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RESUMO

O carcinoma de células escamosas oral (CCEO) apresenta uma alta taxa de
mortalidade na populagcdo mundial, em grande parte devido ao seu diagnostico
tardio e a resisténcia aos medicamentos. Na busca de novos biomarcadores do
processo de carcinogénese oral, destaca-se a mudanca do fendtipo metabdlico das
células neopléasicas, fendbmeno conhecido como Efeito Warburg. Nele, observa-se
um aumento de expressao de proteinas envolvidas na via glicolitica, pelas células
tumorais, com o objetivo de aumentar a captacao de glicose. Objetivos: Analisar
a expressao das proteinas IGF1R, PI3K, AKT e GLUT1, em amostras de linhagens
celulares e amostras de biopsia de pacientes com CCEO. Material e Métodos:
Foi extraido o RNA total das amostras para a confeccdo dos cDNAs que
permitiram a avaliacdo dos genes IGF1R, PIK3CA, AKT1 e SLC2A por gPCR.
Foram avaliadas duas linhagens celulares: uma tumoral de CCEO de lingua (SCC
25) e uma normal de queratindcitos (HaCat). Amostras de biopsias foram obtidas
de individuos com mucosa oral saudavel (MS=7) e diagnosticados com CCEO
(CCEO=10). Resultados: Nas amostras de linhagem celular de CCEO (SCC25), os
dados mostraram hiperexpressédo de PI3K e AKT e hipoexpresséo de GLUT1,
enquanto ndo houve diferenca significativa para a IGF1R, (p> 0,05; teste de Mann-
Whitney). Entre os grupos de pacientes, ndo houve diferenca significativa para a
expressao de IGF1R, enquanto para PI3K, AKT e GLUT1 apesar de se mostrarem
hiperexpressos no grupo CCEO, nao foi encontrada diferenga estatisticamente
significante (p> 0,0845; teste de Mann-Whitney). Conclus&o: Os dados demonstram
que na linhagem tumoral (SCC25) a via candnica PI3K/AKT esta hiperexpressa,
porém ndo houve associa¢cdo com IGF1R e GLUT1. N&o foi observada associagéo
na variagcao de expresséo de IGF1R, PI3K, AKT e GLUT1 em nossa amostra da

populacdo de pacientes com carcinoma de células escamosas oral.

Palavras-chave: CCEO, IGF1R, PI3K, AKT, GLUT1.



ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) has a high mortality rate in the world
population, largely due to its late diagnosis and drug resistance. In the search for
new biomarkers of the oral carcinogenesis process, the change in the metabolic
phenotype of neoplastic cells stands out, a phenomenon known as the Warburg
Effect. In it, an increase in the expression of proteins involved in the glycolytic
pathway by tumor cells is observed, with the aim of increasing glucose uptake.
Objectives: To analyze the expression of IGF1R, PI3K, AKT and GLUT1 proteins
in cell line samples and biopsy samples from patients with OSCC. Material and
Methods: Total RNA was extracted from the samples for the preparation of cDNAs
that allowed the evaluation of the IGF1R, PIK3CA, AKT1 and SLC2A genes by
gPCR. Two cell lines were evaluated: a tumor cell line from OSCC of the tongue
(SCC 25) and a normal cell line from keratinocytes (HaCat). Biopsy samples were
obtained from subjects with healthy oral mucosa (MH=7) and diagnosed with
OSCC (OSCC=10). Results: In the OSCC cell line samples (SCC25), the data
showed overexpression of PI3K and AKT and underexpression of GLUT1, while
there was no significant difference for IGF1R, (p> 0.05; Mann-Whitney test).
Among the groups of patients, there was no significant difference for the
expression of IGF1R, while for PI3K, AKT and GLUT1, despite being
overexpressed in the OSCC group, no statistically significant difference was found
(p> 0.0845; Mann-Whitney test). Conclusion: The data demonstrate that in the
tumor cell line (SCC25) the canonical PISK/AKT pathway is overexpressed, but
there was no association with IGF1R and GLUT1. No association was observed in
the variation of IGF1R, PI3K, AKT and GLUT1 expression in our sample population

of patients with oral squamous cell carcinoma.

Keywords: OSCC, IGF1R, PI3K, AKT, GLUT1.
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1.INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O carcinoma de células escamosas oral (CCEO) é um tumor maligno que
afeta a cavidade oral, sendo responsavel por uma alta morbidade e mortalidade na
populacdo mundial. Além de mudancas no estilo de vida do paciente, seu
prognostico se relaciona a outros aspectos, como a presenca de comorbidades,
estadiamento tumoral e alteracdes nas vias celulares (IRIMIE et al., 2018; ECKERT
et al.,2020).

Mesmo com o uso de tratamento multimodal, as taxas de sobrevida para
pacientes com CCEO avancado, permanecem baixas, principalmente devido ao seu
diagndstico tardio e ao desenvolvimento de resisténcia a medicamentos. Sendo
assim, apesar dos avancos verificados nas pesquisas, ndo houve nas ultimas
décadas nenhuma melhora no prognostico deste cancer (CHAI et al., 2019).

Com base na identificacdo de novos biomarcadores no processo de
carcinogénese oral, vem-se buscando analisar o papel da sinalizacao de varias vias
de regulacdo das células tumorais, entre elas a via candnica PISK-AKT (PI3K-
fosfatidilinositol-3-kinase, AKT- serine/threonine kinase), que pode ser regulada pela
proteina IGF1R (receptor de fator de crescimento semelhante a insulina 1). Dentre
os diversos eventos moleculares desta via, destaca-se a expresséo de oncogenes e
a repressdo de genes supressores de tumor, a participacdo de proteinas ligadas a
regulacdo do ciclo celular, a proliferacdo celular, e principalmente das proteinas
ligadas ao metabolismo celular (KUNKEL et al., 2003; KUNKEL et al., 2007,
HATZIAPOSTOLOU et al., 2013; GHANAVAT et al., 2021).

Modifica¢des nas vias metabolicas das células tumorais fornecem suporte a
rapida proliferacdo, desempenhando um papel importante na carcinogénese e

progressédo da doenca. Alteragbes na via glicolitica tém sido descritas em muitos



tipos de neoplasias e podem estar relacionadas ao alto grau de agressividade e
invasdo do CCEO (KUNKEL et al.,, 2007). A avidez das células oncogénicas na
captacado da glicose, por meio da proteina transportadora de glicose tipo | (GLUT1),
e a regulacdo positiva das principais proteinas ligadas ao metabolismo glicolitico
fornecem oportunidades Unicas para o diagndstico precoce, previsao de progressao
da doenca e resposta ao tratamento (SANDULACHE & MYERS, 2012).

Apesar disso, até o0 momento, pouco se sabe sobre a influéncia da expressao
das proteinas moduladoras da via glicolitica no processo de carcinogénese do
carcinoma de células escamosas oral.

Assim, o foco principal deste estudo foi estudar o metabolismo glicolitico do
CCEO através da andlise do perfil de expressao génica das proteinas IGF1R, PI3K,

AKT e GLUT1 em uma amostra de individuos portadores de CCEO.

1.1 O CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS ORAL (CCEO)

O CCEO é uma neoplasia maligna que acomete os tecidos da cavidade oral
e tem sua origem no epitélio de revestimento da boca, sendo responsavel por
aproximadamente 90% do total de casos de cancer oral (SHAH & LYDIATT, 1995;
AKANUMA et al., 1999; SCULLY & PORTER, 2000; IRIMIE et al., 2018).

Considerado um importante problema de salde publica, o cancer oral, esta,
atualmente, entre as dez neoplasias mais incidentes na populacdo mundial

(ECKERT et al., 2020).



