenquimal (TEM),
enquanto a reducao dos niveis de RACK1 parece ser importante na transformagao
maligna propriamente dita. A superexpressao de RACK1 em pacientes com cancer de
mama foi associado com bom progndstico apos 10 anos de follow-up®:1%°. Pensando
no comportamento bioldgico da LO, onde uma minoria destas lesdes progride de fato
para CECO, a alta expressao de RACK1 nas lesdes de baixo risco de LO pode estar
atuando de maneira a promover apoptose de células displasicas e também poderia
atuar como preditor de bom prgndstico®31%, Como mencionado anteriormente, a alta
expressdo de RACK1 pode estar agindo em outras vias iniciais importantes da

carcinogénese como proliferacdo, TEM, ciclo celular, entre outras, uma vez que
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RACK1 atua em diversas vias e processos biologicos chaves?024129.130  Nesse
sentindo, foi relatado que a alta expressdo de RACK1 diminuiu o crescimento das
células de cancer gastrico e inibiu TEM por meio da limitagédo da via Wnt/B-catenina'".
Além disso, a fung&o de supressor de tumor tem sido atribuida ao RACK1 no cancer
gastrico e colorretal®?131,

Apesar de discreto, ha uma diminui¢do da expressao de RACK1 nas amostras
de LO com grau moderado de displasia, que se repete nas amostras de LO com
transformagao maligna quando agrupadas, sugerindo mais uma vez que a queda ou
baixos niveis de RACK1 pode atuar como gatilho para a transformag¢ao maligna destas
DPMOs. Baixos niveis de RACK1 foram relatados no cancer gastrico, CEC cervical,
adenocarcinoma ductal pancreatico, o que correlacionou com metastases, invasao,
estadiamento TNM e piora da sobrevida'3'-134. A queda na intensidade de marcacao
de RACK1 é bem mais evidente e significativa nas amostras de LVP que sofreram
transformagao maligna. Assim, a diminuicdo de RACK1 parece impactar de maneira
mais importante as amostras de LVP, o que pode ser visto como um resultado
interessante quando pensamos no RACK1 como um biomarcador de transformagao
maligna e até mesmo como alvo terapéutico, uma vez que as lesdes de LVP nao
respondem a nenhuma das modalidades terapéuticas atualmente relatadas e
recorrem com frequéncia*®. Neste sentido, estudos com cancer de mama em estagio
inicial identificaram RACK1 como altamente imunogénico e sugeriram sua utilizagao
como marcador diagndstico individual nestes tumores'3%136,

A avaliagao de lesbes com e sem displasia epitelial em relagdo aos niveis de
expressao de RACK1 foi avaliada apenas em um estudo, o qual incluiu amostras de
tecido normal, LO sem displasia, LO com displasia e CECO. Os resultados mostraram
um aumento da expressdo de RACK1 conforme o aumento do grau de displasia
epitelial, e este achado correlacionou com estadiamento clinico, envolvimento de
linfonodos e recorréncia, uma vez que os tecidos de CECO tiveram superexpressao
de RACK1 em relagdo aos tecidos de LO displasicos e ndo displasicos'. Nossos
resultados parecem diferir no que diz respeito aos niveis de expressao de RACK1 em
amostras de LO, uma vez que observamos uma tendéncia de aumento de expressao
nas amostras sem displasia para as amostras com displasia leve, porém observamos
uma tendéncia de diminuigado da expressao nas amostras com displasia moderada e
severa. Apesar disso, vale ressaltar que em nosso trabalho ndés avaliamos apenas o

