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Barbeiro CO. Participação do receptor da quinase C 1 ativada (RACK1) na 
transformação maligna da leucoplasia oral e leucoplasia verrucosa proliferativa [tese 
de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2023. 
 
RESUMO 
As desordens potencialmente malignas orais (DPMOs) são apresentações clínicas 
que apresentam risco aumentado para o desenvolvimento de câncer na cavidade oral. 
Estas condições são classificadas de acordo com o grau de displasia epitelial, o qual 
atualmente é o único preditor de risco de transformação maligna para carcinoma 
espinocelular oral (CECO), embora já se saiba que não se trata de um preditor fiel. A 
leucoplasia oral (LO) e a leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP) são DPMOs 
caracterizadas por placas brancas não raspáveis que microscopicamente revelam 
lesões epiteliais sem ou com graus variados de displasia epitelial. Mesmo 
compartilhando vários aspectos clínicos e microscópicos, a LVP tem um 
comportamento clínico mais agressivo e persistente, com proporção estimada de 
transformação maligna de 49.5% e sem resposta às modalidades terapêuticas 
atualmente aplicadas. Dentro deste contexto, devido a inexistência de características 
clínicas e microscópicas específicas destas DPMOs nas fases iniciais, se faz 
necessário investigar um potencial biomarcador que seja efetivo no prognóstico, 
diagnóstico diferencial e precoce entre os casos de LO e LVP e que futuramente possa 
ser um alvo terapêutico. O receptor da quinase C 1 ativada (RACK1) é uma proteína 
adaptativa multifuncional que está envolvida em diferentes vias de sinalização, na 
proliferação celular, transcrição e síntese de proteínas, além de regular a atividade 
proteica e modular a migração e invasão de células tumorais. Contudo, ainda não 
existem trabalhos que avaliam a expressão de RACK1 em DPMOs. Assim, com base 
na literatura e em achados prévios obtidos pelo nosso grupo, este trabalho teve como 
objetivos específicos: (1) realizar uma revisão sistemática da literatura para verificar o 
valor prognóstico da expressão de RACK1 em carcinomas e adenocarcinomas; (2) 
avaliar a expressão imuno-histoquímica (IHQ) de RACK1 em biópsias de LO, LVP e 
Hiperplasia Fibrosa Inflamatória (HFI) como grupo controle; (3) avaliar a expressão 
gênica de RACK1 em LO, LVP e controle (HFI) e seu papel na malignização destas 
DPMOs. Na revisão sistemática foram encontrados 2201 artigos, mas apenas 61 
estavam dentro dos critérios de inclusão do presente trabalho e destes, 19 artigos 
foram selecionados para análise de qualidade e risco de viés e 5 foram incluídos na 
meta-análise. Os resultados da meta-análise de subgrupo revelaram que os pacientes 
com adenocarcinoma ductal pancreático e altos níveis de RACK1 tem uma chance 
4.45 maior de apresentar subtipo histológico tumoral pouco ou moderadamente 
diferenciado (OR= 4.45 [3.09; 6.42]) e uma chance 1.88 maior de apresentarem 
linfonodos metastáticos (OR= 1.88 [1.28; 2.75]). Na análise IHQ foram utilizadas 189 
amostras parafinadas obtidas de biópsias de pacientes com diagnóstico clínico-
patológico 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 marcação de 
RACK1. A análise da expressão gênica de RACK1 foi realizada pela técnica de reação 
de PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR), utilizando amostras congeladas 
obtidas de biópsias de pacientes com diagnóstico clínico de LO (n=14), LVP (n=14) e 
HFI (n=8). Os resultados desta análise não mostraram diferença estatística 
significativa. Os resultados da IHQ revelaram níveis aumentados de RACK1 em LO e 
LVP comparado ao grupo controle (p=0,0253; p<0,0001, respectivamente), sendo que 
há uma superexpressão de RACK1 em amostras LVP comparado à LO (p=0,0344). 
Além disso, verificou-se uma tendência de diminuição dos níveis de RACK1 nas 



 

amostras de carcinomas de LVP. Estes achados suportam o comportamento biológico 
distinto destas duas DPMOs, e podem desempenhar um papel importante no 
processo de transformação maligna. 
 
 
Palavras-chave: Leucoplasia oral. Imuno-histoquímica. Biomarcadores tumorais. 
Receptores de Quinase C Ativada. Revisão sistemática. 
  



 

Barbeiro CO. The participation of the receptor for activated C kinase 1 (RACK1) in 
the malignant transformation of oral leukoplakia and proliferative verrucous 
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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 INTRODUÇÃO 
 

O câncer de boca e de orofaringe estão entre os mais comuns em todo o 

mundo, sendo que em alguns países o câncer de boca é o mais comum entre os 

homens1. A mortalidade e a morbidade causadas por este tipo de câncer poderia ser 

minimizada por meio da prevenção, detecção precoce e manejo adequado das 

desordens potencialmente malignas orais (DPMOs), impactando nos números de 

casos no mundo. O diagnóstico precoce é possível por meio de um minucioso exame 

clínico, uma vez que o câncer de boca frequentemente é precedido por uma fase inicial 

acessível à inspeção visual que são as DPMOs2. 

As DPMOs são definidas como “qualquer anormalidade da mucosa oral que 

esteja associada a um risco estatisticamente aumentado de desenvolvimento de 

câncer oral”3. Sendo assim, a presença de DPMOs na cavidade oral indica um alto 

risco de desenvolvimento de câncer, porém apenas uma minoria progride de fato para 

o câncer. Por outro lado, alguns pacientes podem ser diagnosticados com um 

carcinoma já na primeira biópsia3. Histopatologicamente, as biópsias de DPMOs 

podem revelar diferentes graus de displasia epitelial, os quais são associados com o 

risco de progressão tumoral4-8. Atualmente, está bem estabelecido que as DPMOs 

com displasia epitelial estão mais frequentemente associadas à transformação 

maligna para carcinoma espinocelular oral (CECO)4,7,9. 

A leucoplasia oral (LO) é a DPMO mais comum, sendo descrita como uma 

“placa predominantemente branca de risco questionável, após exclusão de outras 

doenças ou desordens conhecidas que não apresentam risco de desenvolvimento de 

câncer”3. Este termo é estritamente clínico, sendo necessário a confirmação 

histopatológica10. A LO apresenta taxa de incidência que varia de 1% a 4% e sua taxa 

de transformação maligna é de 9,8%4,10,12. Os sítios mais acometidos são o vermelhão 

do lábio, mucosa jugal e gengiva, sendo os homens acima de 40 anos de idade os 

mais afetados4,9,12. Os fatores de risco associados ao desenvolvimento da LO são 

semelhantes aos associados com os carcinomas orais e incluem tabagismo, consumo 

excessivo de álcool, idade avançada, nóz de betel e exposição a radiação ultravioleta 

nos casos que acometem o vermelhão do lábio3,4. 

Assim como a LO, a LVP também se apresenta como placa branca não 

raspável, porém é uma DPMO de curso clínico progressivo, persistente e irreversível, 

caracterizada pela presença de leucoplasias multifocais que frequentemente se 
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tornam verrucosas3. Por isso, a LVP é considerada uma leucoplasia oral multifocal 

distinta que apresenta mudanças clínicas e histopatológicas importantes ao longo do 

tempo, sendo seu diagnóstico retrospectivo. As lesões de LVP estão relacionadas 

com a maior taxa de transformação maligna para câncer oral quando comparada às 

demais DPMOs13,14. Além disso, a etiologia da LVP parece não estar associada a 

fatores de risco como tabaco, álcool e noz de areca15. A proporção estimada de 

transformação maligna da LVP é de 49.5% (CI 26.7%–72.4%), sendo que os 

pacientes diagnosticados com LVP podem desenvolver tanto CEC ou carcinoma 

verrucoso14,16.  

Neste contexto, a LO e LVP são exemplos de DPMOs que compartilham alguns 

aspectos clínicos (placa branca não raspável) e microscópicos (variados graus de 

displasia epitelial), porém possuem comportamento e evolução clínica 

significativamente distintos. Além disso, um dos maiores desafios relacionados as 

DPMOs é prever quais lesões irão de fato progredir para uma neoplasia maligna, em 

particular o CECO, pois o atual sistema de graduação da displasia epitelial não é 

capaz de reproduzir o risco clínico de transformação maligna, principalmente nas 

lesões de LVP, uma vez que estas lesões apresentam alterações arquiteturais 

significativas, mas muitas vezes não revelam alterações citológicas importantes8. 

Assim, o melhor entendimento dos mecanismos celulares e moleculares relacionados 

a LVP poderiam auxiliar no desenvolvimento de medidas terapêuticas mais eficientes. 

Resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa por meio de uma abordagem 

proteômica identificou um grupo de proteínas cuja expressão foi significativamente 

maior nas amostras de LVP em relação as amostras de LO, as quais apresentam um 

menor potencial de transformação maligna, e também em relação ao grupo controle, 

o qual foi composto por amostras de HFI (lesão inflamatória sem potencial de 

transformação maligna). Dentro deste grupo de proteínas, o RACK1 (receptor da 

proteína quinase C 1 ativada) foi identificado como altamente expresso em todas as 

amostras de LVP, apresentando um fold change grupal de 1,7 em relação às amostras 

de LO e de 1,6 em relação ao controle17. Adicionalmente, outro estudo de análise 

proteômica com lesões de CECO mostraram que RACK1 estava diferencialmente 

expresso neste grupo de lesões e um outro estudo do mesmo grupo revelou RACK1 

como preditor de prognóstico clínico ruim em CECO18,19.  

O RACK1 é uma proteína intracelular de 36 kDa que pertence à família das 

proteínas de repetição Trp-Asp40 (WD40), compartilha semelhanças com a 
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subunidade β da proteína G da transducina e é responsável pela interação com a 

família da proteína quinase C (PKC)20. Ele atua como proteína estrutural para a 

transdução de sinais e controla vários processos celulares como crescimento, 

diferenciação, invasão e migração21-28. Além disso, a desregulação de RACK1 tem 

sido associada ao desenvolvimento de vários tipos de tumores (Adams et al., 2011)20. 

Estudos demonstraram que o RACK1 promove o avanço e a quimiorresistência no 

câncer de fígado21. Por outro lado, RACK1 impede as metástases tumorais no câncer 

gástrico22. Sendo assim, o RACK1 pode apresentar funções diversas e possivelmente 

conflitantes em diferentes tipos de células ou tecidos23. 
Diante do exposto, o estudo da proteína RACK1 nas DPMOs parece promissor 

e pode representar um potencial biomarcador no processo de progressão e 

malignização destas lesões, bem como um marcador de detecção precoce de lesões 

com maior potencial de transformação maligna. 
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2 OBJETIVO 
 

Avaliar a expressão de RACK1 e seu papel na transformação maligna da 

leucoplasia oral e leucoplasia verrucosa proliferativa. 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

• Realizar uma revisão sistemática da literatura com o intuito de avaliar o papel 

do RACK1 em diferentes tipos de carcinomas e adenocarcinomas, assim como 

verificar se o valor prognóstico da expressão deste marcador está associado a 

fatores clínico-patológicos e demográficos dos pacientes acometidos. 

• Comparar por meio de imuno-histoquímica a expressão do RACK1 em lesões 

de LO, LVP e carcinomas de oriundos de LVP em relação ao controle 

(hiperplasia fibrosa inflamatória - HFI), por meio de reações de qRT-PCR. 

• Analisar a associação da expressão do RACK1 com os parâmetros clínico-

patológicos em lesões de HFI, LO e LVP. 

• Avaliar a expressão gênica de RACK1 em lesões de LO e LVP em relação ao 

controle (HFI), por meio de reações de qRT-PCR. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 
 
 O levantamento bibliográfico realizado sobre os temas abordados no presente 

trabalho está descrito nas seções abaixo e foi pautado nos trabalhos mais relevantes. 

 

3.1 Desordens Potencialmente Malignas Orais 
 

As desordens potencialmente malignas orais (DPMOs) são definidas como 

“qualquer anormalidade da mucosa oral que está associada a um risco 

estatisticamente aumentado de desenvolver câncer bucal”3. A presença de uma 

DPMO indica um risco aumentado para o desenvolvimento de câncer na cavidade oral 

durante a vida do paciente, mas de fato apenas uma minoria progride para o câncer3. 

Histopatologicamente, biópsias de DPMOs podem mostrar algum grau de displasia 

epitelial, o qual é associado com um risco aumentado de progressão tumoral4-8. 

Segundo com a última classificação proposta para as DPMOs, a leucoplasia oral (LO), 

leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP), eritroplasia, fibrose submucosa oral e líquen 

plano oral estão entre as mais comuns. Além disso, tem sido sugerida a inclusão de 

lesões e reações liquenóides orais e doenças do enxerto- vesus-hospedeiro3. A taxa 

mundial de prevalência das DPMOs é de aproximadamente 5% e os fatores de risco 

associados são variados, embora várias destas lesões e condições não possuam fator 

etiológico conhecido6,7. Deve-se destacar que um dos maiores desafios relacionados 

às DPMOs é prever quais lesões irão de fato progredir para uma neoplasia maligna, 

em particular o carcinoma espinocelular oral. 

Diferentes fatores de risco têm sido associados ao desenvolvimento das 

DPMOs, como o uso de tabaco e consumo crônico de álcool no caso das leucoplasias 

e nóz de areca nos casos de fibrose submucosa, porém várias dessas lesões não 

possuem um fator etiológico bem definido. As diferentes DPMOs podem acometer 

qualquer sítio da cavidade oral, porém cada lesão parece apresentar uma predileção 

por um sítio específico4,7. A taxa mundial de prevalência das DPMOs varia de 1% a 

5%, sendo que as estimativas variam de acordo com o país, a população estudada e 

o padrão de uso de tabaco6. 

A leucoplasia oral (LO) possui taxa de incidência que varia de 1 a 4% e sua 

taxa média de transformação maligna relatada na literatura foi de 9,8%11,29. Segundo 

a Organização Mundial da Saúde (OMS), a LO é definida como “uma placa branca de 
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risco questionável, definida após a exclusão de outras doenças ou distúrbios 

conhecidos que mimetizam este aspecto clínico, mas que não carregam nenhum risco 

conhecido para o câncer”4. Portanto, o termo “leucoplasia oral” é estritamente clínico, 

utilizado temporariamente como hipótese diagnóstica que implica na exclusão de 

outras lesões de aspectos clínicos similares e o diagnóstico final requer a realização 

de uma biópsia e sua análise histopatológica9. Os indivíduos mais acometidos por 

essa DPMO são homens caucasianos com idade acima de 40 anos e sua prevalência 

aumenta conforme o avanço da idade. Os sítios mais acometidos são o vermelhão do 

lábio, mucosa jugal e gengiva, sendo que o acometimento do vermelhão do lábio está 

associado a exposição excessiva aos raios ultravioletas30. Além disso, os fatores de 

risco associados à LO são similares aos observados nos casos de CECO e incluem o 

tabagismo e consumo excessivo de álcool6. A etiopatogenia da LO abrange duas 

grandes categorias, incluindo: LO de etiologia desconhecida ou idiopática e LO 

associada ao uso do tabaco, sendo que as LOs podem se apresentar similares entre 

si em suas características clínicas, porém podem diferir consideravelmente em termos 

microscópicos31,32. De acordo com a classificação da OMS de 2017, as características 

microscópicas 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 biópsia se 

faz mandatória para o diagnóstico definitivo4. Atualmente, os achados microscópicos 

são utilizados para predizer o risco de transformação maligna neste grupo de lesões. 

Entretanto, ainda não existem métodos objetivos disponíveis para tipificar lesões 

displásicas e permitir resultados consistentes e reprodutíveis, uma vez que nem todas 

as displasias orais progridem para uma neoplasia maligna33. Além disso, a utilidade 

desta subdivisão dos graus de displasia tem sido bastante questionada devido à 

grande variabilidade inter e intra-examinadores no que diz respeito a avaliação da 

presença/ausência 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 

lesões progride para displasias de alto grau ou carcinoma francamente invasivo29,34. 

Dessa forma, um dos maiores desafios entre os casos de LO é tentar prever quais 

lesões irão de fato progredir para uma neoplasia maligna, em particular o CECO. 

Como a maioria das LOs são assintomáticas, o tratamento se faz necessário 

em função do risco de transforrmação maligna da lesão a fim de evitar o 

desenvolvimento do câncer oral, principalmente o CECO, o qual possui prognóstico 

ruim, com apenas 50% dos pacientes apresentando uma sobrevida global maior que 
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5 anos35. Vários tratamentos foram propostos, os quais incluem excisão cirúrgica por 

bisturi, criocirurgia, terapia fotodinâmica, cirurgia a laser, vaporização, além de 

tratamento tópico ou sistêmico, cessação dos fatores de risco ou apenas 

acompanhamento rigoroso36-38. A escolha do tratamento não segue um critério bem 

definido, pois poucos estudos relataram resultados a longo prazo. Além disso, não 

existe nenhum estudo controlado randomizado avaliando intervenções cirúrgicas, 

laser e crioterapia que incluísse um braço sem tratamento ou placebo36. 