1.1.1 EPIDEMIOLOGIA

No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Céancer (INCA), estimou-
se que para cada ano do triénio 2020-2022, sejam diagnosticados 15.210 novos
casos de cancer de cavidade oral (11.200 em homens e 4.010 em mulheres). Esses
valores correspondem a um risco estimado de 10,70 casos novos a cada 100 mil
pessoas. O sexo masculino apresenta um risco estimado maior, de 9,25 casos novos
a cada 100 mil homens, ocupando a quinta posi¢ao; e para o sexo feminino, de 2,66
casos novos a cada 100 mil mulheres, representando o 12° mais frequente, entre
todos os tipos de canceres, (MS/INCA, 2020).

Normalmente, o cancer oral aumenta sua incidéncia com a idade e acomete
principalmente individuos na faixa etaria dos 50 aos 80 anos. Entretanto, estudo
multicéntrico evidenciou aumento de risco em faixas etarias mais jovens, sugerindo
exposicoes a fatores de risco de forma precoce. Tem predominancia do sexo
masculino, na propor¢ao de 3:1. Os locais mais acometidos pelo CCEO sé&o a lingua
assoalho da boca e o palato mole. O restante é encontrado nas gengivas e outros

locais da mucosa oral (MS/INCA, 2020).

1.1.2 FATORES DE RISCO

O tabaco, o alcool e a infeccdo pelo papiloma virus humano (HPV) sdo os
principais fatores de risco associados ao CCEO. Estudos apontam que 80% dos
casos de CCEO sao diagnosticados em tabagistas e o risco de os individuos
fumantes desenvolverem CCEO é proporcional a quantidade de tabaco utilizada (>
1 macgo/dia) e a duracdo do tabagismo (>35 anos). Enquanto a cessacédo do

tabagismo se associa a diminui¢cao gradativa do risco de desenvolvimento de cancer



oral. (SHAH & LYDIATT,1995; DANIEL et al., 2006; MS/INCA, 2020).

O tabaco tem a capacidade de lesar o DNA celular, induzindo efeitos
mutagénicos e por isso é considerado um carcinégeno completo. Além de ser um
estimulo a proliferacdo celular pela sua acéo irritativa, contém muitas substancias
citotoxicas em sua composicdo como os hidrocarbonetos aroméaticos policiclicos, as
nitrosaminas e a nicotina, que é uma das substancias presentes mais importantes
(BLOT et al., 1988; ANDRE et al.,1995).

A nicotina possui rapida absorcdo pelos tecidos da cavidade bucal,
promovendo em seguida vasoconstriccdo, diminuindo a nutricdo das células
epiteliais. Além disso, essa substancia € capaz de reduzir o nivel sérico da vitamina
C, causando alteracdo na biossintese de colageno e consequente reducao das fibras
de colageno e elastina nos tecidos (FRANCO et al., 1989; DAS & NAGPAL, 2002).

A exemplo do que ocorre com as mucosas e a pele, aimunidade local também
é reduzida, ja que em individuos fumantes, foi observada uma deficiéncia de fungéo
de neutréfilos, mostrando uma diminuicdo de quimiotaxia, fagocitose e aderéncia,
aumentando a susceptibilidade a inflamacdes e doencas (SCHEIDT et al., 2012).

Outro fator de risco associado ao CCEO € o consumo de bebidas alcodlicas.
O Alcool pode ter acdo direta e/ou indireta na carcinogénese. A acdo direta esta
relacionada com a sua metabolizacdo e consequente liberacdo dos aldeidos
(substancias carcinogénicas) irritando a mucosa oral, ja a sua acédo indireta esta
relacionada ao efeito carcinogénico sinérgico, quando se associa ao tabaco (BLOT
etal., 1988), atuando como um solvente das substancias carcindégenas contidas nele
(Andre et al.,1995; Scheidt et al., 2012). Estima-se que quando o alcool e tabaco
estdo associados, o risco relativo para a ocorréncia de CCEO aumenta, sendo
potencializado em até 141,6 vezes, de acordo com a quantidade, frequéncia e

duracéo de consumo (ANDRE et al.,1995).
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Mais recentemente, estudos apontaram alguns virus do grupo do HPV,
principalmente dos subtipos 16 e 18, como importantes fatores de risco de cancer
de cavidade oral e orofaringe em pacientes mais jovens, sem relato de exposicédo ao
tabaco e/ou ao alcool, (ALBERS et al., 2010). Devido ao fato de o HPV possuir a
capacidade de ativar oncogenes e mutar oS genes supressores de tumor, é
considerado o "virus sinérgico" mais provavel de estar envolvido nos canceres orais
e de orofaringe (GRAVITT et al., 2000).

Os oncogenes e 0s genes supressores de tumor sdo genes responsaveis pelo
equilibrio da divisao celular. Os oncogenes sdo responsaveis por estimular a divisdo
celular e os genes supressores de tumor possuem a funcao de "frear" essa divisao.
Portanto, € necessario que haja um equilibrio no funcionamento entre esses dois
genes (Bartel,2004; Hammond, 2006; Zhang et al., 2007).

AlteracOes nestes genes podem levar a expressao alterada de seus produtos,
e consequente formacdo de tumores (MACFARLANE & MURPHY, 2010;
YAMASAKI et al., 2013; CHAMORRO et al., 2015)

Os oncogenes codificam fatores de crescimento, receptores de fator de
crescimento e podem atuar em moléculas de sinalizacao internas e regular fatores
de transcricdo de DNA. Ja os genes supressores de tumor codificam proteinas que
inibbem o ciclo celular ou promovem a morte celular programada (apoptose)
(MACFARLANE & MURPHY, 2010). Quando ocorrem alteracdes nestes genes, eles
podem tornar-se inativados ou mutados com consequente perda de controle sobre
a divisdo celular. Mutagfes espontaneas ou induzidas por algum fator externo (como
o virus HPV16), podem levar ao desequilibrio durante as varias etapas da divisao
celular, predispondo o surgimento do CCEO (HERRERO et al., 2003; KINDT et al.,

2019).



1.1.3 CARACTERISTICAS CLINICAS E DIAGNOSTICO DO CCEO

Clinicamente as lesbes de CCEO podem apresentar-se com um aspecto
leucoplasico, eritroplasico ou eritroleucoplasico. Com sua evolugéo, pode ocorrer um
crescimento exofitico ou endofitico, de base endurecida e &reas de necrose

(JADHAV et al., 2013) (Figura 1 A-E).

Figura 1. Apresentacédo clinica do CCEO. (A) Placa leucoplasica (B) Placa
eritroplasica (C) Aspecto leucoeritroplasico (D) Lesbes exofiticas que se
projetam acima da superficie(E) LesBes endofiticas (ulceradas e
profundas, bordas em “rolete”). Fonte: Adaptado de JADHAV et al. (2013).

As lesdes exofiticas caracterizam-se por apresentar uma superficie irregular,
papilar ou verruciforme. Estas lesdes, normalmente, se apresentam com
consisténcia dura. As lesBes endofiticas, normalmente, se apresentam com uma
area de ulceracdo central, com bordas endurecidas "em rolete", indicando invaséao
local para o interior do tecido (MARKOPOULOS et al.,2012).

O diagnodstico do CCEO deve ser realizado através de anamnese, exame



clinico e histopatolégico. No exame clinico, ao ser identificada uma lesdo suspeita
de neoplasia, deve ser realizada uma biopsia incisional sob anestesia local da
regido, com a finalidade de se obter uma amostra de tecido bucal. A amostra, uma
vez coletada, € encaminhada para o exame histopatolégico para a definicdo do
diagnodstico. Para esta analise, devem ser corretamente registradas as dimensdes e
caracteristicas da lesdo: se € ulcerada, infiltrativa, necrosada, com infeccéo
secundaria, se ultrapassa a linha média, se ha indicios de invasdo 6ssea e/ou da
musculatura profunda (CRUZ et al., 2012).