tecido epitelial das amostras e a analise da intensidade de marcacdo IHQ de RACK1
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foi realizada de forma automatizada, levando em consideragao os diferentes graus de
displasia epitelial e o risco. No trabalho citado anteriormente, a analise foi feita
manualmente por dois avaliadores e os autores ndo descreveram na metodologia se
avaliaram apenas o epitélio e ndo mencionaram a classificagdo dos graus de displasia
das amostras estudadas'®. Na andlise de LO segundo os graus de displasias, houve
uma tendéncia de queda de RACK1 na displasia moderada e severa, semelhante ao
observado na LVP, o que foi observado também quando avaliamos as amostras
utilizando a classificagdo de Kujan et al.3® Avaliando as lesées de LVP, todas as
amostras apresentaram niveis elevados de RACK1 independente do grau de
displasia, do risco e da presenca ou auséncia de displasia 0 que se assemelha ao que
é relatado na literatura sobre os niveis de RACK1 em lesées de CECO e que
correlaciona com lesbes recorrentes e de progndstico ruim@19:48.115.127 - Além disso,
destacamos que os niveis de expressdo de RACK1 se mantém altos na LVP e so
vemos de fato uma queda nos casos ja transformados (CEC oriundos de LVP).

Assim, observando a expressdo de RACK1 na LO e na LVP, a alta expresséo
parece ser importante nos processos iniciais da carcinogénese e no desenvolvimento
das lesées em si. Na LVP, talvez a superexpressdo de RACK1 seja um nivel
suficientemente mais alto do que na LO para conferir um comportamento mais
agressivo a LVP em termos de espalhamento, recidiva, transformagdo maligna e
resisténcia aos tratamentos. A diminuicdo dos niveis de RACK1 parece impactar na
transformagdo maligna, principalmente quando vemos a queda significativa da
expressdo de RACK1 nas amostras de LVP com transformagdo maligna quando
comparamos com as lesdes de LVP sem transformacao. Essa diminuicdo nos niveis
de RACK1 também é observado quando agrupamos as amostras de LO em baixo
risco e alto risco. Porém, chamamos atencao ao fato que nosso tamanho amostral de
amostras de LO transformadas é pequeno, além disso, nao adicionamos um grupo de
amostras de carcinomas de LO.

De modo geral, a expressdo de RACK1 parece variar entre diferentes tipos de
carcinomas e mesmo dentro de um mesmo tipo de cancer em estagios distintos e por
isso seu papel permanece controverso'!139, Além disso, tem sido considerado seu
papel como orgéo-especifico’’®. Em alguns canceres como cancer de esodfago,
pulmédo, figado e mama, RACK1 tem sido considerado um oncogene pois sua
superexpressao tem sido associada a caracteristicas mais agressivas do tumor e pior

prognostico. Neste sentido, nossos resultados de meta-analise das analises de
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subgrupo enfatizam que pacientes com adenocarcinoma ductal pancreatico e niveis
elevados de expressdo de RACK1, tém maiores chances de apresentarem
diferenciagao histolégica pouco ou moderadamente diferenciado e apresentarem
linfonodos metastaticos, corroborando para um pior prognéstico. Por outro lado, os
niveis reduzidos de RACK1 também podem estar relacionados a progressao tumoral,
como foi visto nos canceres gastrico e retal®115.130.131 Além disso, apesar da maioria
dos estudos com CECO indicarem niveis elevados de RACK1, o estudo de Liu et al.'®
revelou niveis reduzidos de RNAm nestes tumores quando comparado aos tecidos
normais adjacentes. Assim como indicado em nossos resultados, o RACK1 pode
desempenhar um papel importante na transformagdo maligna das DPMOs para
carcinoma. Esse aspecto pode ser particularmente relevante para os pacientes
diagnosticados com LO e LVP que foram as DPMOs aqui estudadas.

A avaliacdo da analise imuno-histoquimica revelou que o padrao de marcagao
de RACK1 foi predominantemente citoplasmatico. Porém, alguns casos pontuais
demonstraram marcac¢ao nuclear. Isso foi visto também em 3 artigos que relataram
marcacgdo predominantemente citoplasmatica e ocasionalmente no nucleo''928. O
artigo de Wang et al.’® mostrou que a imunomarcagido de RACK1 foi prontamente
identificada no citoplasma e ocasionalmente no nucleo, sendo que as figuras
mostraram marcagao nuclear nos casos de LO com e sem displasia epitelial. Os
demais artigos incluidos na revisao sistematica demonstraram que expressao de
RACK1 foi localizada no citoplasma das células tumorais'02115.127,132-143  De modo
geral, a expressao de RACK1 é citoplasmatica, mas talvez seja interessante avaliar
em pesquisas futuras quais casos tiveram marcacao citoplasmatica e quais tiveram
também marcagao nuclear, uma vez que isso pode correlacionar com o tipo de DPMO,
caracteristicas clinico-patolégicas, risco de malignizagao e prognaostico.