Em 1985, Hansen et al.39 definiram pela primeira vez o termo leucoplasia 

verrucosa proliferativa (LVP), o qual designava uma variante rara de leucoplasia oral 

que apresentava um comportamento único e de persistente progressão para 

malignidade. Estes autores descreveram uma desordem agressiva de etiologia 

desconhecida, crescimento lento e com tendência a se tornar multifocal ao longo do 

tempo39. Clinicamente, a LVP é caracterizada por placas brancas não raspáveis 

difusas e múltiplas, com prevalência quatro vezes maior no gênero feminino, sendo 

frequentemente diagnosticada a partir da sexta década de vida em indivíduos 

usualmente não fumantes. Frequentemente acomete a gengiva e a mucosa jugal, 

podendo progredir lentamente e envolver sítios contíguos ou não40,41. Esta lesão 

apresenta alta taxa de recorrência e seu índice de transformação maligna foi de 49.5% 

após acompanhamento a longo prazo14,40-42. Devemos destacar que o perfil 

epidemiológico da LO convencional, como citado anteriormente, se aproxima do 

observado no CECO, o qual acomete mais os homens e está associado 

principalmente ao uso do tabaco6,9. Em contrapartida, na LVP isso parece não ocorrer, 

demonstrando um possível padrão biológico distinto entre LO e LVP. Esta 

apresentação clínica distinta associada à um comportamento biológico 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 progressão para 

Carcinoma Verrucoso e CECO4. Contudo, o diagnóstico definitivo da LVP deve ser 

realizado de forma retrospectiva com base na observação temporal das lesões, 

baseado em achados clínicos e histológicos que se desenvolvem ao longo dos anos, 

embora as características clínicas nem sempre são fornecidas para conclusão do 

diagnóstico histológico43. Os vários estágios de evolução dentro do espectro 

histopatológico da LVP levam a dificuldade em estabelecer um diagnóstico final. 

Critérios já foram reformulados para permitir o diagnóstico precoce e melhor manejo 

da doença, mas a inexistência de características clínicas e microscópicas específicas 
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nas fases iniciais, juntamente com a terminologia diversa, faz com que o diagnóstico 

diferencial das lesões de LVP seja um desafio9,43-45. O estudo de Upadhyaya e 

colaborades43 mostrou que existe uma importante variabilidade entre os patologistas 

quanto ao diagnóstico dos vários aspectos histológicos que as lesões de LVP podem 

apresentar, além da falta de terminologia padronizada, a qual causa dúvidas em 

relação ao manejo adequado dos pacientes com LVP. 

Devemos destacar ainda que a classificação proposta pela OMS enfatiza 

apenas os critérios microscópicos para definir o estágio clínico das DPMOs, 

baseando-se no grau de displasia4. Porém até o momento não existe preditores 

clínicos e histopatológicos validados para prever quais lesões irão de fato evoluir e 

progredir para malignidade. Neste contexto, a utilização de técnicas de biologia 

molecular em estudos com LO e LVP para melhor compreensão dos mecanismos 

moleculares subjacentes poderiam melhorar acentuadamente a eficácia na 

identificação dos pacientes com maior risco de transformação maligna46,47. Assim, o 

entendimento mais aprofundado da natureza molecular e do comportamento destas 

DPMOs é fundamental para que seja possível identificar potenciais ferramentas 

diagnósticas e prognósticas em casos de LO e LVP. Além disto, a LVP frequentemente 

apresenta resposta inadequada a todas as modalidades de tratamento e muitas vezes 

sofre recorrência48. A revisão feita por Capella et al.48 mostrou que a cirurgia e a 

ablação a laser são as escolhas de tratamento mais utilizadas, porém a LVP parece 

ser resistente a todos os tipos de terapias, as quais não reduzem as recidivas e sua 

propensão à transformação maligna. Dessa forma, um melhor entendimento dos 

mecanismos moleculares relacionados à LVP poderia auxiliar no desenvolvimento de 

medidas terapêuticas mais eficazes. 

 

3.2 Receptor da Quinase C 1 Ativada (RACK1) 
 

O receptor da proteína quinase C 1 ativada (RACK1) é uma proteína de 36kDa 

que faz parte da família de proteínas com repetições WD. Ela possui sete dessas 

repetições e é homóloga à subunidade ß das proteínas G. O RACK1 é uma proteína 

adaptativa intracelular altamente conservada, localizada no citoplasma e na 

membrana citoplasmática, a qual foi originalmente clonada a partir de um acervo de 

cDNA advindo do fígado de galinha e de uma linhagem de células B linfoblastóides 

humanan (B-LCL)49. Em 1994, Ron et al.50 clonaram uma proteína 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 proteína quinase C (PKC) na presença de seus ativadores 

e observou uma associação de RACK1 com a conformação ativa de PKCbII e então 

designou-se como RACK1. 

Por ser uma proteína estrutural, RACK1 atua em diferentes vias de sinalização, 

bem como em múltiplas interações proteína-proteína e tem um papel crítico para 

atividades celulares que são consideradas fundamentais, incluindo a proliferação 

celular, transcrição e síntese de proteínas, bem como várias outras funções 

neuronais24. Duas funções importantes do RACK1 são a capacidade de transportar 

alguns de seus ligantes para locais intracelulares, bem como de modular a atividade 

enzimática de seus ligantes, o que pode resultar em promoção ou supressão de 

atividades enzimáticas. Desta maneira, o RACK1 desempenha um papel importante 

e fundamental no que diz respeito a estabilização da formação ativa ou inativa de seus 

ligantes20. Sabe-se que o RACK1 participa de vias de sinalização com as proteínas 

PKC, Src e integrinas beta, entre outras51-56. Por isso, RACK1 é considerado como 

uma proteína de ancoragem em várias vias de sinalização intracelular e como uma 

proteína que permanece conservada durante a evolução19,57. Uma ilustração das 

principais interações de RACK1 e seus parceiros encontra-se na figura 1. 

O gene responsável por codificar a proteína RACK1 é o GNB2L1, o qual é uma 

proteína de ligação de nucleotídeos de guanina e este gene é mapeado no 

cromossomo 5q35.5, próximo ao telômero do cromossomo 558. O RACK1 se 

apresenta altamente expresso na maioria dos tecidos como cérebro, ovário, fígado, 

placenta e próstata; porém nos rins, intestino, cólon e baço foi encontrado baixa 

expressão de RACK157,59,60-62. Esta expressão é normalmente regulada de maneira 

rigorosa e por isso, mudanças em sua expressão estão associadas ao 

desenvolvimento de cânceres, assim como de patologias cerebrais20,57,59,60,61. Alguns 

trabalhos relatam que RACK1 pode atuar como inibidor do crescimento de fibroblastos 

normais por meio da supressão da proliferação celular e que ele só pode ser 

superexpresso em células transformadas ou células que superexpressam IGF-

1R63,64,55. Além disso, o gene GNB2L1 apresenta um sítio de ligação para o receptor 

do glicocorticóide, sugerindo uma associação entre a expressão do RACK1 e o 

envelhecimento. Este fato parece ser importante, pois o RACK1 afeta a distribuição 

subcelular e a função de diversas proteínas e por isso, seu papel é essencial na 

regulação de várias vias de sinalização em vários dos processos biológicos chave24,65. 
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Além disso, existem muitos genes funcionais localizados no genoma junto ao GNB2L1 

e por isso a proteína RACK1 pode interagir com diversas outras proteínas57.  

RACK1 se liga á PKCbII e estabiliza PKC, além de permitir a fosforilação do 

substrato de PKC no local apropriado24,66,67. De maneira inversa, PKC também atua 

na regulação da expressão de RACK1 nos miócitos cardíacos e atua monitorando a 

presença de RACK1 no citoplasma, impedindo que RACK1 vá para o núcleo de 

maneira não especifica20,68. Além disso, RACK1 estabiliza a atividade de PKC e 

apresenta o PKC ativado para novas proteínas e para outras vias de sinalização, além 

de permitir, por exemplo, uma conversa cruzada entre PKC e MAPK69.  

A via de sinalização de cAMP/PKA também está associada ao RACK170-72. As 

fosfodiesterases de cAMP (PDEs) hidrolisam cAMP e o RACK1 interage com uma 

isoforma de fosfodiesterases, a PDE4D572-75. Além disso, RACK1 também atua como 

fator importante para ligação da quinase de adesão focal (em inglês “FAK” – focal 

adhesion kinase) com o PDE4D5 para controlar a polaridade celular76,77. Outra via em 

que RACK1 desempenha um papel importante é a via da família Src de proteínas não 

receptoras tirosina quinases (PTKs) que regulam a adesão, espalhamento e migração 

celular78,79. RACK1 pode se ligar a Scr para inibir sua atividade, bem como para 

transportá-la para sítios específicos e dessa forma, ativá-la20,78-81. A supressão da 

atividade de Src por meio do RACK1 é importante para a regulação do crescimento 

das células do cólon80. 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 celular78,80,82. Além disso, outro estudo de Mamidipudi e Cartwright83 relevou uma 

ação pró-apoptótica advinda da interação entre RACK1 e Scr. 

Nas funções fisiológicas, de acordo com o estudo de Robles MS et al.84 o 

RACK1 parece ser um componente integral do ciclo circadiano de mamíferos. Além 

disso, uma variedade de proteínas de sinalização mediadas por RACK1 são 

importantes para processos dinâmicos como desenvolvimento embrionário, 

cicatrização de feridas, adesão e espalhamento celular, além de respostas 

imunológicas necessárias para uma migração celular adequada55,64,84,85. Quando há 

falha neste processo ou quando as células migram para locais onde não deveriam, 

ocorrem danos como defeitos no desenvolvimento cerebral, mau funcionamento do 

sistema imunológico, assim como o desenvolvimento de cânceres. O processo de 

migração celular é um processo coordenado que inclui diversas vias de sinalização, 
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as quais devem ser bem orquestradas e deve haver uma sincronia entre os receptores 

de superfície e os elementos do citoesqueleto celular20. O RACK1 é uma proteína 

essencial para este processo, pois ele se liga a diversos componentes como as 

quinases, fosfatases e domínios citoplasmáticos dos receptores de superfície 

celular24,86. Adicionalmente, RACK1 pode aumentar a fosforilação da quinase de 

adesão focal (em inglês “FAK” – focal adhesion kinase), além de interagir com 

integrinas e se ligar a componentes do citoesqueleto celular, fatos estes que levaram 

a designação do RACK1 como um regulador chave no conjunto de adesão focal81,87,88. 

Este, diz respeito a ligação mecânica entre a célula e a matriz extracelular (MEC) após 

o recrutamento e adesão das integrinas na superfície da célula, a qual promove a 

fosforilação da FAK, que atua regulando a adesão e migração celular em resposta aos 

fatores de crescimento, estimulação das integrinas e de componentes da MEC20,89-91. 

Para que FAK execute suas funções, é necessária a presença do RACK, o qual, 

quando suprimido, afeta diretamente as atividades de FAK, a adesão e a difusão 

celular85,87. Em células aderentes, o RACK1 atua na migração celular por sua 

capacidade de se ligar a várias quinases e fosfatases que afetam a fosforilação e a 

atividade de outros ligantes ou de complexos de proteínas. Além disso, o RACK1 

interage com várias isoformas de PKC durante a migração celular, incluindo PKCb e 

PKCε51,92.  

Alterações na estabilidade dos níveis de expressão de RACK1 estão 

associadas à várias condições patológicas como distúrbios no desenvolvimento 

cerebral, insuficiência cardíaca, hipertensão arterial pulmonar, insuficiência renal, 

atrofia muscular, desenvolvimento disfuncional do esperma, bem como 

desenvolvimento de câncer e dependência química, entre outros20,68,93-97. 

Alguns trabalhos também têm abordado o papel do RACK1 no sistema 

imunológico. Mourtada-Maarabouni et al.98, com o intuito de identificarem novos genes 

reguladores da apoptose, mostraram que a superexpressão de RACK1 em linhagens 

de célula T resultou em uma resistência à apoptose induzida por dexametasona e 

radiação ultravioleta. De maneira oposta, quando a expressão de RACK1 foi 

suprimida, as células não se apresentaram resistentes à apoptose, sugerindo um 

papel importante de RACK1 nas vias de sinalização intracelular que levam as células 

T a sofrerem apoptose. 
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Figura 1 - Ilustração das principais interações de RACK1 e seus parceiros 

 

 
 

O RACK1 exerce efeitos diferentes em seus parceiros de ligação, podendo ser transporte de 
um local para outro, modificação da atividade, aumento da associação ou dissociação e 
modulação da estabilidade das proteínas de ligação.  
 
Fonte: Li JJ e Xie Dl99
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3.3 Receptor da Quinase C 1 Ativada (RACK1) no Câncer 
 
Vários estudos relatam o importante papel do RACK1 na progressão de 

cânceres e que a sua expressão é alterada durante a angiogênese e em muitos 

carcinomas humanos20. No câncer de mama, o RACK1 tem sido estudado como um 

indicador de prognóstico. Os estudos de Mamidipudi e Cartwright83 e de Al-Reefy et 

al.100 sugeriram uma função pró-apoptótica de RACK1 nas neoplasias malignas 

humanas. No primeiro trabalho realizado com células cancerígenas do cólon, a 

superexpressão de RACK1 levou á apoptose de células malignas e no segundo, 

realizado em câncer de mama, houve uma associação da superexpressão de RACK1 

com bom prognóstico clínico após 10 anos de acompanhamento83,100. Em 

contrapartida, o estudo de Cao et al101 demonstrou em seus resultados que a alta 

expressão de RACK1 atuou como fator preditivo de prognóstico clínico ruim para o 

câncer de mama. 

Nos adenocarcinomas (AD) de pulmão, a superexpressão de RACK1 tem sido 

associada com o estágio patológico, tamanho do tumor e acometimento linfonodal, o 

que não ocorreu em carcinomas de células grandes. Estes achados sugerem que o 

RACK1 poderia ser utilizado como um marcador para diagnóstico diferencial entre o 

AD e os outros subtipos histológicos de câncer de pulmão102. 
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No carcinoma hepatocelular o RACK1 interage com a proteína ADAM12 

(proteína 1 de domínio desintegrina e metaloproteinase) por meio da ativação de PKC 

e se apresenta superexpresso em pacientes com este tipo de carcinoma103. A 

superexpressão de RACK1 estava presente em casos de melanoma metastático por 

meio da amplificação da atividade de PKC, assim como em melanomas por meio do 

aumento de sua transcrição por meio da sinalização MEK-ERK104,105. Adicionalmente, 

cânceres de próstata, ovário e aqueles causados pelo papilomavírus humano (HPV16) 

e Helicobacter pylori, também revelaram que RACK1 pode ativar diversas vias de 

sinalização importantes para a tumorigênese106-108. Tem-se associado a 

superexpressão de RACK1 com o processo angiogênese que ocorre mediado pela 

via P13K/AKT/Rac1. Além disso, PKCb desempenha um papel neste processo e no 

crescimento tumoral, e sua diminuição em tecidos ativos ou inativos 

angiogenicamente tem sido relacionada à disponibilidade de RACK1109. 

O RACK1 também interage com HIF-1, o qual é um fator induzido por hipóxia 

e sua expressão está associada à invasão tumoral, metástase, resistência a drogas e 

prognóstico. A interação entre HIF-1 e SEPT9-v1 (Septina 9 – proteína citoesquelética 

de ligação GTP) estabiliza HIF-1 e estimula sua atividade transcricional e esta ligação 

entre eles impede que RACK1 se ligue ao HIF-1, pois com a ligação de RACK1 ocorre 

a ubiquitinação e a degradação de HFI-1110. Interessantemente, no estudo de Amir et 

al. 110 com células humanas de câncer de próstata, foi observado que a ligação entre 

SEPT9_v1 e HIF-1 promoveu crescimento tumoral e angiogênese e quando a 

expressão de SEPT9_v1 foi suprimida, ocorreu uma diminuição da expressão de HIF-

1, assim como diminuição da migração celular, do crescimento tumoral e da 

angiogênese. 

No câncer, a ativação da FAK se dá por meio de fatores de crescimento e de 

sinais de adesão nas células tumorais. O RACK1 participa da via do IGF-I (fator de 

crescimento) e da sinalização de integrina85. No estudo de Kiely et al.85 foi 

demonstrado a relação de RACK1 e FAK para que ocorra tanto a fosforilação quanto 

a desfosforilação de FAK, processos estes que ocorrem em resposta ao IGF-I. A 

supressão do RACK1 por meio de interferências no RNA interfere na fosforilação FAK, 

reduzindo a adesão celular, o espalhamento e o crescimento clonogênico85. Dessa 

forma, o complexo de interação RACK1 e FAK é importante para o controle da adesão 

de integrinas, bem como para a polarização celular por meio do recrutamento de 

cAMP (monofosfato cíclico de adenosina), a qual é hidrolisada por PDE4D5 (família 
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de enzimas fosfodiesterase-4). Juntos, RACK1/FAK/PDE4D5 formam o complexo de 

senso de direção76,77. Neste contexto, RACK1 está envolvido também na regulação 

da adesão, protrusão e migração celular quimiotática por meio da sua ligação com Src 

e recrutamento de paxilina, ß-tubulina e outros componentes presentes no 

citoesqueleto 81,87,92,111 (Figura 2). 

De modo geral, a proteína RACK1 está presente em diversas vias de 

sinalização, interagindo e recrutando diversos componentes como quinases, 

fosfatases, complexos proteicos, os quais requerem regulação rigorosa. Por isso, 

qualquer modificação que ocorra entre essas vias ou pontualmente no RACK1, por 

meio de desregulação nos níveis de expressão, poderá contribuir para o 

desenvolvimento e progressão tumoral20. 
 

Figura 2 - Ilustração do envolvimento de RACK1 como regulador de adesão focal 

 
O RACK1 é um participante importante na formação de aderências focais, estruturas 
especializadas que ocorrem quando as células entram em contato com a matriz extracelular. 
Ele ajuda a recrutar proteínas estruturais essenciais, quinases e fosfatases dentro dessas 
aderências, apoiando seu desenvolvimento. O RACK1 também está envolvido no transporte 
de fosfodiesterases e ribossomos para as aderências, auxiliando nos processos locais de 
sinalização e tradução. As alterações na expressão de RACK1, sejam elas aumentadas ou 
diminuídas, afetam significativamente a atividade e a estabilidade das proteínas associadas, 
contribuindo potencialmente para o desenvolvimento e a progressão do câncer. 
 
Fonte: Adams et al.20 

 
3.4 Receptor da Quinase C 1 Ativada (RACK1) no Câncer 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 região de 

cabeça e pescoço35,113. Apesar dos recentes avanços no diagnóstico e tratamento 



29 
 

destes tumores, a taxa de sobrevida de 5 anos para pacientes com CECO ainda 

permanece entre 50 e 60%35,114. Atualmente, as ferramentas diagnósticas disponíveis 

são os parâmetros histopatológicos e o estadiamento TNM, sendo eles os únicos 

preditores de risco de morte114,114. Assim, se faz necessário a busca por novas 

ferramentas diagnósticas para identificar preditores prognóstico eficazes para os 

casos de CECO115. 