As lesBes muito iniciais, num primeiro momento, podem ser avaliadas sem a
necessidade de exame de imagem. Ja nos casos mais avancados, quando o tecido
0sseo subjacente é atingido, o exame radiografico podera mostrar area radioltcida

com margens mal definidas e aspecto de roido de traca. (PALAZS et al., 2017).

1.1.4 CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS

Histologicamente, no CCEO observa-se uma invasao de células epiteliais no
tecido conjuntivo, essas células se arranjam em forma de corddes e ilhas. Pode-se
observar a formacéo de pérolas de ceratina, infiltrado inflamatorio crénico intenso e
a presenca de muitos vasos sanguineos (angiogénese). Além disso as células
apresentam atipia celular como: relacdo ndcleo-citoplasma aumentada,
hipercromatismo, pleomorfismo celular, nacleos e nucléolos aumentados, diversas

mitoses e presenca de mitoses atipicas (LOURENCO et al., 2007).



De acordo com a Organizacao Mundial da Saude (OMS), a
classificacdo histopatolégica do CCEO (MS/INCA, 2004) pode ser
de 3tipos:
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Figura 2. Carcinoma de células escamosas oral (CCEO) de borda
lateral da lingua. (A) Imagem clinica; (B-I) Graus histologicos de
diferenciacdo tumoral do CCEO: (B) Displasia severa do epitélio
superficial associada a infiltracdo inflamatéria crénica na interface
estromal-epitelial do epitélio displasico (coloracédo, H&E; ampliacéo, x50).
(C) Bem diferenciado, hiperceratose e inflamacdo associada a
interface estromal - epitelial; (D) moderadamente diferenciado; e (E)
infiltracdo indiferenciada e células dispersas sem demarcagao clara
entre a invasdo do tecido frontal e circundante (coloragdo, H&E;
ampliacdo, x25). Diferentes padrdes de invaséo na frente de invaséo
tumoral de acordo com a morfologia celular: (F) Frentes amplas de
invasao; (G) larguras das células das ilhotas; (H) corddes infiltrantes
finos; e (I) células individuaisinvadindo a interface. Fonte: Adaptado de
RIVERA & VENEGAS (2014).

Bem diferenciado — Pode-se encontrar semelhanca com o tecido de origem
da lesdo, ou seja, os ceratinécitos ainda nao perderam a capacidade de
produzir ceratina, nesse padrdo encontra-se um maior numero de pérolas de

ceratina e um menor grau de atipia celular. O tumor cresce em uma velocidade



mais lenta e a tendéncia para metastase € mais baixa.
Pouco diferenciado - Neste padrdo, ha predominios de células imaturas,
sendo dificil reconhecer seu tecido de origem. Assim os CCEOs pouco
diferenciados caracterizam-se por apresentar minima ceratinizagcdo e um grau
de atipia celular bastante elevado. Esses tumores crescem com maior
velocidade e tendem a metastizar mais precocemente.

Moderadamente diferenciado - E um padréo intermediario entre os dois tipos

classificados acima.

1.1.5 METASTASE, ESTADIAMENTO, PROGNOSTICO, ESCOLHA DO
TRATAMENTO E SOBREVIDA

A metéstase do CCEO ocorre através da via linfatica para os linfonodos
cervicais. Os linfonodos cervicais, normalmente, possuem consisténcia pétrea e
apresentam-se aumentados e indolores. Em relagdo as metéstases a distancia, os
sitios mais comuns sdo: pulmdes, figado e ossos (FEDELE, 2009; LYDIATT et al.,
2017). As metastases dos CCEOs nao surgem precocemente, no entanto, o
problema ocorre em funcéo do diagndstico tardio das lesdes. Isto se deve ao fato de
a grande maioria dos pacientes sé procurar atendimento quando a lesdo ja esta
evoluida (FRANCO et al., 1989).

O estadiamento dos tumores primarios de cabeca e pescoco segue O
esquema geral proposto pela American Joint Commitee on Cancer (AJCCC) e a
Union for International Cancer Control (UICC) denominado TNM. A letra “T” designa
o tamanho do tumor primario em centimetros, a letra “N “o acometimento dos
linfonodos locais e sua extenséo e a letra “M “designa a presenga ou auséncia de
metastases a distancia. Este sistema tem sido usado como sistema padrao para

caracterizacao dos tumores, para propor a terapia adequada e estimar a sobrevida



dos pacientes (AJCC/UICC, 2017).

Em relacdo ao prognostico, varios fatores devem ser considerados:
graduacéao histopatologica, localizacdo anatdmica do tumor, estilo de vida (habitos
de tabagismo e etilismo), aspectos demograficos (ex: idade e género), estado de
saude geral e do sistema imunolégico do paciente e grau de alteracdes de vias
moleculares oncogénicas. A partir das trés caracteristicas do sistema TNM, é
possivel definir um estagio para a lesdo. Quanto maior for o estagio, pior o
progndstico para o paciente (LYDIATT et al., 2017).

O sistema TNM de definicdo é suplementado, se necessario, por outras
variaveis que permitam uma melhor avaliacdo do progndstico e pode ser alterado ao
longo do tempo para incorporar novas variaveis ou ante novas evidéncias (LYDIATT
et al.,, 2017). O estadiamento atual, baseado na 82 edicdo do Manual de
Estadiamento do Céancer da AJCC (AJCC/UICC, 2017), introduziu mudancas
significativas que permitem uma melhor estratificacdo progndstica dos pacientes em
subgrupos clinicos relevantes, porém como ndo € o objetivo do presente estudo, ndo
sera aqui abordado.

A escolha do tipo de tratamento (cirurgia, radioterapia, quimioterapia,
imunoterapia) do CCEO esta relacionada ao estadiamento clinico e ao grau de
diferenciacéo histopatolégico do tumor. Pacientes com tumores em estadios iniciais
geralmente sdo tratados com monoterapia (cirurgia ou radioterapia). Por outro lado,
o tratamento combinado (cirurgia e radioterapia associada ou ndo a quimioterapia/
imunoterapia) geralmente € recomendado para pacientes com tumores avangados
(DANIEL et al., 2006).

Em relac&o a sobrevida, evidéncias mostram que aproximadamente 65% dos
pacientes sobrevivem mais que 5 anos, com o emprego de terapias isoladas ou

associadas, porém dados apontam que existem diferencas significativas de acordo
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com o status socioeconémico da populacdo. Segundo FEDELE (2009), a sobrevida
de 5 anos para o CCEO varia de 81% para doenca localizada, 42% para doenca
regional, e 17% quando ha metastases.

O escaneamento de tumores pela tomografia por emissao de pésitrons (PET-
SCAN), método que avalia o metabolismo tumoral alterado através de um analogo
fluorado da glicose, pode auxiliar o diagnostico e estadiamento do CCEO, por meio
da visualizacdo de linfonodos comprometidos e da localizacdo de metastases a
distancia (MS/INCA, 2018).

Estudos relacionados ao monitoramento de tumores sdlidos, mostraram que
o fenotipo metabdlico alterado das células tumorais, como demonstrado no exame
de PET-SCAN, desempenha um papel importante na tumorigénese e progressao da
doenca. Neste contexto, observou-se que 0 aumento no consumo de glicose, ajuda
a fornecer a energia necessaria para a proliferacdo das células tumorais e a maior
expressao de transportadores de glicose, reflete a adaptacéo as condi¢cdes adversas
do ambiente tumoral. (KUNKEL et al.,, 2007; DEBERARDINIS et al., 2008,
HATZIAPOSTOLOU et al., 2013).