Essa diferengca no padrdo de marcagao imuno-histoquimica de RACK1 pode
ser considerada quando avaliamos a expressao génica de RACK1 nas amostras de
HFI, LO e LVP, nas quais n&o houve diferenca estatistica significativa. Provavelmente
existem controles pds transcricionais distintos e por isso s6 vemos diferencas
estatisticas quando avaliamos a nivel de proteina. Este achado também foi relatado
no artigo de Yu Z. et al.’®', onde os autores encontraram diminuigdo do nivel proteico
de RACK1 em tecidos de cancer gastrico quando comparado com tecidos pareados
para-carcinoma. Porém, quando avaliaram a expressao do mRNA de RACK1, o nivel
de expressdo de RACK1 foi semelhante entre os tecidos de céncer gastrico e os
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tecidos de para-carcinoma pareados, sem diferenga estatistica significativa. Por isso
os autores levantaram a hipotese de que o RACK1 pode ter sido modificado por
processamento pos-traducéao celular.

Vale a pena destacar que o presente estudo apresenta limitacdes. Uma delas
€ a limitagdo no numero de amostras para analise de RACK1 a nivel de RNAm, o que
nos impossibilita avaliar a existéncia ou n&o de translocagéo nuclear que justifique a
diferenga nos resultados da analise proteica em relagdo a analise génica. Outra
limitacdo deste estudo € a auséncia de estudos in vitro que permitam avaliar o papel
da RACK1 em vias iniciais importantes da carcinogénese como ciclo celular,
proliferagdo, apoptose, TEM, utilizando queratinécitos normais, displasicos e tumorais,
e se possivel, cultura de células de lesbes de LVP, a fim de investigar o impacto de
RACK1 na malignizagdo das DPMOs.
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7 CONCLUSAO

Os niveis de expressdao de RACK1 sao diferentes na LO e na LVP, embora
ambas apresentem niveis altos em relagdo ao controle, impactando no
comportamento biolégico e no processo de transformag&o maligna. A redugédo nos
niveis de expressdo de RACK1 parece ser importante para a transformagéo maligna
de lesdes de LVP. Além disto, o papel de RACK1 parece distinto nos diferentes tipos
de neoplasias, podendo a alta expressdao de RACK1 estar associada com pior ou
melhor prognostico. Portanto, o melhor entendimento da participagdo de RACK1 nas
DPMOs pode ser de grande relevancia na identificagdo de um possivel biomarcador,
indicador progndstico ou alvo terapéutico.
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Apresentacao do Projeto:

As desordens potencialmente malignas orais (DPMOs) sao apresentagoes clinicas que apresentam risco
aumentado para o desenvolvimento de cancer na cavidade oral. Atualmente e bem estabelecido que as
DPMOs com displasia epitelial sao mais frequentemente associadas a transformagcao maligna para
carcinoma espinocelular oral (CECO). A leucoplasia oral (LO) e leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP) sao
DPMOs caracterizadas por placas brancas nao raspaveis que microscopicamente revelam lesoes epiteliais
sem ou com graus variados de displasia. Mesmo compartilhando varios aspectos clinicos e microscopicos, a
LVP mostra um comportamento clinico mais agressivo e persistente, com taxa de transformag¢ao maligna
maior que 70% e sem reposta as modalidades terapéuticas atualmente aplicadas. Além disso, a LVP parece
nao compartilhar os fatores de risco presentes na LO como o tabaco e o alcool, os quais estao associados
ao CECO. Os diferentes graus de displasias identificados nestas DPMOs sao utilizados atualmente como
preditores de risco para transformacao maligna, no entanto diversos estudos mostram que este nao € um
preditor fiel. Dentro deste contexto, devido a inexisténcia de caracteristicas clinicas e microscopicas
especificas destas DPMOs nas fases iniciais, se faz necessario investigar um potencial biomarcador que
seja efetivo no prognéstico, diagnoéstico diferencial e precoce entre os casos de LO e LVP e que futuramente
possa ser um alvo terapéutico. Com base na literatura e em achados prévios obtidos pelo nosso grupo, este
trabalho tem como objetivo verificar o nivel de expressao imuno-histoquimica e génica de RACK1 nas
lesdes de LO e
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LVP e seu papel no potencial de malignizacao destas DPMOs. Assim, o estudo sera dividido em duas
etapas. Na etapa 1 sera realizada a analise imuno-histoquimica de RACK1 utilizando blocos parafinados de
90 pacientes divididos em 3 grupos. O grupo 1 sera composto por blocos parafinados oriundos de 30
pacientes com diagnostico clinico-patolégico de LO, o grupo 2 sera composto por blocos parafinado obtidos
em diferentes momentos do acompanhamento clinico de 30 pacientes com diagnostico clinico- patolégico de
LVP e o grupo 3 sera composto por blocos parafinados de hiperplasia fibrosa inflamatéria (HFI) de 30
pacientes, o qual sera o grupo controle. Todas as amostras incluidas no grupo 1 e 2 deverao revelar
microscopicamente aspectos que variam desde hiperqueratose sem ou com variados graus de displasia
(leve, moderada ou severa). Serao excluidos os blocos que revelarem microscopicamente um carcinoma
espinocelular ou carcinoma verrucoso. Todas os blocos parafinados e os respectivos prontuarios clinicos
dos pacientes a serem utilizados neste estudo serao oriundos do Servico de Medicina Bucal da Faculdade
de Odontologia de Araraquara. As reagoes de imuno-histoquimica serao realizadas por meio da técnica de
estraptavidina-biotina-peroxidase, utilizando o anticorpo que identifique o RACK1. Posteriormente, sera
realizada a quantificacao das células positivas e a intensidade de marcacgao e os dados serao tabulados. Na
etapa 2 sera avaliada a expressao génica de RACK1 por meio de qRT-PCR. Neste experimento serao
utilizadas amostras congeladas obtidas de biopsias incisionais/excisionais de pacientes com diagnoéstico
clinico de LO e de LVP. O grupo 1 sera composto por 10 amostras congeladas de LO, o grupo 2 sera
composto por 10 amostras congeladas de LVP e o grupo 3 sera o grupo controle, o qual sera composto por
10 amostras congeladas de HFI. A analise estatistica sera realizada levando em consideracao o nivel de
significancia de 95% (p=0.05) e o software utilizado sera o Prism 4, GraphPad Software Inc.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo deste trabalho sera comparar por meio de imuno-histoquimica a expressao do RACK1 em lesdes
de LO e LVP, avaliar a expressao génica de RACK1 nestas duas DPMOs, analisar a associacao dessa
expressao com os parametros clinico-patologicos e com o potencial de transformagao maligna de LO e LVP.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: No caso dos blocos parafinados, a pesquisa utilizara amostras ja coletadas de pacientes atendidos
em nossa clinica de Diagnéstico Bucal da Faculdade de Odontologia de Araraquara, apresentando risco
minimo, uma vez que a pesquisa mantera a privacidade dos individuos, bem como evitara exposi¢cao dos
dados dos prontuarios ja que apenas 0s pesquisadores terao acesso as informacgoes. Além disso, todos os
procedimentos serao sempre realizados de acordo com as
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normas da Biosseguranca da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP. Em relagcao as amostras
de tecido congelado que serao obtidas de bidpsia incisional/excisional, os riscos relativos que podem ocorrer
sao hemorragias, infecgoes e ma cicatrizagao da regiao biopsiada. Para minimizar tais riscos os
procedimentos serao realizados com assepsia e anti-sepsia rigorosa, técnica adequada e os pacientes irao
receber todas as orientagdes necessarias para um pos-operatério adequado. Ressaltamos que os
procedimentos para