O maior anseio atual é a identificação de possíveis biomarcadores efetivos para 

serem utilizados como marcadores prognóstico em pacientes com CECO. Com o 

objetivo de identificar potenciais biomarcadores para CECO, Wang et al.18 realizaram 

uma análise proteômica a fim de identificar proteínas diferencialmente expressas no 

CECO em relação ao tecido normal e à LO. Os autores identificaram 52 proteínas 

significativamente expressas, sendo que 8 delas foram identificadas pela primeira vez. 

Dentre estas, estava a proteína RACK1, a qual foi escolhida para análises mais 

detalhadas por ser uma proteína de ancoragem para muitas quinases, além de 

receptor de inúmeras vias que participam de funções biológicas críticas24. Então, o 

estudo de Wang et al.18 verificou que a expressão de RACK1 estava aumentada tanto 

a nível de mRNA quanto nos níveis proteicos de células de CECO em comparação 

com uma linhagem humana de queratinócitos orais normais (HOK). Para validar os 

níveis de expressão de RACK1, amostras de tecido de LO, de CECO e de seus tecidos 

normais correspondentes foram avaliadas por imuno-histoquímica. O padrão de 

marcação de RACK1 nos grupos de epitélio normal, LO sem displasia, LO com 

displasia e CECO teve uma tendência crescente de marcação conforme a gravidade 

da displasia epitelial e os testes estatísticos apontaram maior expressão de RACK1 

nos tecidos de CECO em relação aos tecidos normais e pré-malignos. Os dados 

clínico-patológicos que apresentaram correlação com alta expressão de RACK1 foram 

o estágio clínico avançado e presença de metástase ou recidiva e por isso os autores 

sugeriram que o RACK1 poderia ser um bom preditor para desfecho clínico e 

prognóstico de pacientes com CECO. Além disso, os autores também avaliaram o 

efeito do silenciamento de RACK1 na proliferação celular e na apoptose de células de 

CECO. Os resultados mostraram diminuição significativa da sobrevida celular, assim 

como uma taxa de 20% a mais de apoptose nas células de CECO em comparação 

com as linhagenss de queratinócitos normais, sugerindo um papel importante de 

RACK1 em mediar a proliferação celular e a apoptose na carcinogênese oral, de 

acordo com seus níves de expressão18. Em conjunto, os dados sugerem que o 
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silenciamento de RACK1 induz altas taxas de apoptose nas células tumorais e 

aparentemente não causa nenhum efeito de toxicidade para os queratinócitos orais 

normais18. Isso poderia ser visto como um dado promissor no que diz respeito à 

possíveis medidas terapêuticas utilizando o silenciamento de RACK1 para interferir 

no processo de carcinogênese, sem causar malefícios às células normais. 

Em 2009, Wang et al.19 avaliaram a importância da expressão de RACK1 em 

predizer o prognóstico clínico de pacientes com CECO, comparado com a expressão 

do marcador de proliferação celular Ki-67, o qual tem um papel já bem estabelecido 

na literatura como preditor de sobrevida em pacientes com neoplasias malignas, como 

o CECO, e por meio da expressão deste marcador era possível distinguir os pacientes 

e seus diferentes tempos de sobrevida19,115. Os autores observaram uma 

imunomarcação fraca de RACK1 em amostras que não recidivaram enquanto a 

maioria das amostras com superexpressão de RACK1 apresentaram recidiva. Além 

disto, os resultads mostraram que a expressão de RACK1 e Ki-67 podem influenciar 

significativamente a probabilidade de recorrência, assim como o hábito de fumar e 

estadiamento T2. Foi observado também uma correlação positiva entre a expressão 

de Ki-67 e RACK1, sugerindo que ambos possuem função similar na carcinogênese 

nos casos de CECO. Dessa forma, as proteínas RACK1 e Ki-67 poderiam ser 

utilizadas como biomarcadores, juntos ou separados, para prever o desfecho clínico 

de pacientes com CECO19. 

O mesmo grupo de pesquisadores em 2012 reavaliou o efeito anti-tumoral da 

inibição de crescimento celular causado pelo silenciamento de RACK1 nas linhagens 

celulares tumorais HSC-3 e Cal-27 por meio de vários ensaios in vitro117. Os autores 

também investigaram se o silenciamento de RACK1 poderia estar associado à inibição 

da adesão celular, migração e invasão nessas duas linhagens celulares e para 

entender este mecanismo, avaliaram a expressão das proteínas de EGFR, pEGRF, 

HER2, MMP-1 e MMP-9. Os resultados demonstraram que o silenciamento de RACK1 

foi capaz de inibir a proliferação das células de CECO, sendo que após 96h de 

silenciamento, a taxa de morte celular neste grupo atingiu 45% em comparação a uma 

viabilidade celular de 95% no grupo controle. O silenciamento de RACK1 também foi 

capaz de inibir a capacidade de migração das células de CECO em 55%, resultado 

este avaliado por meio dos ensaios de cicatrização de ferida. Além disso, as células 

de CECO não silenciadas para RACK1 (não transfectadas) foram capazes de migrar 

para o compartimento inferior no ensaio de transwell, o que não ocorreu com as 
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células de CECO transfectadas, as quais tiveram sua capacidade de invasão 

diminuída em 78%. A capacidade de adesão celular das células de CECO também foi 

reduzida após o silenciamento de RACK1, perdendo 32% a 43% da capacidade de 

adesão ao matrigel comparado com as células controle, sugerindo um papel 

importante do RACK1 no processo de adesão das células tumorais de CECO. O nível 

de expressão de proteínas envolvidas no processo de invasão e metástase (EGFR, 

HER2, MMP2 e MMP9) após 48h de silenciamento de RACK1, demonstraram 

diminuição em seus níveis, sendo que MMP2 e MMP9 estavam significativamente 

diminuídos em ambas as linhagens celulares. Assim, os resultados deste estudo 

demonstraram que o silenciamento de RACK1 atuou diretamente nas linhagens 

celulares tumorais, causando diminuição da migração, invasão e adesão destas 

células, enfatizando o papel de RACK1 no desenvolvimento e/ou progressão tumoral 

do CECO117. 

Em 2016, Zhang et al.118 tiveram como objetivo elucidar os mecanismos pelos 

quais o RACK1 estaria regulando o crescimento e a progressão 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 inibição da progressão tumoral. Os resultados 

mostraram que a inibição do RACK1 nas células HSC-3 resultou em parada do ciclo 

celular na fase G1/G2, o que foi atribuído à diminuição da expressão de ciclina B1 e 

ciclina D1, as quais são proteínas responsáveis por regular o ciclo celular. Dessa 

forma, os autores sugeriram que o silenciamento de RACK1 contribui para a 

diminuição ou parada do ciclo celular, inibindo então a evolução do processo de 

carcinogênese 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 nível de proliferação tumoral por meio do Ki-67 e a angiogênese tumoral 

por meio do marcador VEGF e CD34. Os resultados mostraram redução da marcação 

de proliferação no grupo com silenciamento de RACK1, assim como diminuição 

significativa no número médio de vasos por região, além da diminuição da expressão 

de VEGF em relação ao grupo controle. A expressão de E-caderina e RhoA também 

foi avaliada e os resultados mostraram uma diminuição 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 progressão do CECO. A 
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expressão de RACK1 e AKT fosforilado (p-AKT) avaliada por imuno-histoquímica, 

foram semelhantes nos diferentes estágios de carcingênese dos tecidos orais e a 

expressão de RACK1 teve correlação positiva com p-AKT em amostras clínicas de 

CECO. Para confirmar estes resultados, extratos celulares advindos de linhagens 

celulares de CEC e queratinócitos orais normais (HOK) foram avaliados por western 

blot e observou-se uma correlação positiva entre os níveis de expressão de RACK1 e 

AKT. A via de sinalização de AKT/mTOR participa de eventos como ciclo celular e 

angiogênese e se apresenta aberrantemente ativada na maioria dos carcinomas, 

especialmente aqueles de prognóstico ruim como o CECO119. Os autores observaram 

que o silenciamento do RACK1 causou diminuição na fosforilação de AKT e mTOR, 

assim como também ocorreu com os níveis da proteína S6, a qual atua diminuindo 

mTOR. Houve também uma relação dose-dependente em relação a via AKT/mTOR 

no que diz respeito a fosforilação das proteínas e o RACK1 silenciando. Os modelos 

in vivo com tumores xenográficos de CECO também mostraram que o silenciamento 

de RACK1 foi capaz de diminuir significativamente os níveis de pAKT, mTOR, proteína 

S6 e LYVE-1, promovendo redução da linfangiogênese. Assim, os resultados deste 

estudo sugerem que o RACK1 promove crescimento celular no CECO, regulando a 

proliferação celular e a progressão tumoral, por meio da via AKT/mTOR/S6119. Assim, 

o RACK1 pode estar associado à um prognóstico ruim do tumor e poderia ser utilizado 

como um alvo terapêutico118.  

Recentemente, o mesmo grupo de pesquisadores teve como objetivo verificar 

o possível papel de RACK1 como um marcador prognóstico preditivo órgão-específico 

em pacientes com CECO e secundariamente, em outros tipos de cânceres115. Este 

estudo surgiu com o objetivo de elucidar dados discordantes em relação aos níveis de 

expressão de RACK1 e seus efeitos em diferentes tipos de cânceres. Por exemplo, 

em um estudo com células de câncer de colo de útero humano, os autores 

encontraram que RACK1 poderia induzir a apoptose por meio do bloqueio da ativação 

da via AKT83. Outro estudo sugeriu que o RACK1 poderia promover apoptose por meio 

da oligomerização de BAX, uma proteína pró-apoptótica e de dissociação do 

complexo BAX/Bcl-XL120. Assim, Liu S et al.115. analisaram a relação da expressão de 

RACK1 com o desenvolvimento e progressão do CECO utilizando três coortes 

independentes de três centros (342 pacientes com CECO), além de uma coorte 

independente advinda de dados da base TCGA (do inglês, “The Cancer Genome 

Atlas) para validação externa (460 pacientes com câncer de cabeça e pescoço). A 
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duração média de acompanhamento dos pacientes nas três coortes foi 74, 52 e 78 

meses e a alta expressão de RACK1 foi observada em 68,2% na primeira coorte; 

61,4% na segunda coorte e 54,6% na terceira coorte. A alta expressão de RACK1 foi 

associada com a redução significativa do tempo de sobrevida de 5 anos nas três 

coortes estudadas. Isso foi observado na coorte de validação externa onde a alta 

expressão de RACK1 foi associada à baixa sobrevida dos pacientes. Também foi 

avaliado o nível de expressão de RACK1 em outros tipos de carcinomas humanos, 

assim como seus respectivos tecidos para-cancerígenos com amostras das coortes 

deste estudo e com amostras da base de dados TCGA, avaliados por meio de mRNA 

de RACK1. Por meio de análise imuno-histoquímica foram analisados câncer 

esofágico primário, câncer gástrico, câncer retal, câncer hepático, câncer pancreático, 

câncer pulmonar, câncer de mama, câncer renal e câncer do colo do útero junto com 

seu respectivo tecido para-cancerígeno, todos em duplicatas. Observou-se a 

superexpressão de RACK1 nos canceres de esôfago, pulmão, fígado e mama, o que 

foi compatível com as amostras da base TCGA que também revelaram alta expressão 

de mRNA de RACK1 no câncer de pulmão e fígado. Entretanto, avaliando o mRNA 

de RACK1 no carcinoma invasivo de mama, carcinoma de cabeça e pescoço e 

adenocarcinoma de estômago, os níveis de RACK1 estavam significativamente 

menos expressos. Os autores sugeriram que estes dados corroboram para o fato que 

a expressão de RACK1 seja órgão-específica. Além disso, os resultados deste estudo 

são similares aos resultados prévios obtidos por este grupo de autores, onde eles 

identificaram o RACK1 como um marcador de prognóstico ruim para os casos de 

CECO e o silenciamento de RACK1 inibiu a progressão do CECO in vivo e de maneira 

oposta sua expressão promoveu progressão tumoral via AKT/mTOR, promovendo 

migração e invasão das células do CECO, indicando um papel pró-oncogênico de 

RACK1 nestas lesões115. 

Com base nos estudos anteriormente citados, juntamente com os resultados 

do nosso estudo de análise proteômica17, o estudo e o entendimento da função do 

RACK1 nas DPMOs, em particular na LVP e no seu processo de transformação 

maligna, parece promissor; tendo em vista a possibilidade de atuar como um marcador 

prognóstico e como alvo terapêutico. 
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4 MATERIAL E MÉTODO 
 

O presente estudo foi aprovado na sessão de 11 de fevereiro de 2021 e foi 

realizado de acordo com a Resolução de no 466 de 12 de dezembro de 2012 do CNS 

e aprovado pelo CEP/FOAr – Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Odontologia de Araraquara da UNESP (protocolo CAAE 39015420.2.0000.5416; 

Anexo A).  

 

4.1 Revisão Sistemática da Literatura 

 

Objetivo: este estudo teve como objetivo realizar uma revisão sistemática da 

literatura com o intuito de avaliar o papel do RACK1 em diferentes tipos de 

carcinomas/adenocarcinomas, assim como verificar se o valor prognóstico da 

expressão deste marcador está associado a fatores clínico-patológicos e 

demográficos de pacientes acometidos com carcinomas.  

 

4.1.1 Extração de dados e questão do estudo 

 

A estratégia PICO guiou o planejamento da revisão sistemática assim como os 

critérios de inclusão de artigos, sendo que P = pacientes diagnosticados com 

carcinomas/adenocarcinomas humanos; I = expressão de RACK1 em amostras de 

pacientes com ou sem carcinomas/adenocarcinomas humano; C = grupo controle; 

pacientes sem carcinomas/adenocarcinomas humano e diferente expressão de 

RACK1 em parâmetros clínico-patológicos e prognósticos de pacientes 

diagnosticados com carcinomas/adenocarcinomas; O: Desfecho principal: os níveis 

de expressão de RACK1 em pacientes com carcinomas/adenocarcinomas. Desfecho 

secundário: identificar se os níveis de expressão de RACK1 está associado a fatores 

clínicos-patológicos e demográficos de pacientes acometidos com 

carcinomas/adenocarcinomas.  

 

4.1.2 Critérios de elegibilidade 
 

Os critérios de inclusão do presente estudo foram compostos por estudos 

observacionais retrospectivos transversais em humanos, sendo os pacientes 
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diagnosticados com carcinomas/adenocarcinomas e estudos que avaliaram a 

expressão de RACK1 em carcinomas/adenocarcinomas humano. Os estudos não 

foram restringidos em relação a localização dos carcinomas/adenocarcinomas e a 

linguagem de publicação utilizada. Os critérios de exclusão foram estudos in vitro, 

estudo em animais, estudos que avaliaram a expressão de RACK1 em outra origem 

do câncer (que não fossem carcinomas e adenocarcinomas), pacientes que foram 

diagnosticados com carcinoma e que apresentavam imunodeficiência, relatos de caso 

e capítulos 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 seleção dos artigos 

de forma independente por meio da leitura de título e resumo e os artigos selecionados 

para leitura completa foram adicionados em uma tabela. Os pesquisadores não 

estavam cegos para os autores ou para os resultados da pesquisa, e quaisquer 

discordâncias foram resolvidas por meio de discussão com um terceiro autor que não 

estava envolvido na triagem original. O software Rayyan for Systematic Reviews 

Software® foi utilizado para remover os artigos em duplicatas. 

 

4.1.4 Síntese de resultados 
 

Os dados foram extraídos de forma independente e em duplicata, de forma 

semelhante ao que foi feito na inclusão dos artigos selecionado. Os seguintes dados 

dos artigos incluídos na presente revisão sistemática foram registrados: tamanho da 

amostra, origem do carcinoma, metodologias empregadas para avaliar os níveis de 

RACK1 na população de estudo, e resultados do desfecho primário e secundário. Os 

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

Os artigos incluídos no presente estudo de revisão sistemática foram 

analisados em relação à qualidade de forma independente e em duplicata, sendo que 

as discordâncias foram resolvidas da mesma forma utilizada para seleção e extração 

de dados. Para isso, a qualidade dos estudos foi analisada utilizando a escala de 

avaliação de qualidade Newcastle-Ottawa modificada para estudos transversais121. 

Após a avaliação de qualidade, os artigos incluídos foram classificados de acordo com 

o risco de viés122. Assim, os estudos foram avaliados com base em 8 domínios, que 

são divididos em 3 critérios amplos: seleção de pacientes, comparabilidade dos 

grupos de estudo e avaliação de resultados. Foi usado um sistema de estrelas, no 

qual a avaliação da seleção poderia ter no máximo de três estrelas; a comparação, no 

máximo duas estrelas; e os resultados, no máximo duas estrelas. Sendo assim, os 

estudos poderiam receber a pontuação máxima de 7 estrelas. Os estudos que 

obtiveram 6, 5 ou 4 estrelas foram considerados de qualidade moderada. 

 

4.1.6 Meta-análise 
 

A meta-análise foi realizada no software R (versão 3.6.3), adotando α=0.05 e 

foi ilustrada em gráficos de floresta (florest plot). Nós avaliamos a presença de 

linfonodos metastáticos entre os grupos RACK1 high (alta expressão de RACK1) e 

RACK1 low (baixa expressão de RACK1), a diferenciação histológica do tumor para 

casos de RACK1 high (pouco diferenciado, moderadamente diferenciado e bem 

diferenciado) e a diferenciação histológica do tumor para casos de RACK1 low (pouco 

diferenciado, moderadamente diferenciado e bem diferenciado). O odds ratio (razão 

de chances) foi a medida de efeito selecionada e o modelo de efeito aleatório foi 

aplicado com um intervalo de confiança (IC) de 95%. A heterogeneidade dos estudos 

incluídos na meta-análise foi avaliada pelo do coeficiente de heterogeneidade ou 

também chamado de coeficiente de Higgins (I2). As meta-análises que revelaram I2 

>50% foram consideradas com alto nível de heterogeneidade. Para verificar o viés de 

publicação e, consequentemente o viés da meta-análise, foi utilizada a análise de 

sensibilidade do método trim-and-fill e os resultados foram ilustrados em gráficos de 

floresta. A meta-análise realizada no software R 3.6.3 foi feita com o auxílio da 
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plataforma Rstudio e o pacote META para condução das meta-análises e todas as 

etapas da revisão sistemática seguiram as diretrizes do PRISMA. 