Assim, avancgos recentes da biologia molecular tém demonstrado que o
estudo do metabolismo diferenciado das células tumorais fornece oportunidades
Unicas para a identificacdo de novos biomarcadores moleculares importantes para o
diagnéstico precoce, avaliacao prognéstica e terapéutica (KUNKEL et al., 2007,

HATZIAPOSTOLOU et al., 2013).
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1.2 O METABOLISMO ENERGETICO CELULAR

Metabolismo energético celular é o conjunto das reagcfes quimicas que
ocorrem no interior das células e tem como objetivo satisfazer a necessidade de
energia do individuo. Para que essas reacdes ocorram, Sao necessarios substratos
energéticos, 0s quais sao obtidos por meio da alimentacdo. Os carboidratos, os
lipidios e as proteinas sdo as fontes de energia metabolica utilizadas nessas
reacOes. Estes compostos seguem rotas metabdlicas distintas e tém como finalidade
produzir compostos finais especificos e essenciais para a vida (HASHIRAMOTO et
al., 1992).

Durante o processo de respiragao celular, a glicose (CsH1206¢) representa o
principal carboidrato utilizado pelas células como fonte de energia. Depois que a
glicose entra nas células, ela é convertida em piruvato através da via glicolitica.
Posteriormente, o piruvato é transformado em acetil-CoA, que é usado como
substrato na mitocondria, para gerar energia quimica, na forma de moléculas de
adenosina trifosfato (ATP). A ATP é constituida por uma ribose ligada a adenina e
trés grupos fosfato em série, sendo, portanto, um nucleotideo de RNA. Por esta
razdo, a glicose € considerada uma precursora versatil, pois além de ser um
excelente combustivel energético, € capaz de suprir uma enorme variedade de
intermediarios metabdlicos nas reacdes biossintéticas celulares (GRIMM et al.,
2014).

O metabolismo da glicose pode ser dividido em trés etapas: 13- Via Glicolitica
(Glicolise), 22- Ciclo de Krebs (Ciclo do Acido Tricarboxilico- TCA) e 32 -
Fosforilacdo Oxidativa (OXPHOS-Cadeia Respiratdria Mitocondrial). A ativagao
dessas vias depende do tipo de célula, da disponibilidade e necessidade de
nutrientes, da disponibilidade de oxigénio, da demanda energética e de outras

moléculas participantes do processo (HEIDEN et al., 2009)

12



1.2.1. A VIA GLICOLITICA

A via glicolitica é o primeiro estagio do metabolismo e representa a via central
de catabolismo de carboidratos. Esta presente em todos os tipos de tecidos, sendo
considerada a rota com o maior fluxo de carbono na maioria das células para
geracdo de ATP. A quebra glicolitica de glicose é a Unica fonte de energia metabdlica
em alguns tecidos de mamiferos e tipos celulares como nas hemacias
(DEBERARDINIS et al., 2008). Considerada uma via metabdlica muito répida, devido
ao seu curto tempo de vida e baixas concentra¢cfes dos intermediarios, levou a uma
dificuldade inicial na sua determinacédo (BERG et al., 2014).

Esta via consiste em um processo anaerébico (glicolise anaerdbica) e é
representada por uma sequéncia metabdlica composta por um conjunto de dez
reacdes catalisadas por enzimas livres no citosol. Nesta via, uma molécula de
glicose € metabolizada produzindo um saldo de duas moléculas de ATP, duas
moléculas de piruvato (constituido por trés carbonos em cada molécula) e diversas
outras moléculas conhecidas como “blocos de construcdo” que sao essenciais para
a producdo de RNA, DNA, lactose, triglicerideos e lipideos (SANDULACHE &
MYERS, 2012; BERG et al., 2014).

Na maioria das células humanas normais, na presenca de oxigénio (O2), ou
seja, em condi¢cdes de normdxia, a molécula de piruvato resultante da glicélise,
segue a rota do TCA resultando na formacédo de Acetil-CoA, o qual seguira a rota
OXPHOS (DEBERARDINIS et al., 2008; HEIDEN et al., 2009; CAIRNS et al., 2011;
SANDULACHE & MYERS, 2012).

Nessa sequéncia de vias metabdlicas tradicionais que incluem a glicélise,
TCA e a OXPHOS, as células normais maximizam a producao de energia de um
suprimento limitado de nutrientes através da combinacao dessas vias. A partir dessa

sequéncia de reacfes metabdlicas, ocorrera a conversao completa e eficiente de
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uma molécula de glicose (CsH1206) em molécula de diéxido de carbono (CO2) e
agua (H20), maximizando a producdo de ATP e reduzindo o potencial em a forma
de NADPH (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo) (HEIDEN et al., 2009; CAIRNS et
al., 2011; DEBERARDINIS et al., 2008; BERG et al., 2014).

Em condi¢Bes de hipoxia, na glicolise anaerdbica, o piruvato é convertido
pela enzima lactato-desidrogenase (LDHA), no citosol da célula, a lactato, processo
conhecido como fermentacdo lactica. Este processo é considerado um artificio
metabdlico de curto prazo, que é ativado quando o organismo é submetido a um
intenso esforco fisico em condi¢Bes de baixa oxigenagcdo muscular. Neste caso, as
células musculares estriadas realizam a glicélise anaerébica de forma alternativa,
pois ndo tém o receptor final da cadeia de transporte de elétrons e dependem
principalmente deste processo, para obtencdo de ATP. O lactato produzido na
reacdo € exportado para 0 meio extracelular, levando ao aumento da acidose
tecidual e o saldo energético de ATP é bastante reduzido (BERG et al., 2014;
LIBERTI et al., 2016; AMORIM et al., 2018).

De acordo com Pasteur, tanto a velocidade da glicélise anaerébia, quanto a
guantidade total de glicose por ela consumida eram muitas vezes maiores em
condicdes anaerdbicas do que sob condi¢des aerdbicas. O chamado efeito Pasteur
ocorre porque o rendimento em ATP da glicélise, sob condicGes anaerdbicas (2 ATP
por molécula de glicose) € muito menor do que a obtida na oxidacdo completa
(OXPHOS) da glicose até o CO:ze H20, sob condi¢des aerobicas (36 a 38 ATP por
molécula de glicose). Portanto, para produzir a mesma quantidade de ATP, é
necessario consumir muito mais glicose em condi¢cbes anaerdbicas do que em
condicdes aerdbicas (CHAUDHARY et al., 2015).

Desta forma, a definicdo pela via parcial ou total do metabolismo da glicose,

dependera da presenca de oxigénio e do quao rapido a célula precisa de energia.
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Assim, se 0 organismo nao necessitar de energia de forma urgente, as vias podem
ser "desativadas", para que haja economia de energia. Os principios termodinamicos
e os tipos de mecanismos regulatérios que governam a glicolise sdo comuns a todas
as rotas de metabolismo celular. O estudo da glicélise pode, portanto, servir como
modelo para muitos aspectos das rotas metabdlicas (DEBERARDINIS et al., 2008;

BERG et al., 2014).

1.2.2 ALTERACAO DO METABOLISMO CELULAR: UMA DAS PRINCIPAIS
CARACTERISTICAS METABOLICAS DO CANCER

Em organismos multicelulares, a maioria das células normais é exposta a um
fornecimento constante de variados nutrientes e dispde de sistemas de regulacao
para prevencao da proliferacdo exacerbada de células, assim como para situacdes
em que a disponibilidade de nutrientes excede os niveis necessarios para a divisdo
celular (GRIMM et al., 2014).