realizagao de biopsias também serao realizados de acordo com as normas da Biosseguranca da Faculdade
de Odontologia de Araraquara - UNESP. Para os blocos parafinados que serao utilizados para analise
imuno-histoquimica nao havera beneficio direto aos pacientes neste estudo, uma vez que os pacientes ja
foram tratados e diagnosticados. Para os pacientes submetidos a biopsia incisional/excisional, o material
obtido sera dividido ao meio sendo uma parte enviada para analise histopatolégica e a outra parte
congelada. Estes pacientes terao como beneficio o diagnostico final da lesao biopsiada apés confirmagao
histopatologica e entao poderao receber o tratamento, conduta e tempo de acompanhamento adequados.
Além disso, na literatura nao ha estudos que correlacionam a expressao de RACK1 com as desordens
potencialmente malignas, sendo assim, sera um estudo que podera compreender melhor o comportamento
clinico destas lesoes e correlacionar com o seu potencial de malignidade.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Desenho do Estudo: estudo nacional, observacional retrospectivo

Apoio Financeiro: Financiamento proprio

Inicio do estudo: margo/2021; Término: setembro/2024.

Critério de Inclusao: Blocos parafinados oriundos de pacientes com diagnéstico clinico-patologico de
leucoplasia oral, leucoplasia verrucosa proliferativa e hiperplasia fibrosa inflamatoéria. Além disso, os blocos
parafinados deverao apresentar qualidade e quantidade suficientes para a realizagao de novos cortes
histolégicos com 5 m de espessura. Amostras de tecido congelado que serao obtidas a partir de biépsia
incisional/excisional de lesdes com diagnéstico clinico de leucoplasia oral, leucoplasia verrucosa proliferativa
e hiperplasia fibrosa inflamatéria.

Critério de Exclusao: Serao excluidos os blocos parafinados que revelarem microscopicamente um
carcinoma in situ, carcinoma espinocelular ou carcinoma verrucoso, assim como, serao excluidos os blocos
com qualidade e quantidade insuficientes para a realizagao das analises do estudo

Tamanho da Amostra no Brasil: 120

Havera uso de fontes secundérias de dados: dados epidemiologicos basicos tais como idade,

Endereco: HUMAITA 1680

Bairro: CENTRO CEP: 14.801-903
UF: SP Municipio: ARARAQUARA
Telefone: (16)3301-6459 E-mail: cep@foar.unesp.br

Pagina 03 de 06

110



UNESP - FACULDADE DE
= ODONTOLOGIA - CAMPUS € 2Biovgferme
Co— ARARAQUARA

Continuacao do Parecer: 4.538.852

género, habitos como consumo de tabaco e alcool, tamanho da lesao, sitio bucal acometido e histérico de
transformagao maligna

Havera retencao de amostras para armazenamento em banco, visto que o estudo trata de amostras que
podem evoluir para uma neoplasia maligna, mais comumente para carcinoma espinocelular, alguns
pacientes podem vir a 6bito. Além disso, pode haver a impossibilidade de contato com alguns pacientes e
nestes casos entao, nao sera possivel aplicar o TCLE. Para os pacientes que conseguirmos contato, além
de serem contactados para assinatura do TCLE, também vamos solicitar a assinatura do termo de doacao
do material para possivel utilizacao do mesmo em pesquisas futuras.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Documentos apresentados: Termo de doacao de amostras biolégicas para utilizacao em pesquisas futuras;
Orcamento detalhado; Cronograma; Projeto detalhado; TCLE; Solicitagao de dispensa do TCLE com a
devida justificativa; Autorizagao para uso de prontuarios e para acesso aos blocos parafinados; Autorizacao
para uso do Laboratério de Biologia Celular e Molecular do Departamento de Diagnéstico e Cirurgia;
Declaragcao do pesquisador; e Folha de rosto.