 

4.1.7 Avaliação da qualidade das evidências (Sistema GRADE) 
 
 O sistema GRADE (Grading of Recommendations, Assessment, Development, 

and Evaluation) é um sistema de graduação da qualidade da evidência e força de 

recomendação para tomada de decisão. É uma metodologia que avalia o nível de 

confiança dos resultados obtidos na meta-análise. Assim, a qualidade das evidências 

de cada estudo incluído na meta-análise deste trabalho foi classificada conforme o 

sistema GRADE, a fim de determinar a força geral das evidências da meta-análise123. 

Este sistema foi utilizado para contextualizar ou justificar os eventos com quatro níveis 

de qualidade de evidência, que variaram de alta confiança a confiança muito baixa. A 

abordagem GRADE começa com o desenho de estudo, que no nosso trabalho foram 

estudos observacionais e, em seguida, aborda cinco motivos (risco de viés, 

imprecisão, inconsistência, evidência indireta e viés de publicação)123. Cada um 

desses tópicos foi classificado de acordo com “eventos positivos” para permitir a 

categorização da qualidade da evidência para cada resultado em alta, moderada, 

baixa e muito baixa. A "alta qualidade" sugere que há uma grande chance de um 

evento verdadeiro que será próximo à estimativa do efeito. Por outro lado, "qualidade 

muito baixa" sugere que as chances são baixas na estimativa do evento e a estimativa 

relatada pode ser substancialmente diferente do que foi medido. As avaliações foram 

realizadas por dois pesquisadores de forma independente (T.M.F. e A.B) e 

posteriormente comparadas. 

 

4.2 Expressão Imuno-Histoquímica de RACK1 em LO e LVP  
 

Objetivo: este estudo teve como objetivo avaliar por meio de imuno-

histoquímica a expressão do RACK1 em lesões de LO e LVP, bem como comparar os 

níveis de expressão entre ambas as lesões e analisar a associação da expressão do 

RACK1 com os parâmetros clínico-patológicos das lesões de LO e LVP. 
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4.2.1 Amostras para análise imuno-histoquínmica 
 

Este estudo avaliou 189 amostras parafinadas de HFI (grupo controle), LO, LVP 

e de carcinomas de pacientes com diagnóstico prévio de LVP, as quais foram oriundas 

do arquivo de amostras do Serviço de Medicina Bucal da Faculdade de Odontologia 

de Araraquara, da Universidade de Santiago de Compostela (Espanha) e da 

Universidade de Helsinki (Finlândia). As amostras obtidas da Espanha e da Finlândia 

foram doações de pesquisadores responsáveis para aprimorar os resultados, 

complementar a validação imuno-histoquímica e consolidar pesquisas multicêntricas. 

Foram incluídas neste estudo as amostras que revelaram microscopicamente 

hiperqueratose sem ou com variados graus de displasia epitelial (leve, moderada ou 

severa), obtidas de pacientes com diagnóstico clínico-patológico de LO ou LVP. Todos 

os pacientes incluídos neste estudo tinham um tempo mínimo de 5 anos de 

acompanhamento e foram diagnosticados com base nos achados clínico-patológicos 

propostos pela classificação de 2017 da OMS para tumores de cabeça e pescoço4. 

As amostras foram divididas em dois grupos. O grupo 1 foi composto por 45 blocos 

de tecido parafinado oriundos de pacientes com diagnóstico clínico-patológico de LO, 

cujos aspectos clínicos considerados foram a presença de uma única placa 

predominantemente branca, medindo menos de 3 cm, que não pudesse ser removida 

e uma vez que outras lesões brancas ou branco/vermelhas clinicamente 

reconhecíveis fossem excluídas. O grupo 2 foi composto por 93 fragmentos de 

biópsias obtidos em diferentes momentos do acompanhamento clínico de pacientes 

com diagnóstico clínico-patológico de LVP. O diagnóstico de LVP foi estabelecido para 

os casos que apresentavam clinicamente múltiplas placas brancas, variando de 

planas a verrucosas, as quais se disseminaram por vários sítios orais ao longo do 

tempo, com tamanho total de pelo menos 3 cm quando consideradas todas as áreas 

afetadas. Considerando que a LVP é uma condição multifocal, este arquivo de 93 

amostras de LVP se refere a biópsias obtidas em um período médio de 

acompanhamento de 88 meses com uma média de 2 biópsias por indivíduo, em sítios 

orais diferentes. Foram excluídas 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 biópsias excisionais de pacientes com hiperplasia fibrosa 

inflamatória (HFI). Esta, foi selecionada como controle por ser uma lesão reativa que 
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apresenta microscopicamente áreas de inflamação crônica e sem risco de 

transformação maligna. Além disso, devido ao longo tempo de acompanhamento dos 

pacientes com diagnóstico de LVP e o alto risco de transformação maligna destas 

lesões, adicionamos um grupo 4 (n=18), no qual incluímos amostras de carcinoma 

espinocelular/carcinoma tipo verrucoso derivados de pacientes com diagnóstico 

clínico-patológico prévio de LVP (CEC_LVP). Amostras que revelaram hiperplasia 

verrucosa ou hiperplasia verrucosa atípica foram excluídas com finalidade de 

padronização dos grupos. Casos duvidosos foram imediatamente descartados e 

substituídos. 

As informações clínicas, demográficas, de recidiva e transformação maligna 

foram coletadas dos prontuários médicos. Uma vez incluídos nos estudos, os blocos 

de parafina foram submetidos a dois novos cortes com 5 μm de espessura, os quais 

foram corados com hematoxilina-eosina (H&E), e posteriormente analisados para 

descrição morfológica e confirmação do diagnóstico. O grau de displasia epitelial foi 

determinado com base nos critérios propostos pela OMS4. Adicionalmente, as 

amostras de LO e LVP foram classificadas de acordo com a análise do risco de 

transformação maligna, conforme os critérios propostos por Kujan e colaboradores33, 

os quais foram recomendados em uma última reunião patrocinada pela OMS, 

sugerindo classificar às DPMOs em dois tipos: (i) baixo risco (nenhuma 

alteração/questionável/displasia leve) e (ii) alto risco (displasia moderada e severa)3. 

Sendo assim, as amostras foram classificadas como “lesões de baixo risco” e “lesões 

de alto risco” com base em sua suscetibilidade potencial à transformação maligna, de 

acordo com o sistema binário33. 

 
4.2.2 Reação de imuno-histoquímica 

As reações de imuno-histoquímica (IHQ) foram realizadas com a colaboração 

do Prof. Dr. Jorge Esquiche León (Professor da Faculdade de Odontologia de Ribeirão 

Preto - USP). Foram realizados cortes histológicos de 3 μm de espessura, os quais 

foram colocados sobre lâminas devidamente revestidas com organo-silano e 

submetidos à técnica IHQ pelo método da estreptavidina-biotina-peroxidase 

(Universal LSABTM+ Kit/HRP, Rb/Mo/Goat, K0690, Dako). Inicialmente os cortes 

foram desparafinizados em estufa a 70°C durante 2 horas e após este período, foram 

realizadas duas trocas de xilol por 10 minutos cada uma. Em seguida, as amostras 
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foram hidratadas em soluções com concentrações decrescentes de etanol (90%, 70% 

e 50%) e depois lavadas com água destilada por dois minutos. O procedimento para 

a recuperação antigênica foi realizado em PH alto (pH=9,0 - S2367) em panela elétrica 

tipo Pascal. Seguindo o resfriamento do material, a inativação da peroxidase 

endógena foi realizada com a incubação com peróxido de hidrogênio 0,1% por 5 min. 

Após lavagem em solução salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,4, os cortes 

foram então incubados com o anticorpo primário devidamente diluído, em câmara 

úmida por 18 h a 4°C. O anticorpo primário utilizado neste estudo e sua respectiva 

diluição estão descritos em detalhes no quadro 1. Após a incubação com o anticorpo 

primário, os cortes foram lavados em PBS e o anticorpo secundário conjugado a 

peroxidase foi adicionado (Strept AB Complex/HRP Duet, Dako, EUA) e a incubação 

foi feita durante 30 min a 37°C, seguida de lavagem com PBS. Em seguida foi 

realizada a exposição ao sistema amplificação (Strept AB Complex/HRP Duet, Dako, 

EUA) por 30 min a 37°C. A revelação foi feita em solução contendo 120 mg de 3,3 

diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB, SigmaAldrich, EUA) diluído em 200 ml de 

PBS, 2 ml de peróxido de hidrogênio (10 volumes) e 2 ml de dimetilsulfóxido (DMSO) 

a 37°C durante 3 min. A contra coloração foi realizada com hematoxilina de Carrazi 

durante 5 minutos, seguida de lavagens em água corrente por 8 minutos. 

Posteriormente, as amostras foram desidratas em três trocas rápidas de álcoois 

absolutos, passadas em xilol de diafanização e de montagem. A montagem das 

lâminas foi realizada com Entellan Merck e com lamínulas devidamente limpas. 

 
Quadro 1 - Anticorpo primário utilizado para os experimentos de imuno-histoquímica 

 

Anticorpo Clone Fornecedor Diluição 

GNB2L1 (RACK1) Policlonal ABclonal 1:200 
 

Fonte: Elaboração própria. 
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4.2.3 Digitalização e análise da marcação imuno-histoquímica 

As lâminas foram digitalizadas por meio do Scanner ScanScope AT Turbo na 

Rede de Laboratórios Multiusuários – RELAM/PROPP-UFU. A análise da expressão 

imuno-histoquímica do RACK1 foi realizada com auxílio do Software Aperio 

ImageScope 12.4.3 (leica Biosystems Division of Leica Microsystems Inc., EUA). A 

análise das reações de imuno-histoquímica foi realizada às cegas e os grupos foram 

divididos após a quantificação da intensidade de marcação. O algoritmo ‘’positive pixel 

count V9’’ (Aperio ImageScope 12.4.3, EUA) foi utilizado para estabelecer uma 

pontuação qualitativa (baixa e alta expressão) para a expressão citoplasmática do 

RACK1 no tecido epitelial, levando em consideração a intensidade de pixels e a 

porcentagem de células marcadas. O cálculo da intensidade de marcação (IM) foi 

determinado de acordo com o estudo realizado por Chang et al.124. Em síntese, as 

intensidades de marcação 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 marcação. A pontuação 

resultante foi calculada por meio das somas das porcentagens de células marcadas 

multiplicadas pela pontuação estabelecida para cada intensidade de marcação, 

obtendo-se uma pontuação mínima possível igual a 100 e máxima de 300. Por 

exemplo, um caso com 20% de marcação fraca, 30% de marcação moderada e 50% 

de marcação 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 quantificação da intensidade de marcação 

imuno-histoquímica do RACK1, evidenciando que somente as áreas de células 

epiteliais foram delimitadas e submetidas à análise a fim de evitar qualquer influência 

da marcação gerada pelo estroma. 
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Figura 3 – Imagem representativa da quantificação por pixel da intensidade de marcação 
imuno-histoquímica do RACK1 em amostras de LVP 

 

 
A Representação da quantificação por pixel da intensidade de marcação imuno-histoquímica 
do RACK1 (azul-negativo; amarelo-baixa intensidade; laranja- intensidade moderada; 
vermelho-alta intensidade) em uma amostra de baixa intensidade de marcação, B) média 
intensidade de marcação e C) alta intensidade de marcação. 
 
Fonte: Elaboração própria. 
 
4.3 Análise da Expressão Gênica de RACK1 em LO, LVP e HFI 

 

Objetivo: este estudo teve como objetivo avaliar a expressão gênica de RACK1, 

em lesões de LO, LVP e HFI por meio de reações de qRT-PCR. 

 

4.3.1 Isolamento do RNA total 
 

Para análise da expressão gênica de RACK1 foram utilizadas amostras de 

tecidos congelados previamente coletados e preservados em freezer -80 ºC de 

pacientes com diagnóstico clínico-patológico de LO e de LVP, submetidos à biópsia 

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 análise histopatológica com coloração de hematoxilina e 

eosina (H&E), com a finalidade de confirmação diagnóstica e para analisar a 

proporção de lesão/estroma presente. Um segundo fragmento de cada espécime foi 

congelado e submetido a 16 cortes de 10-12 μm de espessura em um criostato portátil 

(Leica Microsystem) a -20 ºC, disponibilizado gentilmente pela professora Dra. Iracilda 

Zeppone Carlos do Laboratório de Imunologia Clínica da Faculdade de Ciências 
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Farmacêuticas – UNESP, Campus de Araraquara/SP. Os cortes foram dispostos 

sobre uma lâmina de vidro revestida com membrana plástica (Arcturus PEN 

Membrane Glass Slides - Life Technologies), sendo uma das lâminas submetidas à 

coloração com H&E. Nos demais cortes, com o auxílio de uma lâmina de bisturi nº 

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 µl do reagente TRIzol (Invitrogen, EUA), 

macerados com o uso de um pistilo e mantidos por 5 min em temperatura ambiente. 

Após adição de 140 µl de clorofórmio para cada tubo, uma agitação 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 solução foi coletada e transferida 

para tubos novos e 350 µl de álcool isopropanol foi adicionado para precipitação do 

RNA. Esta mistura foi homogeneizada, incubada em temperatura ambiente por 10 

minutos e centrifugada a 9000 g a 4°C por 10 minutos. Após centrifugação, o 

sobrenadante foi descartado e o precipitado de RNA foi lavado com 700 µl de 75% 

etanol gelado. Após nova centrifugação a 6000 g a 4°C por 5 min, o precipitado foi 

seco, ressuspendido em água livre de DNases e de RNases e estocados na 

temperatura de -80°C até o momento de sua utilização.  

 

4.3.2 Análise da concentração e integridade do RNA 
 

A concentração de RNA foi determinada pelas absorbâncias com comprimento 

de onda de 260 nm e 280 nm em espectrofotômetro 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 formaldeído na concentração de 37% 

e 0,2 µg de brometo de etídio. Dois microgramas de RNA foram misturados com 

tampão de aplicação (solução aquosa de 30% glicerol, 0,25% azul de bromefenol e 

0,25% xilenocianol) e aquecidos durante 5 min a 65ºC. Após a separação 

eletroforética, o gel foi documentado com o sistema Kodak Digital ScienceTM 

equipado com câmera digital DC40 (Eastman Kodak Co., EUA). A figura 4 representa 

um dos géis confeccionados durante a realização deste estudo. 
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Figura 4 – Imagem representativa da separação eletroforética do RNA total 

 
Gel de agarose corado com brometo de etídeo utilizado para avaliação 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 proporção ideal das 
bandas referentes às subunidades maior (28S) e menor (18S) do RNA ribossômico e “small” 
RNAs. 
 
Fonte: Elaboração própria. 
 
4.3.3 Síntese de cDNA 
 

Para a síntese de cDNA, 1µg de RNA total foi reversamente transcrito com o 

kit High-Capacity cDNA Archive (Applied Biosystems, EUA) em uma reação com 

volume final de 20µL, contendo 2,0µL de tampão 10x RT Buffer, 0,8µL de mistura de 

25x de dNTP, 2,0µL de 10x Random Primers, 1,0µL de MultiScribeTM Reverse 

Transcriptase (50U/µL), 1,0µL de RNase Inhibitor e água deionizada tratada com 

DEPC 0,1% em quantidade suficiente para completar o volume final. As reações foram 

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

 

4.3.4 Reação de PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR) 
 

Todas as reações de qRT-PCR foram realizadas pelo método de quantificação 

Delta-Delta Ct (DDCt), utilizando o gene normalizador GAPDH. As reações foram 

preparadas em triplicata em placas de 96 poços, utilizado o sistema de detecção 

SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Inglaterra) no aparelho 

StepOnePlus Real Time PCR System (Applied Biosystems, Inglaterra), em um volume 

final de 10 μL. Em cada poço da placa foi pipetado 4 μL do cDNA resultante e foi 

amplificado na reação 6 μL de Master Mix (5 μL de GoTaq qPCR Mix; 0,5 de cada 
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primer em uma concentração final de 200nM e 0,1 μL de Rox). As condições de 

amplificação foram de 2 min a 50ºC para ativação da enzima AmpErase, 10 min a 

95ºC para ativação da enzima AmpliTaq gold DNA polymerase, seguidos de 40 ciclos 

desnaturação a 95ºC durante 15 s e 1 min a 60ºC para pareamento dos primers e 

extensão. Ao final da amplificação, uma etapa adicional de dissociação foi realizada 

(40 ciclos com um decréscimo de 1ºC a cada 15 s, iniciando-se a 95ºC) para geração 

de uma curva de dissociação (curva de melting) necessária para confirmação da 

especificidade da amplificação.  

 

4.3.5 Escolha dos primers  
 

A metodologia do qRT-PCR foi utilizada com objetivo avaliar a expressão de 

genes específicos. Os primers foram sintetizados pela IDT (Coralville, IA, EUA) e as 

sequências do gene de interesse e do controle interno utilizados nas reações estão 

descritos no Quadro 2. As reações de qRT-PCR foram baseadas na concentração 

ótima de cada primer utilizado, através de diferentes diluições do gene normalizador 

específico. 
 

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

Gene Primer Sense (5’-3’) Primer Antisense (5’-3’) 

GAPDH GAAGGTGAAGGTCGCAGTC GAAGATGGTGATGGGATTTC 

RACK1 GCTCTGCCATAAACTTCTAGCGTGTGC CTGTGCTTCTGGAGGCAAGGATGGCCA 

Fonte: Elaboração própria. 

