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RESUMO

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



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

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

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



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

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

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

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

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

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

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

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

O RACK1 & uma proteina intracelular de 36 kDa que pertence a familia das
proteinas de repeticao Trp-Asp40 (WD40), compartiiha semelhangas com a
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subunidade B da proteina G da transducina e é responsavel pela interagdo com a
familia da proteina quinase C (PKC)?. Ele atua como proteina estrutural para a
transdugdo de sinais e controla varios processos celulares como crescimento,
diferenciagéo, invasdo e migragdo?'?. Além disso, a desregulagdo de RACK1 tem
sido associada ao desenvolvimento de varios tipos de tumores (Adams et al., 2011)%°.
Estudos demonstraram que o RACK1 promove o0 avango e a quimiorresisténcia no
cancer de figado?'. Por outro lado, RACK1 impede as metastases tumorais no cancer
gastrico??. Sendo assim, o RACK1 pode apresentar fungdes diversas e possivelmente
conflitantes em diferentes tipos de células ou tecidos?3.

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

com maior potencial de transformag&o maligna.
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7 CONCLUSAO

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