No entanto, as células oncogénicas apresentam uma alteracdo significativa
nas vias de sinalizagdo de oncogenes e GST e no funcionamento das suas vias
metabdlicas (SANDULACHE & MYERS, 2012; LI et al., 2017; ZHONG & ZHOU,
2017; CHEN et al., 2018; CHEN et al., 2019; YANG et al., 2019). Enquanto as células
normais obtém energia, na presenca do oxigénio, a partir de uma combinacéo de
nutrientes e de suas vias metabdlicas como a glicolitica, TCA e OXPHOS, foi
observado que as células tumorais, apresentavam uma preferéncia por um nutriente
e uma via metabolica (DEBERARDINIS et al., 2008; HEIDEN et al., 2009; CAIRNS

et al., 2011).
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1.2.3 EFEITO WARBURG: METABOLISMO DA GLICOSE AEROBICA NAS
CELULAS ONCOGENICAS

O médico e bioquimico aleméo, Otto Heinrich Warburg, em 1926, constatou,
pela primeira vez, que as células neoplasicas apresentavam um metabolismo distinto
das células normais (CAIRNS et al.,, 2011; SANDULACHE & MYERS, 2012;
DEBERARDINIS et al., 2008; LIBERTI et al., 2016). Este pesquisador observou que
as células neoplasicas utilizavam, preferencialmente, a glicose e de forma
independente de oxigénio, mesmo na sua presenca; produzindo grandes
guantidades de lactato e outros produtos do metabolismo anaerdbico. Por esta razéo,
referiu-se a esse metabolismo como glicolise aerdbica (Figura 3C) (HEIDEN et al.,
20009).

Tecido normal Tecidoem Tumor
proliferacéao
e e o - BB
B -0
oj/ \ 2 +1-0,
Glicose Glicose Glicose
O, Phuvato ‘ O, Piruvato
\ Piruvato 5% w
Lactato ‘ Lactato
Lactato
CO, COZ
A |Fosforilagdo B| Glicolise C| Glicélise aerébica
oxidativa anaerdbica (Efeito Warburg)
~36 mol ATP/mol 2 moI~ATP/moI ~4 mol ATP/mol
glicose glicose glicose

Figura 3. Representacdo esquematica das diferencas entre a
fosforilacdo oxidativa (A), glicolise anaerdbica (B) e glicolise aerdbica
(Efeito de Warburg) (C). Fonte: Adaptado de HEIDEN et al. (2009).

Warburg observou que a glicolise aerdbica era capaz de produzir energia

rapida para suportar altas taxas de crescimento e proliferagdo dos tumores, por isto,
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esta descoberta ficou conhecida como “Efeito Warburg”, abrindo novos caminhos
para a pesquisa nos campos do metabolismo e respiracdo celular (WARBURG,
1956).Enquanto que na glicolise aerdbica (Efeito de Warburg) sao obtidas apenas 4
moléculas de ATP (Figura 3C), na fosforilagcdo oxidativa ha uma producdo muito
maior, de 36 moléculas de ATP (Figura 3A). Portanto, para a producdo da mesma
guantidade de ATP, as células tumorais deveriam consumir 9 vezes mais glicose
em condi¢cdes anaerodbicas do que em condicdes aerdbicas (HEIDEN et al., 2009).

Posteriormente, na tentativa de explicar esses resultados, Warburg
hipotetizou que as células tumorais teriam um defeito nas mitocéndrias, no entanto,
esta hipotese foi descartada por outros autores, que demonstraram que a maioria
das células tumorais podiam realizar fosforilacdo oxidativa mesmo com inibicao
glicolitica, sugerindo a existéncia de outra explicacdo para a preferéncia da glicolise
aerObica nestas células (GATENBY & GILLIES, 2004; HSU & SABATINI, 2008;
CAIRNS et al.,2011).

Uma possivel explicacdo para a utilizacao da glicélise aerdbia, nestas células,
seria a importancia da rapida producdo dos metabdlitos intermediarios produzidos
na via glicolitica, para guiar as demais vias metabdlicas que deveriam ser ativadas
em seguida (SANDULACHE & MYERS, 2012). A partir desta hipotese, foi possivel
entender o porqué, apesar de metabolismo aerébico gerar mais ATP, contraria as
necessidades para uma proliferacdo rapida das células tumorais. Isso explica em
parte, os achados de Warburg, em que mesmo na presenca de oxigénio, uma célula
oncogénica metaboliza a glicose até piruvato (glicélise aerdbica) e simultaneamente
o converte em acido latico (metabolismo anaerébico) (DEBERARDINIs et al., 2008;
Ll etal., 2017; CHEN et al., 2018).

Pesquisadores relataram que a velocidade de crescimento dos tumores

resulta no aumento exacerbado da exigéncia de glicolise aerobica (SANDULACHE
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& MYERS, 2012; Ll et al., 2017; ZHONG & ZHOU, 2017; CHEN et al., 2018; CHEN
et al.,, 2019; YANG et al., 2019). Ainda nesse sentido, HEIDEN et al. (2009)
mostraram que € mais rapido e eficaz utilizar o metabolismo anaerébico do que o
aerobico considerando o tempo necessario para a formacéo de ATP e biomassa, a
partir de uma molécula de glicose.

Além disso, também foi observado, que o aumento da agressividade tumoral
e a diminuicdo da eficacia de alguns tratamentos tém sido relacionados a baixos
niveis de oxigénio. Recentes estudos indicam que os tumores hipdxicos que
apresentavam aumento do nivel de glicolise, parecem ser mais metastaticos em
comparacgao aos tumores normoéxicos. Portanto, o aumento da glicélise é um fenétipo
metabdlico de progndstico ruim e metastatico em canceres (SANDULACHE &
MYERS, 2012; ZHONG & ZHOU, 2017; ECKERT et al.,2020).

Experimentos realizados em linhagens de células de carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescoco (CCECP) contendo mutagbes mitocondriais,
sugeriram que existe um nivel de coordenacdo entre a atividade mitocondrial,
regulacdo negativa da atividade do piruvato desidrogenase quinase -1 (PDK-1) e o
acumulo do fator induzivel por hipéxia lalfa (HIF-1a). Esse ambiente de hipdxia em
células tumorais € resultado de uma vasculariza¢do incompativel com a velocidade
de proliferacéo estabelecida pelo processo de formacdo do tumor e exigiria, que as
células ali presentes, dependessem da glicélise (LI et al., 2017; PELTANOVA et
al.,2019). De acordo com o “efeito Pasteur”, o oxigénio suprime a glicolise em células
normoxicas e ativa a OXPHOS e permite que a mitocdndria oxide o piruvato em CO:2
e H20 (CHAUDHARY et al., 2015).

Nos ultimos anos, embora o Efeito Warburg tenha sido extensivamente
estudado, como visto em inumeras publicacbes sobre o tema, mesmo assim, ainda

existem muitos mecanismos adaptativos relacionados ao metabolismo que ainda
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nao foram suficientemente esclarecidos (DEBERARDINIS et al., 2008; Ll et al., 2017;
CHEN et al., 2018).

Como as alteracdes do metabolismo sédo consideradas uma caracteristica
marcante das células neoplasicas (SANDULACHE & MYERS, 2012; SHANG et al.,
2016; FU et al., 2017), avancos se fazem necessarios ha compreensao da influéncia
de diferentes vias metabodlicas na sobrevida, proliferacdo e agressividade das
células oncogénicas (LI et al., 2017; ZHONG & ZHOU, 2017; CHEN et al., 2018;
YANG et al.,2019; PELTANOVA et al.,2019), em especial as alteracdes metabdlicas

gue déo suporte ao processo tumoral na transicao epitélio-mesénquima do CCEO.