 
4.4 Análise Estatística 
 

Os dados foram tabulados e a distribuição de normalidade foi avaliada pelo 

teste de Shapiro-Wilk e pelas análises descritivas de assimetria e curtose e a presença 

de outliers foi verificada. Avaliamos a homocedasticidade dos dados pelo teste de 

Levene. Para análises de comparações múltiplas foram realizadas análises de 

variância (ANOVA) e teste de Kruskal Wallis para os dados não normais. Na presença 

de diferença estatística significativa, o pós-teste de Tukey (dados normais e 
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homocedásticos), Games-Howell (dados normais e heterocedásticos) e o pós-teste de 

Dunn (dados não paramétricos) foram executados de acordo com a distribuição dos 

dados. Quando apropriado, alguns resultados foram avaliados de forma 

descritiva/qualitativa. Além disso, foi realizada regressão logística binária para avaliar 

o valor preditor dos níveis de expressão de RACK1 em relação as características 

clínico-patológicas de LO e LVP, considerando alta e baixa expressão de RACK1. 

Para essa análise, a expressão imuno-histoquímica de RACK1 em amostras de LO e 

LVP foi dividida em baixa e alta expressão com base no valor de expressão média ou 

mediana de cada grupo. O nível de significância adotado nas análises foi de 95% 

(α=0.05) e o software utilizado para as análises foi o IBM SPSS Statistics, versão 20.0. 

Os gráficos foram construídos por meio do GraphPad Prism versão 6.0.  
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5 RESULTADO 
 

Os resultados deste trabalho encontram-se descritos nas seções abaixo. 
 
5.1 Revisão Sistemática da Literatura e Meta-Análise 

 

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 seleção inicial. A primeira seleção foi 

realizada por dois avaliadores que fizeram a leitura do título e do resumo e, ao final, 

somente 61 artigos passaram para a segunda seleção. Nesta fase, foi feita a leitura 

completa dos artigos selecionados e dentre estes, 19 foram selecionados para análise 

qualitativa e 5 para a meta-análise (Figura 5).  
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Figura 5 - Fluxograma do PRISMA detalhando a busca de dados, seleção por título e 
resumo, texto completo e estudos inclusos na revisão sistemática 

 

 
Fonte: Elaboração própria. 

 

 

Id
en

%fi
ca
çã
o Ar#gos iden#ficados na 

busca nas bases de dados
(n=2201)

Ar#gos após remoção de duplicatas
(n=1947)

Se
le
çã
o

El
eg
ib
ili
da
de

In
clu

sã
o

Ar#gos adicionais 
iden#ficados em outras 

buscas
(n=0)

Ar#gos selecionados
(n=61)

Ar#gos excluídos
(n=1886)

Ar#gos selecionados 
para elegibilidade

(n=61)

Artigos excluídos por 
alguma razão (n=42)

Ar#gos incluídos para 
síntese qualita#va

(n=19)

Estudos incluídos para 
síntese quantitativa

(n=5)

Ar#gos excluídos devido 
a falta de dados 

necessários para realizar 
a meta-análise 

(n=14)



49 
 

5.1.1 Síntese dos resultados  

 

A extração de dados e síntese dos resultados dos artigos incluídos foram 

realizadas por meio da leitura completa dos estudos, distribuindo os dados em um 

quadro (Quadro 3) contendo: autor e ano de publicação do estudo, tamanho de 

amostra, origem do carcinoma, metodologias empregadas para avaliar os níveis de 

RACK1 na população de estudo, e resultados do desfecho primário e secundário 

apresentados em cada estudo. 

Todos os artigos incluídos no presente trabalho são estudos observacionais 

retrospectivos transversais em humanos que relatam o nível de expressão (alta ou 

baixa) de RACK1 em diferentes neoplasias. A neoplasia mais encontrada nesta 

síntese foi o carcinoma espinocelular (CEC), sendo 4 casos de CEC oral (CECO), 2 

casos de CEC cervical, 1 caso de CEC esofágico e 1 caso de câncer gástrico. 

Encontramos também 3 estudos com adenocarcinoma ductal pancrerático, 2 estudos 

com adenocarcinoma pulmonar e 1 estudo com adenocarcinoma de cólon. Além 

disso, havia 2 estudos com câncer de mama que incluíram os tipos câncer de mama 

primário em fase inicial com linfonodo negativo e carcinoma ductal in situ. 2 artigos 

abordaram o carcinoma hepatocelular e havia apenas 1 artigo sobre carcinoma 

papilífero de tireóide. As metodologias de estudo mais comumente empregadas foram 

imuno-histoquímica, qRT-PCR, Western blot, ELISA e análise proteômica. Os estudos 

com CECO mostraram superexpressão de RACK1 e estes níveis aumentados 

correlacionaram com estágio clínico avançado, metástases, recorrências, assim como 

piora/diminuição da taxa de sobrevida. Além disso, um dos trabalhos identificou que 

os níveis de expressão de RACK1 aumentou de acordo com o grau de displasia 

epitelial e outro trabalho associou a superexpressão de RACK1 com um perfil 

predominante de macrófagos M2. Os resultados em relação ao adenocarcinoma 

ductal pancreático (PDAC) foram conflitantes nos 3 artigos incluídos, pois 2 dos artigos 

encontraram superexpressão de RACK1 nas amostras de PDAC em relação aos 

tecidos não tumorais e houve correlação com diferenciação histológica, invasão 

linfonodal, estágio clínico e metástase, além de menor tempo de sobrevida. Por outro 

lado, um dos artigos relatou baixa expressão de RACK1 nos tecidos de PDAC quando 

comparado ao tecido pancreático normal e estes níveis reduzidos correlacionaram 

com metástase linfonodal e vascular, invasão neural e estadiamento TNM. Além disso, 

a taxa de sobrevida de 3 anos foi menor nos pacientes com superexpressão de 
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RACK1. Os dois estudos sobre câncer de mama foram realizados pelo mesmo grupo 

de pesquisa, sendo que um deles identificou cinco marcadores que discriminaram o 

câncer em estágio inicial de indivíduos saudáveis, sendo o RACK1 um destes 

marcadores, o qual mostrou reatividade significativa. No outro estudo os autores 

identificaram o RACK1 como antígeno altamente imunogênico na fase inicial de 

câncer de mama e do carcinoma ductal in situ. Ambos os estudos com carcinoma 

hepatocelular mostram superexpressão de RACK1, a qual estava associada com 

estágio clínico. Os adenocarcinomas (ADC) pulmonares também exibiram 

superexpressão de RACK1, a qual correlacionou com grau histológico, metástases 

linfonodais e indicou menor taxa de sobrevida. Além disso, a expressão de RACK1 foi 

significativamente maior nos subtipos ADC do que nos tumores de outros subtipos 

histológicos. Os casos de ADC de cólon abordados em um dos artigos incluídos 

mostrou que a expressão RACK1 aumentou progressivamente no processo de 

carcinogênese do epitélio do cólon e a superexpressão de RACK1 levou a uma taxa 

de sobrevida geral mais baixa em relação aos pacientes com baixos níveis de RACK1. 

Além disso, houve associação positiva dos níveis de expressão de RACK1 com o grau 

de malignidade e metástase linfonodal. Nos casos carcinomas papilíferos de tireóide 

(CPTs) abordados em um dos estudos, foi observado superexpressão de RACK1, 

sendo esta expressão negativa nos tecidos benignos não tumorais. Além disso, houve 

diferença nos níveis de expressão de RACK1 de acordo com o grau de diferenciação 

tumoral. CPTs pouco diferenciados e indiferenciados expressaram níveis 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 superexpressão de RACK1 e este 

aumento associou com diferenciação tumoral e metástase linfonodal. Em 

contrapartida, o outro trabalho mostrou diminuição nos níveis de RACK1 nos tecidos 

de CEC cervical. Níveis diminuídos de RACK1 também foram relatados no carcinoma 

gástrico e este resultado foi associado com diminuição da sobrevida geral. Nas 

amostras de CEC esofágicos, houve associação da expressão de RACK1 com 

tamanho do tumor, estadiamento e metástase linfonodal. Além disso, este artigo 

verificou a relação de RACK1 com o processo de transição epitélio-mesenquimal 

(TEM) e mostrou correlação positiva com vimentina e inversa com E-caderina. As 

amostras positivas para RACK1 revelaram sobrevida global e livre de doenças 

menores do que as amostras negativas para RACK1. 
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Quadro 3- Síntese dos resultados 
Autor/Ano Origem do 

carcinoma 
Metodologia 

aplicada 
Tamanho da 
amostra (n) 

Desfechos 

Wang et al. 2008 Carcinoma 
Espinocelular Oral 
(CECO) 
 

Análise proteômica e 
Imuno-histoquímica 
(IHQ)  

Proteômica n=20 (10 
tecidos parerados 
de CECO e 10 
tecidos normais 
correspondentes) 
 
IHQ n= 144 (20 
tecidos normais, 48 
LO, 76 CECO  

-Alta expressão de RACK1 em CECO (3,9 
vezes mais) comparado aos tecidos normais 
correspondentes. 
-Superexpressão proteica e de mRNA de 
RACK1 em CECO e associado a prognóstico 
ruim. 
-Intensidade de marcação de RACK1 
aumentou conforme o grau de displasia. 
-Estágio clínico avançado, metástase e 
recorrência mostraram superexpressão de 
RACK1. 

Lacombe et al. 
2014 

Câncer de mama ELISA n=396 (240 
linfonodos negativos 
fase inicial (T1N0) 
câncer de mama 
primário (PBC), 
carcinoma ductal in 
situ (DCIS) + 156 
controles saudáveis 
 

-Valor diagnóstico de marcadores individuais 
em pacientes com câncer de mama e 
controles (RACK1: AUC (95% CI) = 0,55 (0,50-
0,61). 
-RACK1 foi identificado como antígeno 
altamente imunogênico em fase inicial de 
câncer de mama e DCIS. 

Zhang L et al. 
2019 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Adenocarcinoma 
ductal pancreatic 
(ACDP)  

IHQ, qRT-PCR, 
Western Blot 

n=182 amostras, 
incluindo ACDP e 
tecido pareado 

-Menor expressão de RACK1 no tecido ACDP 
do que no tecido pancreático normal (para-
carcinoma); 
- Expressão gênica do RACK1 foi reduzida nos 
tecidos do câncer pancreático 
-Baixa expressão IHQ de RACK1 em ACDP - 
54,4% (99/182) e alta expressão em 45,6% 
(83/182) dos casos 
-Expressão de RACK1 associou com 
metátase linfonodal e vascular, invasão neural 
e estadiamento TNM                       (continua) 
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(continuação) -Taxa de sobrevida de 3 anos de pacientes 
com alta expressão de RACK1 foi 
significativamente maior do que a dos 
pacientes com baixa expressão de RACK1. 
- Análise de Kaplan-Meier mostrou que 
pacientes com maior expressão de RACK1 
tiveram sobrevida significativamente pior do 
que os pacientes com baixa expressão de 
RACK1. 
 

Nagashio R, et 
al. 2010 

Adenocarcinoma 
pulmonar (AD) 

IHQ, proteômica n=184 (123 AD, 44 
carcinomas 
espinocelulares, 4 
carcinomas de 
células grandes 
(LCCs), 7 
carcinomas de 
células pequenas 
(SCLCs), 6 
carcinomas 
neuroendócrinos de 
células grandes 
(LCNECs) -
Cânceres 
pulmonares 
pareados com seus 
tecidos pulmonares 
normais 

-Alta expressão de RACK1 em AD 
-Expressão mal detectada em alguns 
carcinomas espinocelulares e carcinomas de 
células grandes 
-Expressão RACK1 também foi associada 
com o estágio patológico, tamanho do tumor e 
status linfonodal de pacientes com AD 
-Epitélio brônquico proliferativo teve alta 
expressão de RACK1 
- RACK1 foi detectado em 77 de 123 (62,6%) 
ADs, 3 de 44 (6,8%) SCCs, 1 de 4 (25,0%) 
LCCs, 0 de 7 (0%) SCLCs, e 3 de 6 (50,0%) 
LCNECs 
-Superexpressão RACK1 em AD comparado 
ao CEC 
-RACK1 mostrou marcação positiva 
significativamente maior em AD pulmonares 
do que tumores de outros subtipos 
histológicos  
 

Wang et al. 2009 CECO  IHQ n=130 CECO (casos 
recorrentes e não 
recorrentes) 
 

-Expressão de RACK1 mais forte do que Ki-67 
-Baixa expressão de RACK1 em casos não 
recorrentes 
-Maior expressão de RACK1 em casos 
recorrentes (63.6%) 
-Níveis elevados apenas de RACK1 foi um 
excelente preditor de recorrência em CECO 
em comparação com o Ki-67. 
-A marcação de RACK1 foi fortemente 
relacionada com a do Ki-67. 
                                                        (continua) 
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(continuação) 
 
Myklebust et al. 
2011  

 
 
Carcinoma papilífero 
da tireóide (CPT) 

 
 
qRT-PCR e IHQ 

 
 
n=59 (biópsias de 
tireóide pareadas 
não tumorais e 
tumorais de 
pacientes com CPT 
de agressividade 
variável). 

 
 
-Superexppressão de RACK1 (mRNA) em 
amostras tumorais comparado com material 
não tumoral do mesmo paciente 
- CPTs pouco diferenciados e indiferenciados 
expressaram níveis de mRNA RACK1 
significativamente mais altos que os CPTs 
bem diferenciados 
- Superexpressão de RACK1 nas células 
tumorais independente da agressividade 
clínica 
- Tecido benigno não tumoral foi negativo para 
RACK1 

Guo Y. et al. 
2013 

Carcinoma 
Hepatocelular (CH) 

IHQ n=130 CH  - Amostras de CH exibiram superexpressão 
RACK1 em relação aos tecidos hepáticos 
peritumorais pareados.  
-Os níveis de proteína RACK1 nos 130 tecidos 
de HCC associaram com estágio clínico.  
-Os níveis da proteína RACK1 em CH estavam 
positivamente correlacionados com os do P-
JNK.   

Xiao et al. 2018 Adencarcinoma de 
cólon 

IHQ e Western Blot n=180 
adenocarcinoma de 
cólon 
n=40 metástases 
linfonodais pareadas 
(LNM) 
n=63 mucosas 
normais de cólon 
(NCM), 
n=60 pólipos 
inflamatórios 
crônicos 

-A expressão RACK1 aumentou 
progressivamente no processo de 
carcinogênese do epitélio do cólon  
- Superexpressãoo de RACK1 em pacientes 
com câncer de cólon tiveram sobrevida geral 
significativamente mais baixa em comparação 
com pacientes com baixos níveis de RACK1 
- Associação significativamente positiva dos 
níveis de expressão de RACK1 com o grau de 
malignidade e metástase linfonodal  
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Jing Wang e 
Shengcai Chen, 
2020 

Carcinoma 
espinocelular (CEC) 
cervical 

qRT-PCR, IHQ e 
Western blot. 

n=46 pacientes com 
CEC cervical 
N=30 tecidos 
cervicais normais 

-Diminuição da expressão de RACK1 nos 
tecidos de CEC cervical comparado com 
tecido cervical normal 
-Superexpressão de RACK1 inibiu a 
expressão de ciclina O, resultando em 
apoptose das células de CEC cervical 
- Expressão positiva da proteína RACK1 foi 
desregulada em pacientes com CEC cervical 
 

Dan et al. 2020 Carcinma 
espinocelular oral 
(CECO) 

IHQ n=45 pacientes com 
CECO.  
n= 460 pacientes 
com CEC cabeça e 
pescoço obitdos da 
base de dados 
TCGA  

-Superexpressão de RACK1 está associada a 
números elevados de macrófagos M2 
infiltrantes nos tumores e um prognóstico ruim 
nos CECO 
-Superexpressão de RACK1 foi associada a 
mais macrófagos CD206+ 
-Baixa expressão de RACK1 foi associada a 
menos células CD206+ de macrófagos  
-Expressão da proteína RACK1 correlacionou-
se significativamente com o fenótipo M2 no 
CECO 
- Pacientes com alta relação M2/M1 tinham 
sobrevida pior do que pacientes com uma 
relação M2/M1 baixa, consistente com a 
análise do banco de dados TCGA 
-Proporção M2/M1 afeta o prognóstico de 
CEC, mas não a quantidade total de 
macrófagos. 
-RACK1 e macrófagos M2 estão 
superexpressos e associados a prognóstico 
ruim em CECO 

Wang et al. 2015  Carcinoma 
espinocelular 
esofágico (CECE) 

IHQ n=100 pacientes  -59 amostras positivas para RACK1 e 41 
negativas 
-Expressão RACK1 associou com 
comprimento e diâmetro do tumor, estágio T e 
metástase linfonodal 
- Kaplan-Meier e Cox revelaram que a 
expressão RACK1 era um preditor 
independente para sobrevida e sobrevida livre 
de doença 
- Correlação positiva entre a expressão 
RACK1 e vimentina 
-Correlação inversa entre a expressão RACK1 
e E-caderina 
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-Sobrevida global e livre de doenças em 
amostras positivas para RACK1 foram 
menores do que nas amostras negativos 
- RACK1 indicou prognóstico ruim de CECE, 
promoveu progressão e participou do 
processo de TEM. 