Recomendacoes:
Vide campo Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

As seguintes pendéncias foram atendidas:

1- Faltam acentos em muitas palavras no formulario da PB, favor adequar. PARCIALMENTE ATENDIDA

2- O nome de uma das participantes da equipe da pesquisa nao esta no arquivo do projeto completo
nomeado “PROJETO_CEP”, favor adequar. ATENDIDA

3- Nos critérios de inclusao, no formulario da PB, favor mencionar os critérios para blocos parafinados de
HFI, que farao parte do grupo controle, bem como para as amostras congeladas. ATENDIDA

4- Ajustar o <cronograma na PB e no documento nomeado
“CRONOGRAMA_DE_DESENVOLVIMENTO_DA_PESQUISA_camila_doc.docx” para inicio do estudo em
margo/2021. ATENDIDA

5- O pesquisador menciona que o apoio financeiro sera do CNPqg, mas nao apresenta informacoes que
comprovem o referido apoio. Por favor, apresentar comprovagao ou informar que sera
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financiamento préprio. ATENDIDA
6- No item Riscos da PB, informar que os procedimentos para biépsia também serao realizados de acordo
com as normas da Biosseguranga da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP. ATENDIDA

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

Protocolo APROVADO em reuniao de 11 de fevereiro de 2021.

O pesquisador devera encaminhar relatérios parciais a cada 01 (um) ano até o prazo final da pesquisa,
quando devera encaminhar o relatério final.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 08/01/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1632486.pdf 12:07:21
Projeto Detalhado / |PROJETO_CEPalterado.docx 08/01/2021 |CAMILA DE Aceito
Brochura 12:01:55 |[OLIVEIRA
Investigador BARBEIRO
Brochura Pesquisa |PROJETO_CEP.docx 08/01/2021 |CAMILA DE Aceito
11:53:56 |OLIVEIRA

Outros CARTARESPOSTA04012021.docx 08/01/2021 |CAMILA DE Aceito
11:50:55 |OLIVEIRA

Orgamento ORCAMENTODETALHADONOVO.pdf 08/01/2021 |CAMILA DE Aceito
11:49:57 |OLIVEIRA

Cronograma CRONOGRAMADEDESENVOLVIMENT| 08/01/2021 |CAMILA DE Aceito

O_DA_PESQUISA_camila_doc0801202 11:49:08 |OLIVEIRA
1.docx BARBEIRO

Declaracao de NORMAS2020.docx 07/10/2020 |CAMILA DE Aceito

Pesquisadores 15:16:38 _|OLIVEIRA

Declaracao de Autorizacao_laboratorio_Camila.pdf 07/10/2020 |CAMILA DE Aceito

Instituicao e 15:09:16 |OLIVEIRA

| Infraestrutura BARBEIRO

TCLE / Termos de |Dispensa_TCLE_2020.pdf 28/09/2020 |CAMILA DE Aceito

Assentimento / 11:51:47 |OLIVEIRA

Justificativa de BARBEIRO

Auséncia

Declaracao de termo_doacao_amostras.docx 28/09/2020 [CAMILA DE Aceito

Manuseio Material 11:40:25 |OLIVEIRA

Biologico / BARBEIRO

Biorepositorio /

Biobanco
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Folha de Rosto Folha_de_rosto_2020.pdf 28/09/2020 |CAMILA DE Aceito
11:00:24 |OLIVEIRA
Declaracao de AUTORIZACAO_BLOCO_PRONTUARI | 16/09/2020 |CAMILA DE Aceito
Manuseio Material | OS.docx 21:25:31 |OLIVEIRA
Biolégico / BARBEIRO
Biorepositoério /
Biobanco
TCLE / Termosde |TCLE.doc 16/09/2020 |CAMILA DE Aceito
Assentimento / 21:21:25 |OLIVEIRA
Justificativa de BARBEIRO
Auséncia

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
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Assinado por:
Andréa Gongalves

(Coordenador(a))
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