1.2.4 REPROGRAMACAO METABOLICA E A INFLUENCIA DO
MICROAMBIENTE TUMORAL

Uma forte ideia para explicar o efeito de Warburg é que a reprogramacao
metabolica das células tumorais confere uma vantagem seletiva para a sobrevivéncia
e a proliferagdo no microambiente tumoral (PELTANOVA et al.,2019). O
microambiente tumoral (Figura 4) tem um papel fundamental na carcinogénese; e a
matriz extracelular (ECM) atua como um repositdrio dinAmico para uma infinidade de
fatores que modulam esse microambiente e promovem a alteracdo do metabolismo
das células-tronco cancerosas (SCCs). As interacdes entre as SCCs em torno das
células estromais, especialmente dos fibroblastos associados ao cancer (CAFs),
afetam altamente o crescimento, 0 metabolismo, metastase e progressdo do
carcinoma (MARKWELL & WEED, 2015; NALLANTHIGHA et al., 2019).

Estudos demonstram que os CAFs facilitam a progressao da doenca por meio
de eventos epigenéticos, devido a sua sinalizagdo intrinseca desregulada, bem
como influencia a remodelacdo da ECM, a formagédo de novos vasos sanguineos

(angiogénese), estado imunoldgico e estado metabdlico (MARKWELL & WEED,
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2015). Outros autores relatam que devido a diversidade de tumores e seus
microambientes, é possivel que, com base na disponibilidade de nutrientes, as SCCs
possam manipular seu metabolismo. Isto € enquanto as SCCs em um microambiente
hipéxico podem sobreviver por meio da glicolise, as SCCs em um ambiente
normoéxico usam o metabolismo oxidativo. Além disso, as SCCs podem utilizar
metabdlitos secretados por CAFs, como lactato e corpos cetdnicos, para alimentar

OXPHOS (NALLANTHIGHA et al., 2019).
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Figura 4. Esquema representando o microambiente tumoral e as
contribuicdes baseadas na matriz extracelular (ECM) que d&o suporte ao
processo de transicdo epitélio-mesénquima e invasdo do carcinoma de
células escamosas oral (CCEO). Uma massa de células-tronco
cancerosas (SCCs) invasivas de CCEO invade o estroma circundante e
o tecido muscular da lingua oral. As interagfes entre as SCCs em torno
das células estromais e dos fibroblastos associados ao cancer (CAFs)
afetam altamente o crescimento, o metabolismo, metastase e progressao
do carcinoma. Fonte: MARKWELL & WEED (2015).

Foi observado um aumento na sintese de HIF-1a e de lactato para atender a
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(KONDAVEETI et al., 2015, CHEN et al., 2018). A medida que o tumor se
desenvolve, excede os limites de difusdo do suprimento sanguineo local, resultando
em hipoxia e estabilizacdo de HIF -1a, e esta por sua vez, estimula a angiogénese
regulando varios fatores, incluindo o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF). Entretanto, os novos vasos sanguineos formados no microambiente
tumoral sdo desorganizados e, portanto, ndo reduzem a hipdxia. Os niveis de
oxigénio em um tumor podem variar tanto espacialmente como temporariamente, e
os ciclos resultantes de niveis flutuantes de oxigénio podem entéo, ser selecionados
para tumores que regulam formalmente a glicélise (ECKERT et al., 2020).

E interessante observar que o HIF esta sempre relacionado ao nivel de
oxigénio, como evidenciado pela variacdo da expressdo de HIF no
microambiente tumoral, com a excecao de tumores que perderam a proteina von
Hippel-Lindau (VHL), que normalmente € o mediador da degradacédo HIF (HSU
& SABATINI, 2008).

Portanto, o efeito de Warburg — que € o desligamento da glicélise dos
niveis de oxigénio - ndo pode ser unicamente explicado pelo aumento na
regulacdo do HIF. Outros mecanismos moleculares provavelmente s&o
importantes, como alteraces metabdlicas induzidas por ativagdo oncogénica e
perda de supressores de tumores (MELLANEN et al., 1994, AYALA et al., 2010;
YANG et al.,, 2019) Estas mudancas sao necessarias para apoiar o fenétipo
metabdlico alterado nos tumores e para isto, deve ocorrer a integracdo e
coordenacgao de multiplas vias intracelulares relativas ao ciclo celular, parada e
morte celular programada (LIBERTI & LOCASALE, 2016; TRAN et al.,2016).

Estudos mais recentes mostraram que 0s principais componentes do
efeito Warburg - aumento da absorcdo de glicose, diminuicdo da fosforilacéo

oxidativa e producdo associada de lactato - também s&o caracteristicas da
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ativacdo oncogénica. Evidéncias mostram que multiplos eventos oncogénicos
incluindo: mutacéo da proteina supressora de tumor Tp53 (tumor protein p53),
superexpressao de Ras (rat sarcoma viral oncogene homolog) e Myc
(myelocytomatosis oncogene) promovem uma cascata de sinalizacdo celular
(Figura 5) que afetam o metabolismo das células (HSU & SABATINI, 2008;

HEIDEN et al., 2009).
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Figura 5. Esquema da reprogramacao do metabolismo celular tumoral decorrente
de eventos oncogénicos. Alteragbes em oncogenes, como “Myc”
(myelocytomatosis oncogene) e genes supressores de tumores, que causam
mutacao na proteina “p53” (tumor protein p53), promovem uma cascata de sinalizacao
celular que estimulam fatores de crescimento que ativam a via PI3K/AKT. Esta via
induz a uma série de alteracfes na via glicolitica, entre as quais estd 0 aumento
da expressdo das proteinas envolvidas na via glicolitica, como as proteinas
transportadoras de glicose. Fonte: Adaptado de HEIDEN et al. (2009).
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A mutacdo de p53 altera a expressao do gene que codifica SCO2 (a
sintese da proteina citocromo c oxidase), interferindo no funcionamento da
cadeia respiratoria mitocondrial. Um segundo efetor de p53, inibe a glicélise
através da diminuicdo dos niveis de fructose-2,6-bisfosfato (um potente
estimulador da glicélise e inibidor da gliconeogénese). Além disso, a regulacéo
do metabolismo ndo é exclusiva dos genes supressores de tumores. A molécula
de sinalizacdo Ras promove a glicélise, enquanto o fator de transcricdo Myc
regula a expressao de varios genes metabdlicos. A AKT kinase, um efetor da
sinalizacao de insulina, esta retomando seu papel na captacdo e utilizacdo de
glicose no contexto do cancer (HSU & SABATINI, 2008). A via canbnica
PI3K/AKT, ativada por fatores de crescimento, funciona como um “brago”
importante no metabolismo celular e pode representar uma via chave de
ativacdo da tumorigénese, por promover o aumento da expressao de diversas

proteinas envolvidas na via glicolitica (HEIDEN et al., 2009).