Li et al. 2016 Adenocarcinoma 
ductal pancreático 
(PDAC) 

Western Blot e IHQ n=179 (PDAC 
humanos e 
amostras não 
tumorais 
adjacentes) 

-Superexpressão de RACK1 em tecidos de 
PDAC 
-Superexpressão de RACK1 e Ki-67 em 
tecidos de PDAC 
-Baixa ou nenhuma expressão de RACK1 e Ki-
67 em tecidos não tumorais 
-Correlação positiva entre a expressão 
RACK1 e Ki-67 
-Superexpressão de RACK1 em 59,8% dos 
PDAC e apenas 34,6% dos tecidos não 
tumorais  
- Os pacientes com superexpressão de 
RACK1 tiveram menor sobrevida geral 
-Expressão de RACK1correlacionou com 
tamanho do tumor, diferenciação histológica, 
estadiamento TNM e expressão de Ki-67 

Zhou et al. 2015 Carcinoma 
hepatocelular (HCC) 

WB, IHQ, qRT-PCR n=46 HCC e 
amostras de tecido 
adjacentes não 
tumoral 

-Superexpressão de RACK1 em amostras de 
HCC, comparado com tecido adjacente 
normal 
-Expressão de RACK1 correlacionou com 
estágio clínico de HCC 
-Superexpressão de RACK1 pode contribuir 
parar tumorigênese e progressão de HCC. 
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Liu et al. 2018 Carcinoma 
espinocelular oral 
(CECO) 

Microarray e IHQ IHQ: n=342 CECO 
n=460 da base de 
dados TCGA 
Microaaray: n=60 
pares de tecidos de 
câncer de vários 
órgãos humanos e 
seus tecidos 
adjacentes não 
tumorais 

- Valores de sobrevida de 5 anos estavam 
associados à superexpressão de RACK1 
-Superexpressão de RACK1 associou com 
redução/piora da sobrevida dos pacientes com 
CECO 
-A validação das amostras da base TCGA 
também mostrou associação da 
superexpressão de RACK1 com baixa 
sobrevida 
-Superexpressão de RACK1 nos cânceres de 
esôfago, pulmão, fígado e mama, mas não em 
cânceres gástricos e retais; consistente com a 
análise do banco de dados TCGA, sugerindo 
expressão de RACK1 como câncer-específica 
 
 
 

Zhong et al. 
2013 

Adenocarcinoma 
pulmonar (ACP) 

IHQ, Western Blot e 
Imunofluorescência 

n=180 ACP T1 -Expressão de RACK1 correlacionou com 
grau histológico e metástases linfonodais 
-Superexpressão de RACK1 e CD147 nos 
tecidos de ACP em relação aos tecidos 
normais correspondentes.  
-Superexpressão de RACK1 em ACP indicou 
menor taxa de sobrevida em relação a baixa 
expressão de RACK1 
-RACK1 foi fator prognóstico independente 
para sobrevida global de pacientes com ACP.  
- A capacidade de invasão tumoral está 
associada à expressão de RACK1 e CD147 
nos ACP. 
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Lacombe et al. 
2013 

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

ELISA, 2DE-gel e 
Análise proteômica 

n=80 (10 DCIS, 10 
PBC estágio inicial, 
20 lesões mamárias 
benignas (BBL); 20 
controles saudáveis 
(HC) e 20 com 
doenças 
autoimunes.  
n=182 (ELISA- 
validação antígenos 
identificados e 
quantificação) (HC 
n= 68; e câncer de 
mama em fase inicial 
com linfonodo 
negativo, n= 114). 

- GAL3 e RACK1 mostraram uma reatividade 
significativamente maior no câncer de mama 
em estágio inicial 
- Quando combinados, os cinco marcadores 
(GAL3, PAK2, PHB2, RACK1 E RUVBL1) 
discriminaram o câncer em estágio inicial de 
indivíduos saudáveis 
- Este painel de autoanticorpos poderia ser útil 
como uma ferramenta de diagnóstico para 
rastreamento do câncer de mama invasivo em 
estágio inicial e do câncer de mama pré-
invasivo. 
 

Han et al. 2018 Adenocarcinoma 
pancreático ductal 
(PDAC) 

IHQ, qRT-PCR e 
Western Blot 

IHQ n= 157 PDAC 
 
qRT-PCT e WB: 8 
amostras de tumor 
primário e tecido 
adjacente não 
tumoral; 
 

-Superexpressão de mRNA RACK1 e proteína 
em 7 dos 8 espécimes de PDAC em 
comparação com os tecidos não tumorais 
adjacentes  
-Superexpressão IHQ de RACK1 em 121 
lesões PDAC em comparação com seus 
tecidos adjacentes não tumorais 
-Superexpressão de RACK1 correlacionou 
com diferenciação histológica, invasão 
linfonodal, estágio clínico e metástase 
hepática 
- Tempo médio de sobrevida em pacientes 
com superexpressão de RACK1 foi 
significativamente menor em relação a baixa 
expressão de RACK1  
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Fonte: Elaboração própria. 

 

Yu Z., et al., 
2021 

Carcinoma gástrico IHQ, PCR IHQ n=155 amostras 
pareadas de câncer 
gástrico e tecido 
para-carcinoma 
PCR n=24 tecidos 
de câncer gástrico e 
para-carcinoma 
pareados 

-Diminuição da expressão de RACK1 nos 
tecidos de câncer gástrico comparado aos 
tecidos pareados adjacentes 
- Baixa expressão de RACK1 correlacionou 
com redução da sobrevida geral 
-O nível de RACK1 está negativamente 
correlacionado com a profundidade de 
invasão, metástase linfonodal e estágio clínico 

Xu L et al., 2022 Carcinoma 
espinocelular (CEC) 
cervical 

IHQ IHQ n=104 
pacientes com CEC 
cervical e n=31 com 
tecido epitelial 
adjacente normal 

-Superexpressão de RACK1 nos tecidos de 
CEC cervical em relação aos tecidos epiteliais 
cervicais adjacentes normais 
-Superexpressão de RACK1 foi 
significativamente associada à diferenciação 
tumoral e linfonodos positivos 
- Associação positiva da expressão de RACK1 
com metástase linfonodal no CEC cervical 
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5.1.2 Análise de qualidade e risco de viés dos estudos incluídos 
 

As pontuações de qualidade metodológica derivadas da escala de Newcastle-

Ottawa121 modificada para estudos transversais estão apresentados na tabela 1. No 

geral, os 19 artigos selecionados para nosso trabalho e avaliados individualmente 

apresentaram qualidade moderada. Assim, todos os artigos incluídos apresentaram 

risco de viés moderado, variando de 4 a 6 estrelas. Apenas o estudo de Liu et al.115 

(2018) foi avaliado como de alta qualidade, recebendo a nota máxima de 7 estrelas e 

todos os artigos receberam o máximo de 2 estrelas no domínio de comparação. A 

maioria dos estudos não descreveu a estratégia de amostragem e não detalhou os 

métodos estatísticos utilizados.  
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Tabela 1 - Avaliação da qualidade dos artigos incluídos na revisão sistemática 

Autor Seleção 
(3 

estrelas) 

Comparação 
 (2 estrelas) 

Resultado 
(2 

estrelas) 

Comentários 

Wang et al., 2008 «« «« «« - Sem descrição da estratégia de amostragem 
Wang et al., 2009 «« «« «« - Sem descrição da estratégia de amostragem 
Nagashio et al., 2010 «« ««  - Sem descrição da estratégia de amostragem  

- Avaliação independente/cega não relatada 
- Falta de detalhes estatísticos utilizados. 

Myklebust et al., 2011 «« ««  - Sem descrição da estratégia de amostragem 
- Avaliação independente/cega não relatada 
- Falta de detalhes estatísticos utilizados. 

Guo et al., 2013 «« «« « - Sem descrição da estratégia de amostragem 
- Falta de detalhes estatísticos utilizados. 

Lacombe et al., 2013 «« «« « - Sem descrição da estratégia de amostragem 
- Avaliação independente/cega não relatada 

Lacombe et al., 2014 «« «« ««  
Zhong et al., 2013 «« «« « - Sem descrição da estratégia de amostragem 

- Falta de detalhes estatísticos utilizados. 
Wang et al., 2015 «« «« « - Sem descrição da estratégia de amostragem 

- Falta de detalhes estatísticos utilizados. 
Zhou et al., 2015 «« ««  - Sem descrição da estratégia de amostragem  

- Avaliação independente/cega não relatada 
- Falta de detalhes estatísticos utilizados. 

Li et al., 2016 «« «« « - Sem descrição da estratégia de amostragem 
- Falta de detalhes estatísticos utilizados. 

Han et al., 2018 «« «« « - Sem descrição da estratégia de amostragem  
- Falta de detalhes estatísticos utilizados. 

Liu et al., 2018 ««« «« ««  
Xiau et al., 2018 «« ««  - Sem descrição da estratégia de amostragem 
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- Avaliação independente/cega não relatada 
- Falta de detalhes estatísticos utilizados. 

Zhang et al., 2019 «« «« - - Sem descrição da estratégia de amostragem  
- Avaliação independente/cega não relatada  
- Falta de detalhes estatísticos utilizados. 

Dan et al., 2020 «« «« « - Sem descrição da estratégia de amostragem 
- Falta de detalhes estatísticos utilizados. 

Wang et al., 2020 «« ««  - Sem descrição da estratégia de amostragem  
- Avaliação independente/cega não relatada 
- Falta de detalhes estatísticos utilizados. 

Yu et al., 2021 «« «« - - Sem descrição da estratégia de amostragem  
- Avaliação independente/cega não relatada 
- Falta de detalhes estatísticos utilizados. 

Xu et al., 2022 «« «« - - Sem descrição da estratégia de amostragem  
- Avaliação independente/cega não relatada 
- Falta de detalhes estatísticos utilizados. 

Os dados foram analisados utilizando a escala de Newcastle-Ottawa para estudos transversais 
Seleção: máximo de três estrelas; comparação: máximo de duas estrelas; resultado: máximo de duas estrelas. 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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5.1.3 Meta-análise 
 

Após a realização da meta-análise, não foram encontrados resultados 

estatisticamente significativos para RACK1 high (alto) e RACK1 low (baixo) em 

relação a diferenciação histológica tumoral: OR= 5.02 [0,80;31.54] e OR= 0.57 

[0.22;1,51], respectivamente (Figura 6A, 7A, respectivamente). Além disso, a 

presença de linfonodos metastáticos entre os grupos RACK1 high e RACK1 low 

também não revelou diferença estatística significativa: OR= 1.77 [0.58;5.43] (Figura 

8A). A análise Trim-and-fill não revelou viés de publicação e viés de meta-análise para 

os resultados de RACK1 high e diferenciação histológica (Figura 6B) e RACK1 high e 

low e presença de linfonodos metastáticos (Figura 8B). Em contrapartida, houve viés 

de publicação e de meta-análise na análise de diferenciação histológica tumoral e 

RACK1 low (Figura 7B). Embora tenhamos encontrado com mais frequência altos 

níveis de RACK1 na diferenciação histológica tumoral pouco/moderadamente 

diferenciada e também na presença de linfonodos metastáticos, a meta-análise não 

revelou resultados significativos (Figuras 6A, 7A, 8A). Tendo em vista que dos 5 

artigos incluídos na meta-análise, 3 deles eram de adenocarcinoma ductal 

pancreático, foram realizadas análises de subgrupos para este tipo de tumor, na qual 

avaliamos a diferenciação histológica em casos com RACK1 alto (grupos 

experimentais = pouco e moderadamente diferenciado; grupo controle = bem 

diferenciado (Subgrupo 1); diferenciação histológica dos casos com RACK1 baixo 

(grupos experimentais = pouco e moderadamente diferenciado; grupo controle = bem 

diferenciado) (Subgrupo 2) e presença de linfonodos metastáticos entre grupos 

RACK1 high (grupo experimental) e RACK1 low (grupo controle) (Subgrupo 3). Estas 

análises de subgrupos revelaram que para pacientes com adenocarcinoma ducal 

pancreático, a alta expressão de RACK1 (RACK1 high) está 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 metastáticos 

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

O nível de confiança da qualidade de evidência encontrada nos resultados da 

meta-análise foi baixo. Em contrapartida, foram detectadas qualidade de evidência 

moderada e alta nas análises de subgrupos (Tabela 2). De acordo com a análise de 

GRADE, a meta-análise para o evento presença de linfonodos metastáticos mostrou 

baixa qualidade da evidência, portanto, baixa confiança na certeza da evidência, pois 

houve ampla variação no número de eventos positivos no grupo experimental e foram 

avaliados grupos de pacientes com diferentes tipos de câncer. Quanto aos eventos 

diferenciação histológica para RACK1 alto e baixo, a qualidade da evidência também 

foi baixa, pois para ambos houve ampla variação do valor de OR e os grupos de 

pacientes também apresentavam diferentes tipos de câncer. Por outro lado, a análise 

de GRADE referente aos resultados das análises de subgrupo revelou qualidade da 

evidência moderada e alta, sendo os dois eventos de análise de subgrupo para 

diferenciação histológica e RACK1 baixo e para presença de linfonodos metastáticos 

considerados como moderada qualidade de evidência. Já para o resultado da análise 

de subgrupo do evento diferenciação histológica e RACK1 alto, a qualidade da 

evidência foi alta, ou seja, temos uma alta confiança na certeza desta evidência. 
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Figura 6 – Resultado da meta-análise em relação a diferenciação histológica tumoral 
e RACK1 high 

 
A) Resultado da meta-análise de diferenciação histológica tumoral para casos de RACK1 
alto (high) ilustrado em gráfico do tipo forest plot. O grupo experimental foi formado pelos 
subtipos histológicos pouco e moderadamente diferenciado, enquanto o grupo controle foi 
formado pelo subtipo histológico bem diferenciado. B) Resultado do método Trim-and-fill 
ilustrado em um gráfico tipo forest plot. OR=odds ratio; CI= intervalo de confiança; 
W=peso; TE= valores estimados para a média; seTE= valores estimados para o desvio 
padrão.  

 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 7 – Resultado da meta-análise em relação a diferenciação histológica tumoral 
e RACK1 low 

 
A) Resultado da meta-análise de diferenciação histológica tumoral para casos de RACK1 

baixo (low) ilustrado em gráfico do tipo forest plot. O grupo experimental foi formado 
pelos subtipos histológicos pouco e moderadamente diferenciado, enquanto o grupo 
controle foi formado pelo subtipo histológico bem diferenciado. B) Resultado do 
método Trim-and-fill ilustrado em um gráfico tipo forest plot. OR=odds ratio; CI= 
intervalo de confiança; W=peso; TE= valores estimados para a média; seTE= valores 
estimados para o desvio padrão.  
 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 8 – Resultado da meta-análise em relação a presença de linfonodos 
metastáticos entre os grupos RACK1 high e RACK1 low 

 

 
A) Resultado da meta-análise da presença de linfonodos metastáticos para casos de RACK1 
high (alto) e RACK1 low (baixo) ilustrado em gráfico 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 gráfico tipo forest plot. OR=odds ratio; CI= intervalo de 
confiança; W=peso; TE= valores estimados para a média; seTE= valores estimados para o 
desvio padrão.  

 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 9 – Análise de subgrupo da diferenciação histológica de adenocarcinomas 
pancreáticos ductais para casos de RACK1 alto 

 
Resultado da análise de subgrupo da diferenciação histológica tumoral para casos de RACK1 
high (alto) ilustrado em gráfico do tipo forest plot. O grupo experimental foi formado pelos 
subtipos histológicos pouco e moderadamente diferenciado, enquanto o grupo controle foi 
formado pelo subtipo histológico bem diferenciado. 
 
Fonte: Elaboração própria. 
 

 

 

Figura 10 – Análise de subgrupo da diferenciação histológica de adenocarcinomas 
pancreáticos ductais para casos de RACK1 baixo 

 
Resultado da análise de subgrupo da diferenciação histológica tumoral para casos de RACK1 
low (baixo) ilustrado em gráfico do tipo forest plot. O grupo experimental foi formado pelos 
subtipos histológicos pouco e moderadamente diferenciado, enquanto o grupo controle foi 
formado pelo subtipo histológico bem diferenciado. 
 

Fonte: Elaboração própria. 
 

 

  



67 
 

Figura 11 – Análise de subgrupo da presença de linfonodos metastáticos em 
adenocarcinomas pancreáticos entre os grupos RACK1 high e RACK1 low 

 

 
Resultado da análise de subgrupo da presença de linfonodos metastáticos para casos de 
RACK1 high (alto) e RACK1 low (baixo) ilustrado em gráfico do tipo forest plot. O grupo 
experimental foi formado por RACK1 high e o grupo controle foi formado por RACK1 low. 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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Tabela 2 – Análise GRADE da qualidade dos resultados da meta-análise 

Resultados Diferença ilustrativa comparativa 
 

Efeito de medida  
Odds ratio [IC 95%] 

Nº da população 
amostral 

Qualidade da 
Evidência (GRADE) 

Comentários 

 Grupo 

experimental 

Grupo controle  

Presença de 
linfonodos 

metastáticos 

A média linfonodos 
metastático em 

pacientes 

oncológicos com 
RACK “alto” variou 

de 101 a 7 eventos 

positivos. 

A média linfonodos 
metastáticos em 

pacientes 

oncológicos com 
RACK “baixo” variou 

de 64 a 18 eventos 

positivos. 

OR = 1,77 [0,58; 5,43] 441 (+)(+)(-)(-) 
Baixo 

 

Variação ampla de eventos 
positivos no grupo 

experimental. Grupos de 

pacientes com diferentes 
tipos de câncer 

Diferenciação 

histológica 

RACK “alto” 

A média de casos 

de pacientes 

oncológicos com 
RACK “alto” com 

diferenciação 

histológica 
moderada/pobre 

variou de 104 a 40 

eventos positivos. 

A média de casos 

de pacientes 

oncológicos com 
RACK “alto” e 

subtipo histológico 

bem diferenciado 
variou de 43 a 10 

eventos positivos. 

OR= 5,02 [0.80; 531,54] 440 (+)(+)(-)(-) 
Baixo 

Ampla variação do valor de 

OR. Grupos de pacientes 

com diferentes tipos de 
câncer 
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Diferenciação 
histológica 

RACK “baixo” 

A média de casos 
de pacientes 

oncológicos com 

RACK “baixo” com 
diferenciação 

histológica 

moderada/pobre 
variou de 58 a 26 

eventos positivos. 

A média de casos 
de pacientes 

oncológicos com 

RACK “baixo” e 
subtipo histológico 

bem diferenciado 

variou de 41 a 10 
eventos positivos. 