1.3 PROTEINAS ENVOLVIDAS NA VIA GLICOLITICA DAS CELULAS
TUMORAIS

O aumento na captacao de glicose pelas células neoplasicas, que ocorre
para compensar o baixo rendimento de ATP via glicolise, esta relacionado com
a alteracdo na expressdo de proteinas envolvidas na via glicolitica. Esta
captacdo da glicose é regulada pelo transportador de glicose (GLUT), em
especial o transportador de glicose tipo 1 (GLUT1). O aumento da expressao
de GLUTL1 nas células, depende de uma cascata de eventos bioquimicos e
sinalizacdo de proteinas. Dentre elas, destaca- se o receptor do fator de

crescimento semelhante ainsulinatipo 1 (IGF1R) que leva a fosforilagdo das
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proteinas oncogénicas: Ras, PI3K e AKT, promovendo diversas atividades
celulares como proliferacdo, diferenciacdo, migracéo, invasao, (BOHULA et al.,
2003; POLLAK, 2008) e aumento da via glicolitica (WANG et al., 2001;

RUDLOWSKI et al., 2003 e OLIVER et al., 2003), como ilustrado na Figura 6.
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Figura 6 Transducdo do sinal do fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF-1) e superativacdo da via glicolitica. O sinal transmitido pelo IGF1R ativa
a via PI3K/AKTa qual eleva a expressao dos transportadores de glicose tipo
1 (GLUT1), aumentando a captacdo de glicose pelas células
neoplasicas.IGF-1R: Insulin-like growth factor 1 receptor, IR: insulin receptor,
IRS: insulin receptor substrate PI3K: phosphatidylinositol3 kinase; AKT:
serine/threonine kinase; GLUT1: glucose transporter 1,GDP: guanosine
diphosphate; GTP: guanosine triphosphate; MEK: mitogen extracellular
kinase; PDK: phosphoinositide-dependent kinase; ERK: Extracellular-signal
Regulated Kinase; PI. phosphatidylinositol; ELK: ETS Like protein; PTEN:
phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10; SHC: Src
homology collagen; SHP: Src homology phosphatase; Grb2: growth fator
receptor-bound protein 2; SOS 1: son of sevenless 1; RAF: murine sarcoma
viral oncogene homolog; RAS: rat sarcoma viral oncogene homolog; p85 e
pl110: subunidades 85 e 110 da phosphatidylinositol 3 kinase MAPK:
Ras/Raf/mitogen-activated protein kinase. Fonte: Giovannetti-Menezes (2020).
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1.3.1 RECEPTOR DE FATOR CRESCIMENTO SEMELHANTE A INSULINA
TIPO 1 (IGF1R)

O IGF-1R é uma glicoproteina transmembranica e tem seu principal papel
na regulacdo da proliferacéo, diferenciacdo e apoptose celular, enquanto o
receptor de insulina (IR) confere preferencialmente sinalizagcdo que mantém a
homeostase metabdlica (NAKAE et al., 2001).

O IGF-1R se liga ao IGF-1 (com maior afinidade) e ao IGF-2 e ao hormoénio
insulina (com menor afinidade). E estruturalmente, semelhante ao receptor de
insulina (IR) com aproximadamente 50% de homologia na sequéncia de
aminoacidos. Ambos sado receptores tirosina-quinase compostos de duas
subunidades a extracelulares, contendo um sitio de ligacdo ao ligante e duas
subunidades [ intracelulares com atividade tirosina-quinase intrinseca, (NAKAE et
al., 2001), como ilustrado na Figura 6.

A principal proteina ativada pelo IGF-1R é o substrato 1 do receptor de
insulina (IRS-1, insulin receptor substrate 1), uma fosfoproteina hidrofilica que
recruta e regula a atividade de outras proteinas intracelulares. A IRS-1 funciona
como uma molécula adaptadora e ativa cascatas de sinalizacdo associadas a
receptores tirosina-quinases (JAIN et al., 1998).

Uma importante via de sinalizacdo do IGF-1R é a via PI3Kinase que
ocorre por ativacdo da proteina fosfatidilinositol 3-kinase (PI3K,
phosphatidylinositol 3-kinase), responsavel pelos principais efeitos metabdlicos
estimulados pelas IGFs, como a sinalizacdo para a AKT (serine/threonine kinase
1) para que estimule o deslocamento das proteinas GLUT-1 para a membrana
celular, aumentando assim, a captacdo da glicose pelas células (LIU et al.,
2015).Outra via de sinalizacdo do IGF-1R, de grande importancia, € a via

MAPKinase que ocorre por ativacdo da proteina quinase ativada por mitégeno
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(MAPK, mitogen-activated protein kinase), responsavel principalmente pelos
efeitos proliferativos das IGFs (JAIN et al. 1998).

O IGF-1R humano é codificado por um unico gene (IGF1R, NM_147370)
localizado na regido distal do braco longo do cromossomo 15, posicao 25-26
(15925- 26) com tamanho de 307 quilobases e organizados em 21 éxons (WARD
et al., 2001).

Evidéncias demonstraram que as células tumorais expressam tanto os
IGF-1Rs quanto os IRs (POLLAK,2008). A atividade quinase destes receptores
leva a fosforilacdo de proteinas oncogénicas como Ras, PI3K e AKT,
promovendo a proliferacdo celular e impedindo a apoptose (BOHULA et al.,
2003; POLLAK, 2008).

A expressao aberrante de IGF1R pode contribuir para a iniciacdo e
progressdo de varias neoplasias. O aumento na expressdo de IGF1R em
portadores de CCEO foi associada a baixo grau de diferenciacdo tumoral. Além
disso, foi demonstrado que o IGF1R media o crosstalk entre as vias IRS2/AKT e
MAPK, promovendo a proliferacdo celular. Além disso, a hipoexpresséao de let-
7, um miRNA capaz de inibir IGF1R e IRS2, também foi confirmada nas
linhagens de CCEO (GAO et al., 2014).

Experimentos com transfeccdo de let-7 in vitro e in vivo demonstraram
gue este miRNA é capaz de reduzir o crescimento do CCEO através da inibicao
de IGF1R e de IRS (Gao et al., 2014). Demonstrou-se também que em linhagens
de CCEOQ, a ativacédo de IGF1R se associa a quimiorresisténcia, o que faz desta
molécula, um alvo importante para a terapia do CCEO (JAMESON et al., 2013).

Desta forma, as vias metabolicas ativas nas células tumorais em
proliferacdo sao diretamente controladas pelas vias de sinalizacdo IGF-1R e IR

>PI3K->AKT envolvendo oncogenes e genes supressores de tumores
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conhecidos.

1.3.2 PROTEINA FOSFATIDILINOSITOL-3-QUINASE (PI3K)

As proteinas fosfatidilinositol-3-quinase (PI13Ks) sdo uma familia de
enzimas que desempenham um papel importante no cancer humano, pois estao
envolvidas na ativacdo da cascata de sinalizacéo intracelular da AKT, atuando
na regulacdo da mitogénese, diferenciacéo celular e transporte de glicose
estimulado pela insulina e IGF1R (LEE et al., 2005; YU et al., 2017).

A PI3K é uma enzima dimérica, constituida por uma subunidade
reguladora e uma subunidade catalitica. A subunidade catalitica ocorre em
quatro subunidades designadas como p110a, p110B, p110y e p110d. A
subunidade & € um componente chave de transducdo de sinal para células B
normais e malignas e também importante para a homeostase e funcdo das
células reguladoras T (Treg), tornando-o um alvo promissor para o tratamento
de neoplasias hematoldgicas e tumores solidos. A subunidade catalitica p110aq,
executa a acdo da PI3K (LEE et al., 2005).

O gene PIK3CA, localizado no cromossomo 3, na posicdo 3q26.32,
codifica subunidade catalitica p110a. Esta subunidade sofre mutacdes
frequentes em canceres, incluindo carcinoma da mama, prostata, colon e
endométrio e oral. Oitenta por cento dessas mutagdes sao representadas por
uma das trés substituicbes de aminoacidos nos dominios helicoidal ou quinase
da enzima. Autores demonstraram que o mutante p110a demonstra um ganho
de funcdo na atividade enzimatica e de sinalizacdo e mostrou ser oncogénico
tanto em cultura de células como em modelos animais (ZHAO & VOGT, 2008;
CHAI et al., 2019).