 

 

 
 

OR= 0,57 [0,22; 1,51] 503 (+)(+)(-)(-) 
Baixo 

Ampla variação do valor de 
OR. Grupos de pacientes 

com diferentes tipos de 

câncer 

Análise de sub-

grupo. Presença 

de linfonodos 
metastáticos 

A média linfonodos 

metastático em 

pacientes 
oncológicos com 

RACK “alto” variou 

de 101 a 45 
eventos positivos. 

A média de 

linfonodos 

metastáticos em 
pacientes 

oncológicos com 

RACK “baixo” variou 
de 28 a 26 eventos 

positivos. 

OR = 1,88 [1,28; 2,75] 327 (+)(+)(+)(-) 
Moderado 

 

Variação ampla de eventos 

dos intervalos de confiança 

nos estudos incluídos na 
meta-análise 

Análise de 

subgrupo. 
Diferenciação 

histológica 

RACK “alto” 

A média de casos 

de pacientes 
oncológicos com 

RACK “alto” com 

diferenciação 
histológica 

moderada/pobre 

variou de 109 a 40 
eventos positivos. 

A média de casos 

de pacientes 
oncológicos com 

RACK “alto” e 

subtipo histológico 
bem diferenciado 

variou de 43 a 10 

eventos positivos. 

OR= 4,45 [3,09; 6,42] 325 (+)(+)(+)(+) 
Alto 

- 
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Análise de 
subgrupo. 

Diferenciação 

histológica 
RACK “baixo” 

A média de casos 
de pacientes 

oncológicos com 

RACK “baixo” com 
diferenciação 

histológica 

moderada/pobre 
variou de 58 a 26 

eventos positivos. 

A média de casos 
de pacientes 

oncológicos com 

RACK “baixo” e 
subtipo histológico 

bem diferenciado 

variou de 41 a 10 
eventos positivos. 

OR= 0,94 [0,62; 1,42] 388 (+)(+)(+)(-) 
Moderado 

Variação ampla de eventos 
dos intervalos de confiança 

nos estudos incluídos na 

meta-análise 

Fonte: Elaboração própria. 
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5.2 Características Clínico-Patológicas dos Pacientes com LO, LVP e HFI 
Incluídos na Análise Imuno-Histoquímica 

 
O perfil epidemiológico 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 frequência 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 história de uso cônico de tabaco 

(n=25) e apenas 13 pacientes (28,88%) apresentaram história de uso crônico de 

álcool. A maioria dos pacientes era de raça branca (n=42, 93,3%). Além disso, todos 

os pacientes com LO foram submetidos a apenas uma biópsia e 46,66% das lesões 

não revelaram sinais de displasia epitelial (n=21), 7 lesões apresentaram displasia 

epitelial leve (15,55%) e 15 pacientes apresentaram lesões com displasia moderada 

(33,33%). Apenas 2 pacientes foram diagnosticados com displasia severa (4,44%). 

Quando as lesões displásicas foram agrupadas de acordo com a classificação binária 

de Kujan et al., 200633, observamos que a maioria das lesões de LO era de “baixo 

risco” para transformação maligna (n=28; 62,22%) e 17 delas apresentaram “alto 

risco” para transformação maligna (37,77%). Apenas 5 casos (11,11%) de LO 

apresentaram recidiva, o que coincidiu com o número de lesões que malignizaram, 

sendo que as demais 40 lesões (88,88%) não recidivaram após remoção cirúrgica 

com bisturi. A taxa de transformação maligna dos pacientes diagnosticados com LO 

incluídos neste estudo foi de 11,11%, sendo então apenas 5 pacientes com 

transformação maligna. Analisando as características clínico-patológicas 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 raça branca (n=46; 

97,87%), com 34,04% apresentando história de consumo de tabaco e apenas 6,38% 

deles apresentaram história de consumo de álcool. Todos os pacientes deste grupo 

apresentaram lesões em múltiplos sítios da cavidade oral e apresentaram tamanho 

total da lesão maior que 3 cm. Histologicamente, 38,70% (n=36) das lesões não 

apresentaram displasia epitelial e 27,95% (n=26) eram lesões com displasia epitelial 

leve. Menos da metade dos casos de LVP eram lesões com displasia moderada 

(n=27; 29,03%) e apenas 4 apresentaram displasia severa (4,30%), sendo então 

64,51% das lesões de baixo risco para transformação maligna e apenas 34,48% de 

alto risco. Apesar disso, a taxa de transformação maligna dos pacientes 
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diagnosticados com LVP incluídos em nosso estudo foi de 57,55%. Dentro do nosso 

acervo de amostras de pacientes diagnosticados com LVP, foi possível incluir 18 

blocos de pacientes com LVP que sofreram transformação 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 raça branca e apenas 3 revelaram uso crônico 

de tabaco (16,66%) e 1 relatou uso crônico de álcool. O sítio oral mais afetado pela 

transformação maligna foi o rebordo alveolar/gengiva (50%), seguido da língua 

(38,88%) e da mucosa bucal (11,11%). Os pacientes do grupo controle que 

apresentaram lesões de HFI eram em sua maioria mulheres (75,75%) e a média de 

idade foi 55,6 anos. Poucos pacientes tinham o hábito de fumar e beber (n=8; 24,24% 

e n=7, 21,21%, respectivamente), sendo a maioria pacientes brancos. A distribuição 

das características clínicas dos grupos HFI, LO, LVP e CEC_LVP selecionados para 

este estudo encontram-se descritas na tabela 3.  
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Tabela 3 - Características clínico-patológicas dos indivíduos dos grupos HFI, LO, LVP e 
CEC_LVP selecionados para a análise imuno-histoquímica 

Parâmetros 
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) 
Raça      
Brancos 27 (81,81) 42 (93,3) 46 (97,87) 18 (100) 
Não-brancos 6 (18,18) 3 (6,67) 1 (2,13) 0 (0,0) 
Tabaco     
Não 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) 
Álcool    
Não 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) 
Sítios 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)  
Língua  23 (51,11) 25 (26,88)** 7(38,88) 
Palato  5 (11,11) 5 (5,37)**   
Grau de Displasia 
(OMS, 2017) 

    

Sem displasia  21 (46,66) 36†† (38,70)  
Displasia Leve  7 (15,55) 26†† (27,95)  
Displasia Moderada  15 (33,33) 27†† (29,03)  
Displasia Severa  2 (4,44) 4††(4,30)  
Risco histopatológico 
(Kujan et al., 2006) 

    

Baixo risco - 28 (62,22) 60 (64,51) ††  
Alto risco - 17 (37,77) 33 (34,48) ††  
Transformação maligna     
Não - 40 (88,88) 20 (42,55)  
Sim - 5 (11,11) 27 (57,55)  
Recidiva    
Não - 40 (88,88) 4 (8,51)  
Sim - 5 (11,11) 43 (91,49)  
++ Número de eventos considerando a quantidade de amostras parafinadas (n=93) obtidas 
dos pacientes diagnosticados com LVP (n=47). 
** Sítios orais referentes ao local da biópsia 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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5.3 A Intensidade de Marcação IHQ de RACK1 Está Aumentada em LO e LVP 
 

Para acessar os níveis de expressão de RACK1, foram realizadas reações de 

imuno-histoquímica 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 marcação da expressão 

de RACK1 em relação ao grupo controle (HFI), sendo que este aumento na 

intensidade de expressão de RACK1 foi estatisticamente significativo tanto no grupo 

LO quanto no grupo LVP em relação ao controle (p=0,0253 e p<0,0001, 

respectivamente). Além disso, foi possível observar uma superexpressão de RACK1 

nas amostras de LVP em relação à LO (p=0,0344). Quando avaliamos o padrão de 

expressão de RACK1 nos 4 grupos estudados, nota-se que o grupo controle 

apresenta baixa expressão de RACK1, a qual aumenta gradativamente no grupo LO 

e depois no grupo LVP, sendo que há uma queda nos níveis de expressão de RACK1 

no grupo de CEC de oriundos pacientes diagnosticados com LVP, porém sem 

diferença estatística significativa (Figura 12). Sendo assim, parece que as amostras 

de LVP que sofreram transformação maligna apresentam uma diminuição da 

expressão de RACK1. Imagens representativas da marcação IHQ de RACK1 podem 

ser observadas na Figura 13. 

Adicionalmente, nós avaliamos a intensidade de marcação imuno-histoquímica 

de RACK1 nos grupos estudados de três formas distintas considerando a presença 

de displasia epitelial oral nas amostras de LO e LVP. Considerando a classificação do 

grau de displasia epitelial oral proposto pela OMS 2017, no grupo de amostras de LO 

não foi possível observar diferença estatística significativa entre os diferentes graus 

de displasia. Porém é possível notar que existe um aumento da expressão de RACK1 

nas amostras sem displasia para as amostras com displasia leve, e essa expressão 

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 

classificação de displasia epitelial da OMS 2017, observamos diferença estatística 

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 diferença estatística significativa na intensidade de marcação de 
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RACK1 quando comparamos com o grupo controle, o qual apresentou baixa 

intensidade de marcação (figura 15).  

Quando consideramos unicamente a presença ou ausência de displasia 

epitelial, independente do grau de displasia, observamos um aumento na intensidade 

de marcação de RACK1 no grupo LO sem displasia quando comparamos com o grupo 

controle (p=0,0381) e não houve diferença estatística significativa quando 

comparados o grupo displasia com o controle e da mesma forma, não houve diferença 

entre o grupo sem displasia e com displasia (figura 16). Em relação as amostras do 

grupo LVP, verificamos um aumento estatisticamente significativo da intensidade de 

expressão da proteína RACK1 em ambos os grupos sem displasia (p<0,0001) e com 

displasia (p<0,0001) em relação ao controle. Entretanto, não houve diferença 

estatísticas nos níveis de RACK1 no grupo LVP com displasia e LVP sem displasia, 

sendo possível notar que ambos apresentam níveis elevados de expressão de RACK1 

independente da presença ou não de displasia epitelial. As figuras 16 e 17 mostram 

as imagens gráficas das análises de intensidade de RACK1 nas amostras de LO e 

LVP, respectivamente, mostrando as diferenças estatísticas identificadas segundo a 

presença e ausência de displasia epitelial, independente do grau de displasia. 

Similarmente, verificamos a intensidade de marcação de RACK1 nas amostras de LO 

e LVP a partir da classificação binária de Kujan et al., 2006. As amostras foram então 

avaliadas de acordo com o risco de transformação maligna e classificadas como 

lesões 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 marcação de 

RACK1 nas amostras de LO "baixo risco" revelou um aumento estatisticamente 

significativo quando comparadas ao grupo controle (p=0,0266). Já em relação as 

amostras de LO de alto risco, não observamos diferenças estatísticas significativas. 

(Figura 18). Quando avaliamos os níveis de intensidade de RACK1 nas amostras de 

LVP agrupadas em "baixo risco" e "alto risco", observamos um aumento na 

intensidade de marcação de RACK1 independente do risco histológico em relação ao 

grupo controle, com diferença estatística significativa entre HFI 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 ocorrência ou não de 

transformação maligna. Para o grupo de amostras de LO observamos um aumento na 

intensidade de marcação de RACK1 no grupo de amostras sem transformação 
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maligna em relação ao controle (p=0,0455). Quando avaliamos as amostras que 

sofreram transformação maligna, os níveis de intensidade de marcação de RACK1 

parece diminuir em relação as amostras sem transformação, porém não houve 

diferença estatística significativa (figura 20). Observando o grupo LVP, verificamos 

que ambos os grupos de amostras sem transformação e com transformação maligna 

tiveram um aumento significativo na intensidade de marcação de RACK1 em relação 

ao grupo controle (p<0,0001; p=0,0001, respectivamente). Além disso, também 

notamos uma queda na intensidade de marcação de RACK1 do grupo de amostras 

sem transformação para o grupo das amostras que transformaram (p=0,0161) (figura 

21). 

As análises de regressão logística binária realizadas nas amostras de LO não 

mostraram diferença estatística significativa para a relação das características clínico-

patológicas com a alta e baixa expressão de RACK1. Sendo assim, altos e baixos 

níveis de expressão de RACK1 não associaram com as variáveis avaliadas (idade, 

sexo, raça, tabaco, álcool, risco de transformação maligna, recidiva e grau histológico 

de displasia epitelial) (quadro 4). No grupo LVP, apenas a variável idade correlacionou 

com a expressão de RACK1 (p=0,040), sendo que quanto maior a idade, maior a 

chance de encontrarmos níveis altos de RACK1[Exp(B)=1,043] (quadro 5). A média 

de idade do grupo com alta expressão de RACK1 foi de 64,8 anos e a média de idade 

do grupo com baixa expressão de RACK1 foi de 60,5 anos. Vale ressaltar que essa 

diferença estatística só existe dentro do grupo LVP como razão de chance, apesar de 

serem médias de idade muito próximas. Quando comparamos LO e LVP, as médias 

de idade também são próximas, 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. 

  



77 
 

Figura 12 – Determinação da intensidade de marcação de RACK1 nos grupos HFI, LO, LVP 
e CEC de LVP 

 
Observa-se um aumento na intensidade de marcação de RACK1 no grupo LO (p=0,0253) e 
no grupo LVP (p<0,0001) em relação ao grupo controle (HFI). Além disso, existe um aumento 
estatisticamente significativo na marcação de RACK1 no grupo LVP em relação ao grupo LO 
(p=0,0344). 
 
Fonte: Elaboração própria. 
 
 
 

Figura 13 – Imagem representativa da marcação imuno-histoquímica de RACK1 entre os 
grupos HFI, LO, LVP e CEC oriundos de LVP 

 
Representação da marcação imuno-histoquímica de RACK1 no grupo controle (HFI), LO, LVP 
e CEC oriundos de LVP, respectivamente. 

 
Fonte: Arquivo pessoal da autora. 



78 
 

Figura 14- Avaliação da intensidade de marcação de RACK1 em amostras de LO de 
acordo com a classificação de displasia epitelial oral proposta pela OMS 2017 em 

relação ao controle 
 

 
Não observamos diferença estatística significativa em relação a intensidade de marcação de 
RACK1 e os diferentes graus de displasia epitelial em relação ao grupo controle. 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 15- Avaliação da intensidade de marcação de RACK1 em amostras de LVP de 
acordo com a classificação de displasia epitelial oral proposta pela OMS, 2017 em relação 

ao controle 
 

 
Observamos diferença estatística significativa em relação a intensidade de marcação de 
RACK1 e os diferentes graus de displasia epitelial em relação ao grupo controle, sendo que 
os níveis RACK1 estão 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: Elaboração própria. 
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Figura 16- Determinação da intensidade de marcação de RACK1 em amostras de LO 
considerando presença ou ausência de displasia epitelial  

 
Observamos um aumento estatisticamente significativo na intensidade de marcação 
de RACK1 nas amostras sem displasia em relação ao grupo controle (p=0,0381). 
 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 17- Determinação da intensidade de marcação de RACK1 em amostras de LVP 
considerando presença ou ausência de displasia epitelial 

 
 
Observa-se que as amostras de LVP sem displasia e com displasia apresentam aumento na 
intensidade de marcação de RACK1 em relação ao controle, sendo este aumento 
estatisticamente significativo (****p<0,0001). 
 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 18- Determinação da intensidade de marcação de RACK1 em amostras de LO de 
"baixo risco" e "alto risco" em relação ao controle 

 
Observa-se que as amostras de “baixo risco” de LO apresentam um aumento na intensidade 
de marcação de RACK1 em relação ao controle (p= 0,0266) e vemos uma queda dessa 
expressão no grupo LO “alto risco”, porém essa diminuição não foi estatisticamente 
significativa. 
 
Fonte: Elaboração própria. 
  



83 
 

Figura 19- Determinação da intensidade de marcação de RACK1 em amostras de LVP de 
"baixo risco" e "alto risco" em relação ao controle 

 

 
 
Podemos observar que existe diferença estatística significativa no aumento da intensidade de 
marcação de RACK1 tanto nas amostras de LVP de “baixo risco” quanto de “alto risco” em 
relação ao controle. ****p<0,0001. 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 20- Determinação da intensidade de marcação de RACK1 em amostras de LO, 
considerando as amostras transformadas e não transformadas 

 
Podemos observar que existe diferença estatística significativa entre os níveis de marcação 
de RACK1 do grupo controle em comparação ao grupo LO sem transformação maligna, onde 
existe uma superexpressão de RACK1 (p=0,0455).  
 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 21- Determinação da intensidade de marcação de RACK1 em amostras de LVP, 
considerando as amostras transformadas e não transformadas 

 
Observamos um aumento na intensidade de marcação de RACK1 tanto nas amostras de LVP 
sem transformação maligna (p<0,0001) quanto nas amostras de LVP com transformação 
maligna (p=0,0001) em relação ao controle. Além disso, também existe diferença estatística 
significativa em relação a intensidade de marcação de RACK1 no grupo LVP sem 
transformação maligna em relação as amostras que sofreram transformação maligna, 
evidenciando uma diminuição da marcação de RACK1. (p=0,0161). 
 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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Quadro 4 - Resumo da regressão logística simples para as informações clínico-patológicas do grupo LO em relação á alta e baixa expressão 
de RACK1 

Variáveis 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 

Raça (1) -,362 1,621 ,050 1 ,823 ,029-16,674 

Tabaco (1) -,311 ,803 ,150 1 ,699 ,152-3,537 

Álcool (1) -,545 ,887 ,378 1 ,539 ,102-3,298 

Transformação (1) -22,558 26621,223 ,000 1 ,999 0,000 

Recidiva (1) 21,356 26621,223 ,000 1 ,999 0,000 

Grau histológico     ,797 3 ,850   

Grau histológico (1) 21,751 28392,043 ,000 1 ,999 0,000 

Grau histológico (2) 20,742 28392,043 ,000 1 ,999 0,000 

Grau histológico (3) 21,322 28392,043 ,000 1 ,999 0,000 

Fonte: Elaboração propria. 
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Quadro 5 - Resumo da regressão logística simples para as informações clínico-patológicas do grupo LVP em relação á alta e baixa expressão 
de RACK1 

Variáveis 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 

Raça (1) -,594 1,552 ,146 1 ,702 ,026-11,565 

Tabaco (1) ,378 ,565 ,447 1 ,504 ,482-4,420 

Álcool (1) -1,344 ,685 3,848 1 ,050 ,068-,999 

Transformação (1) ,334 ,650 ,265 1 ,607 ,391-4,991 

Recidiva (1) ,067 ,721 ,009 1 ,926 ,260-4,395 

Grau histológico   ,835 3 ,841   

Grau histológico (1) ,938 1,306 ,515 1 ,473 ,197-33,050 

Grau histológico (2) ,877 1,323 ,440 1 ,507 ,180-32,162 

Grau histológico (3) 1,171 1,338 ,765 1 ,382 ,234-44,419 

Fonte: Elaboração propria. 
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5.4 Avaliação da Expressão Gênica de RACK1 em LO e LVP 
 

Para avaliar a expressão gênica de RACK1 em amostras de LO, LVP e HFI, 

foram realizadas reações de qRT-PCR. A análise estatística dos resultados da 

quantificação por qRT-PCR nas amostras congeladas de LO, LVP e HFI não revelou 

diferenças estatísticas significativas (Figura 22). Apesar disso, vemos um aumento na 

expressão de RACK1 no grupo LO em relação ao controle, e a expressão de RACK1 

cai no grupo LVP. 
 

Figura 22- Análise de qRT-PCR para expressão gênica de RACK1 

 

 
 

Os resultados da expressão gênica de RACK1 por qRT-PCR no grupo controle, LO e LVP não 
revelaram alterações estatisticamente significativas. * p <0,05. 
 
Fonte: Elaboração própria. 

 

  



89 
 

6 DISCUSSÃO 
 

O carcinoma espinocelular (CEC) é o tipo histológico de câncer mais 

comumente encontrado na cavidade oral, representando mais de 95% de todas as 

neoplasias malignas que acometem estes sítios. O CEC oral (CECO) é considerado 

uma lesão multifatorial associada ao consumo excessivo de tabaco e álcool, 

exposição aos raios ultravioletas, bem como á alterações genéticas1,2,35. Apesar dos 

recentes avanços 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 prognóstico destes casos permanece sombrio1,2. 

As DPMOs frequentemente precedem o desenvolvimento do CECO e deveriam 

ser diagnosticadas precocemente a fim de prevenir e melhorar o prognóstico dos 

pacientes. Dentre as principais DPMOs estão a LO e a LVP, que apesar de 

compartilharem características clínicas e microscópicas, possuem uma taxa de 

transformação maligna discrepante, sendo 9,8% e 49.5%, respectivamente11,14. 

Apesar disso, o método utilizado para prever o potencial de malignização destas 

lesões, que é a classificação da displasia epitelial oral, não é totalmente confiável. 

Sabemos que nenhum dos sistemas de classificação atualmente em uso é totalmente 

fiel, não é capaz de prever quais DPMOs irão de fato sofrer transformação maligna e 

quando isso irá ocorrer, além de revelar uma grande variabilidade intra-examinadores 

e inter-examinadores. Assim, os achados histopatológicos de displasia epitelial 

indicam apenas que a lesão tem um risco estatisticamente maior de transformação 

maligna4,6,7,9. Dentro deste paradigma, se faz necessário buscar potenciais 

biomarcadores associados à LO e à LVP a fim de contribuir para uma elucidação do 

comportamento clínico distinto entre elas, além de apontar possíveis estratégias 

terapêuticas para a LVP. Vale ressaltar, ainda, que o atual sistema de graduação da 

displasia epitelial não é capaz de reproduzir o risco clínico de transformação maligna 

nas lesões LVP, uma vez que elas muitas vezes não revelam alterações citológicas 

importantes mesmo apresentando alterações arquiteturais significativas e portanto, 

talvez fosse necessário estabelecer um limite menor do número de alterações 

citológicas e arquiteturais consideradas para os casos de LVP8. 

O RACK1 é um receptor intracelular de 36 kDa, da família da proteína quinase 

C e membro da família das proteínas Trp-Asp40 (WD40)117. Ele desempenha um 

papel fundamental em uma ampla gama de respostas biológicas, incluindo 
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crescimento celular, migração, diferenciação, transdução de sinal e resposta imune e 

tem atraído bastante interesse por seu papel central em servir como proteína de 

andaime para numerosas quinases e receptores. Embora o RACK1 seja reconhecido 

como essencial para a proliferação celular e sobrevivência sob condições fisiológicas 

normais, seu papel na formação e desenvolvimento de tumores provou ser complexo 

e permanece controverso24. Portanto, considerando a identificação do RACK1 por 

meio de um estudo proteômico com amostras de HFI, LO e LVP realizado pelo nosso 

grupo de pesquisa, o envolvimento desta proteína nas DPMOs tornou-se o foco 

subseqüente deste estudo17. Além disso, o RACK1 é um fator importante na 

manutenção da homeostase celular normal e sua expressão elevada contribui para a 

transformação oncogênica20. 

No presente estudo foi demonstrado que as lesões de LO e LVP apresentam 

uma alta expressão de RACK1 quando comparado ao grupo controle formado por 

lesões hiperplásicas benignas. Além disso, verificamos uma superexpressão de 

RACK1 nas amostras de LVP quando comparado com as amostras de LO, 

enfatizando uma diferença no padrão de expressão de RACK1 nestas DPMOs, o que 

poderia justificar a diferença biológica e o padrão de evolução clínica distinto nos 

pacientes com lesões de LVP. Curiosamente, as lesões de LVP que sofreram 

transformação maligna para carcinoma parecem perder a expressão de RACK1 e 

essa queda dos níveis de RACK1 pode estar favorecendo a ocorrência transformação 

maligna, uma vez que estas lesões apresentam uma taxa média de malignização de 

65,8% e uma proporção agrupada de transformação maligna de 43,87%126,127. Os 

trabalhos que avaliaram os níveis de RACK1 em CECO relataram que RACK1 estava 

superexpresso nestes tumores e esta superexpressão correlacionou com prognóstico 

ruim, lesões recorrentes e piora da sobrevida, como demonstrado na síntese de dados 

dos artigos incluídos na revisão sistemática18,19,115,128. Embora não tenha diferença 

estatística significativa, as amostras de carcinoma avaliadas em nosso trabalho 

mostraram níveis mais baixos de expressão de RACK1 em comparação 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 não de pacientes que desenvolveram CEC 

propriamente dito, sendo que estes tipos de tumores diferem principalmente em 

relação ao perfil epidemiológico 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 nível 

de expressão de RACK1 em CECO com o que encontramos nos carcinomas de LVP, 

porém nenhum destes trabalhos avaliou lesões de LVP ou de carcinomas oriundos de 

pacientes com LVP. Nossos achados sugerem que a perda ou diminuição da 

expressão de RACK1 seja importante para o início do processo de transformação 

maligna nas lesões de LVP. 

Apesar de não ser um método fiel de predição de transformação maligna, a 

classificação do grau de displasia epitelial oral continua sendo o padrão ouro no 

diagnóstico das DPMOs, além de ser utilizado para a classificação das lesões em 

baixo risco e alto risco4,8,33,43,128. Então, nós analisamos nossas amostras de LO e de 

LVP segundo estes parâmetros. Independente do grau de displasia e do risco, 

observamos superexpressão de RACK1 nas amostras de LVP. Estes achados 

enfatizam que a análise do grau de displasia pouco diz sobre o risco de transformação 

maligna, uma vez que a maioria das lesões de LVP não apresentaram displasia, ou 

apresentaram lesões com displasia leve a moderada e apesar disso 57,55% dos 

pacientes sofreram transformação maligna. Neste sentido, o que parece ser 

importante nas lesões de LVP é a queda de RACK1 observada nas amostras de CEC 

oriundas de LVP. Além disso, nesta DPMO, os níveis elevados de RACK1 podem 

estar contribuindo para as altas taxas de recorrência que são usualmente encontradas 

nestas lesões4,14,1518,19.  

Foi possível observar que a princípio, as amostras de LO parecem ter o mesmo 

comportamento que as amostras de LVP em relação ao aumento da expressão de 

RACK1. Porém, a LO apresenta níveis basais de expressão inferiores aos da LVP, 

sugerindo que a superexpressão de RACK1 parece se relacionar com processos 

iniciais da tumorigênese, como por exemplo a transição-epitélio mesenquimal (TEM), 

enquanto a redução dos níveis de RACK1 parece ser importante na transformação 

maligna propriamente dita. A superexpressão de RACK1 em pacientes com câncer de 

mama foi associado com bom prognóstico após 10 anos de follow-up83,100. Pensando 

no comportamento biológico da LO, onde uma minoria destas lesões progride de fato 

para CECO, a alta expressão de RACK1 nas lesões de baixo risco de LO pode estar 

atuando de maneira a promover apoptose de células displásicas e também poderia 

atuar como preditor de bom prgnóstico83,100. Como mencionado anteriormente, a alta 

expressão de RACK1 pode estar agindo em outras vias iniciais importantes da 

carcinogênese como proliferação, TEM, ciclo celular, entre outras, uma vez que 
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RACK1 atua em diversas vias e processos biológicos chaves20,24,129,130. Nesse 

sentindo, foi relatado que a alta expressão de RACK1 diminuiu o crescimento das 

células de câncer gástrico e inibiu TEM por meio da limitação da via Wnt/β-catenina131. 

Além disso, a função de supressor de tumor tem sido atribuída ao RACK1 no câncer 

gástrico e colorretal82,131.  

Apesar de discreto, há uma diminuição da expressão de RACK1 nas amostras 

de LO com grau moderado de displasia, que se repete nas amostras de LO com 

transformação maligna quando agrupadas, sugerindo mais uma vez que a queda ou 

baixos níveis de RACK1 pode atuar como gatilho para a transformação maligna destas 

DPMOs. Baixos níveis de RACK1 foram relatados no câncer gástrico, CEC cervical, 

adenocarcinoma ductal pancreático, o que correlacionou com metástases, invasão, 

estadiamento TNM e piora da sobrevida131-134. A queda na intensidade de marcação 

de RACK1 é bem mais evidente e significativa nas amostras de LVP que sofreram 

transformação maligna. Assim, a diminuição 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 transformação 

maligna e até mesmo como alvo terapêutico, uma vez que as lesões de LVP não 

respondem a nenhuma das modalidades terapêuticas atualmente relatadas e 

recorrem com frequência48. Neste sentido, estudos com câncer de mama em estágio 

inicial identificaram RACK1 como altamente imunogênico e sugeriram sua utilização 

como marcador diagnóstico individual nestes tumores135,136. 

A avaliação de lesões com e sem displasia epitelial em relação aos níveis de 

expressão 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 expressão de RACK1 conforme o aumento do grau de displasia 

epitelial, e este achado correlacionou com estadiamento clínico, envolvimento de 

linfonodos e recorrência, uma vez que os tecidos de CECO tiveram superexpressão 

de RACK1 em relação aos tecidos de LO displásicos e não displásicos18. Nossos 

resultados parecem diferir no que diz respeito aos níveis de expressão de RACK1 em 

amostras de LO, uma vez que observamos uma tendência de aumento de expressão 

nas amostras sem displasia para as amostras com displasia leve, porém observamos 

uma tendência de diminuição da expressão nas amostras com displasia moderada e 

severa. Apesar disso, vale ressaltar que em nosso trabalho nós avaliamos apenas o 

tecido epitelial das amostras e a análise da intensidade de marcação IHQ de RACK1 
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foi realizada de forma automatizada, levando em consideração os diferentes graus de 

displasia epitelial e o risco. No trabalho citado anteriormente, a análise foi feita 

manualmente por dois avaliadores e os autores não descreveram na metodologia se 

avaliaram apenas o epitélio e não mencionaram a classificação dos graus de displasia 

das amostras estudadas18. Na análise de LO segundo os graus de displasias, houve 

uma tendência 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 classificação de Kujan et al.33 Avaliando as lesões de LVP, todas as 

amostras apresentaram níveis elevados de RACK1 independente do grau de 

displasia, do risco e da presença ou ausência de displasia o que se assemelha ao que 

é relatado na literatura sobre os níveis de RACK1 em lesões de CECO e que 

correlaciona com lesões recorrentes e de prognóstico ruim18,19,48,115,127. Além disso, 

destacamos que os níveis de expressão de RACK1 se mantém altos na LVP e só 

vemos de fato uma queda nos casos já transformados (CEC oriundos de LVP). 

 Assim, observando a expressão de RACK1 na LO e na LVP, a alta expressão 

parece ser importante nos processos iniciais da carcinogênese e no desenvolvimento 

das lesões em si. Na LVP, talvez a superexpressão de RACK1 seja um nível 

suficientemente mais alto do que na LO para conferir um comportamento mais 

agressivo à LVP em termos de espalhamento, recidiva, transformação maligna e 

resistência aos tratamentos. A diminuição dos níveis de RACK1 parece impactar na 

transformação maligna, principalmente quando vemos a queda significativa da 

expressão de RACK1 nas amostras de LVP com transformação maligna quando 

comparamos com as lesões de LVP sem transformação. Essa diminuição nos níveis 

de RACK1 também é observado quando agrupamos as amostras de LO em baixo 

risco e alto risco. Porém, chamamos atenção ao fato que nosso tamanho amostral de 

amostras de LO transformadas é pequeno, além disso, não adicionamos um grupo de 

amostras de carcinomas de LO.  

De modo geral, a expressão de RACK1 parece variar entre diferentes tipos de 

carcinomas e mesmo dentro de um mesmo tipo de câncer em estágios distintos e por 

isso seu papel permanece controverso115,130. Além disso, tem sido considerado seu 

papel como órgão-específico115. Em alguns cânceres como câncer de esôfago, 

pulmão, fígado e mama, RACK1 tem sido considerado um oncogene pois sua 

superexpressão tem sido associada a características mais agressivas do tumor e pior 

prognóstico. Neste sentido, nossos resultados de meta-análise das análises de 
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subgrupo enfatizam que pacientes com adenocarcinoma ductal pancreático e níveis 

elevados de expressão de RACK1, têm maiores chances de apresentarem 

diferenciação histológica pouco ou moderadamente diferenciado e apresentarem 

linfonodos metastáticos, corroborando para um pior prognóstico. Por outro lado, os 

níveis reduzidos de RACK1 também podem estar relacionados à progressão tumoral, 

como foi visto nos cânceres gástrico e retal82,115,130,131. Além disso, apesar da maioria 

dos estudos com CECO indicarem níveis elevados de RACK1, o estudo de Liu et al.115 

revelou níveis 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 transformação 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 avaliação da análise imuno-histoquímica revelou que o padrão de marcação 

de RACK1 foi predominantemente citoplasmático. Porém, alguns casos pontuais 

demonstraram marcação nuclear. Isso foi visto também em 3 artigos que relataram 

marcação predominantemente citoplasmática e ocasionalmente no núcleo18,19,28. O 

artigo de Wang et al.18 mostrou que a imunomarcação de RACK1 foi prontamente 

identificada no citoplasma e ocasionalmente no núcleo, sendo que as figuras 

mostraram marcação nuclear nos casos de LO com e sem displasia epitelial. Os 

demais artigos incluídos na revisão sistemática demonstraram que expressão de 

RACK1 foi localizada no citoplasma das células tumorais102,115,127,132-143. De modo 

geral, a expressão de RACK1 é citoplasmática, mas talvez seja interessante avaliar 

em pesquisas futuras quais casos tiveram marcação citoplasmática e quais tiveram 

também marcação nuclear, uma vez que isso pode correlacionar com o tipo de DPMO, 

características clínico-patológicas, risco de malignização e prognóstico. 

Essa diferença no padrão de marcação imuno-histoquímica de RACK1 pode 

ser considerada quando avaliamos a expressão gênica de RACK1 nas amostras de 

HFI, LO e LVP, nas quais não houve diferença estatística significativa. Provavelmente 

existem controles pós transcricionais distintos e por isso só vemos diferenças 

estatísticas quando avaliamos a nível de proteína. Este achado também foi relatado 

no artigo de Yu Z. et al.131, onde os autores encontraram diminuição do nível proteico 

de RACK1 em tecidos de câncer gástrico quando comparado com tecidos pareados 

para-carcinoma. Porém, quando avaliaram a expressão do mRNA de RACK1, o nível 

de expressão de RACK1 foi semelhante entre os tecidos de câncer gástrico e os 
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tecidos de para-carcinoma pareados, sem diferença estatística significativa. Por isso 

os autores levantaram a hipótese de que o RACK1 pode ter sido modificado por 

processamento pós-tradução celular. 

 Vale a pena destacar que o presente estudo apresenta limitações. Uma delas 

é a limitação no número de amostras para análise de RACK1 a nível de RNAm, o que 

nos impossibilita avaliar a existência ou não de translocação nuclear que justifique a 

diferença nos resultados da análise proteica em relação a análise gênica. Outra 

limitação deste estudo é a ausência de estudos in vitro que permitam avaliar o papel 

da RACK1 em vias iniciais importantes da carcinogênese como ciclo celular, 

proliferação, apoptose, TEM, utilizando queratinócitos normais, displásicos e tumorais, 

e se possível, cultura de células de lesões de LVP, a fim de investigar o impacto de 

RACK1 na malignização das DPMOs. 
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7 CONCLUSÃO 
 

Os níveis de expressão de RACK1 são diferentes na LO e na LVP, embora 

ambas apresentem níveis altos em relação ao controle, impactando no 

comportamento biológico e no processo de transformação maligna. A redução nos 

níveis de expressão de RACK1 parece ser importante para a transformação maligna 

de lesões de LVP. Além disto, o papel de RACK1 parece distinto nos diferentes tipos 

de neoplasias, podendo a alta expressão de RACK1 estar associada com pior ou 

melhor prognóstico. Portanto, o melhor entendimento da participação de RACK1 nas 

DPMOs pode ser de grande relevância na identificação de um possível biomarcador, 

indicador prognóstico ou alvo terapêutico. 
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