PIK3CA é um dos poucos oncogenes que € considerado
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significativamente mutado no CCEOQO, onde as mutacdes sdo encontradas de 6—
20% no CCEO e em 6 a 33% dos nao-CCEO CCECP (CHAI et al., 2019).

Como outras quinases, o PI3K adiciona um grupo fosfato a outras
proteinas através de um processo chamado fosforilacdo. O PI3K fosforila
moléculas de sinalizacdo, o que desencadeia uma série de reacfes adicionais
que transmitem sinais quimicos dentro das células. A sinalizacdo de PI3K é
importante para muitas atividades celulares, incluindo crescimento e divisao
celular, migracdo de células, producdo de novas proteinas, transporte de
materiais dentro das células e sobrevivéncia celular. Estudos sugerem que a
sinalizacao PI3K pode estar envolvida na regulacéo de varios horménios e pode
desempenhar um papel importante na maturacdo dos adipécitos (LEE et al.,
2005).

Alguns autores avaliaram a via de sinalizacéo PI3K/AKT no CCEO (YU et
al., 2017; CHAI et al.,, 2019). Um grupo de pesquisadores utilizou células
derivadas de pacientes com CCEO e uma linhagem celular resistente a radiacédo
in vitro e in vivo com o propdsito de avaliar os efeitos antitumorais e entender os
mecanismos na regulacao de radiossensibilizacdo na via dupla de sinalizacao
PIBK/mTOR (Mammalian Target of Rapamycin). Os resultados indicaram que a
ativacdo da via de sinalizacdo PISK/AKT/mMTOR possui um papel de
radiorresisténcia ao CCEO. Os autores demonstraram que um inibidor de PI3K
/ mMTOR combinado com radiacdo exibe inibicdo sinérgica do eixo AKT / mTOR
e induz a parada do ciclo celular. Além disso, os autores relataram que
medicamentos direcionados a via de sinalizacdo PI3BK/AKT/mTOR devem ser a
nova droga terapéutica candidata a radiossensibilizacdo em radioterapia (YU et

al., 2017).
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1.3.3 PROTEINA QUINASE SERINA/TREONINA AKT (AKT)

A proteina quinase AKT especifica de serina/treonina € encontrada em
varios tipos celulares e desempenha um papel critico em muitas vias de
sinalizacdo (CARPTEN et al.,, 2007). A AKT medeia a maioria das acodes
metabdlicas da insulina através da fosforilagdo de varios substratos, incluindo
outras quinases, sinalizando proteinas e fatores de transcricdo (MIRRA et al.,
2018). Sua forma ativa ajuda a regular o crescimento, a divisdo, a diferenciacao
celular, bem como induz “um sinal de sobrevivéncia” para a protecdo das células
contra a apoptose (EMAMIAN et al., 2004).

A ligacdo de PI3K a proteinas com um dominio PH, como a quinase 1
dependente de fosfoinositideo (PDK1), € responsavel pela ativacado da AKT. Por
sua vez, a via de sinalizacdo PISK/AKT é responsavel pela mediacao dos efeitos
metabdlicos da insulina/ IGF-1, uma vez que € capaz de induzir a captacao de
glicose através da translocacdo do transportador de glicose 1 (GLUT1) do
plasma para a membrana das células (MIRRA et al., 2018).

A proteina AKT é codificada pelo gene AKTL1, localizado no cromossomo
14 na posicdo 14g32.33. Este gene pertence a uma classe dos oncogenes, que
quando mutados, tém o potencial de fazer com que as células normais se
transformem em células oncogénicas. Em um estudo que objetivou identificar
oncogenes criticos para o desenvolvimento e progressdo do CCEO, o AKT1 foi
0 Unico gene identificado que foi expresso em todos os tecidos de CCEO de
células cultivadas, mas ndo em tecidos e células nao-neoplasicas. Além disso,
a analise imuno-histoquimica de CCEQOs primarios mostrou a expressao da
proteina AKT em 59 de 63 (94%) dos tumores (NAKASHIRO et al., 2015).

Em um estudo de coorte, envolvendo 52 pacientes com CCEO de lingua,

a superexpressdo de AKT foi associada a uma menor sobrevida, de forma
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independente da classificacdo e status nodal. Em outros dois estudos de
coortes, envolvendo 849 e 1918 pacientes, a superexpressao de AKT foi

associada a uma sobrevida global menor (IBRAHIM et al., 2018).

1.3.4 PROTEINA TRANSPORTADORA DE GLICOSE (GLUT)

Para que a molécula de glicose seja metabolizada através da via
glicolitica, ela precisa atravessar a membrana plasmatica das células, passando
do meio extracelular para o meio intracelular. Devido ao seu alto peso molecular
e por ser uma molécula hidrofilica, a glicose ndo consegue se difundir através
dos poros da membrana. (BROWN, 2000; MEDINA & OWEN, 2002;
SCHEEPERS et al., 2004;KUNKEL et al., 2003). Para que ocorra o processo de
passagem da glicose para o meio intracelular, duas classes diferentes de
proteinas transportadoras realizam diferentes mecanismos de transporte, o
passivo e o ativo, como ilustrado na Figura 7 (BROWN, 2000; SCHEEPERS et
al., 2004; ZHAO & KEATING, 2007).

O transporte ativo da glicose através da membrana celular é realizado
contra o gradiente de concentracdo do meio, por meio da bomba de sédio e
potassio. Este transporte ativo € realizado pela familia de proteinas co-
transportadoras dependentes de sédio (SGLTS) e esta presente na parte apical
das células intestinais e nas células do tabulo renal proximal. Tem a funcéo de
captar a glicose da dieta para levar a corrente sanguinea e prevenir a perda
urinaria da glicose (MEDINA & OWEN, 2002; SCHEEPERS et al., 2004; ZHAO
& KEATING, 2007). Neste transporte, o gradiente de concentragdo do ion sodio
€ mantido pela bomba de sédio potassio, com gasto de ATP e independe da

influéncia da insulina (BROWN, 2000; SCHEEPERS et al., 2004).
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Figura 7. Mecanismos de transporte da glicose para as células: Transporte Passivo e
Transporte Ativo. (A) Transporte passivo por Difusdo: Moléculas de baixo peso
conseguem atravessar a membrana plasmatica das células, passando do meio
maisconcentrado para o0 meio menos concentrado. (B) Transporte passivo por
Difusado Facilitada: O transporte da molécula de glicose é mediado pela proteina
transportadora de glicose (GLUT), a favor do gradiente de concentracdo do meio. (C)
Transporte Ativo: O transporte da molécula de glicose é realizado pela proteina
co- transportadora dependente de sédio (SGLT), contra o gradiente de
concentracdo e com gasto de ATP. (b) Fonte: Adaptado de
https://readbiology.com/difference- between-active-and-passive-cell-transport/.

Ja o transporte passivo da glicose é realizado a favor do gradiente de
concentracdo, de uma area de maior concentracao da glicose para uma area de
menor concentracao e sem gasto de energia. Esta difuséo facilitada da glicose
€ mediada pela proteina transportadora de glicose (GLUT) (BROWN, 2000;
MEDINA & OWEN, 2002; SCHEEPERS et al., 2004; KUNKEL et al., 2003). Isto
somente é possivel devido as propriedades especiais da ligacdo da proteina
GLUT a membrana plasmatica (MEDINA & OWEN, 2002; SCHEEPERS et al.,
2004; ZHAO & KEATING, 2007).

As GLUTs pertencem a uma familia de proteinas integrais da membrana
composta por 14 membros (GLUT1-14). Estruturalmente todas as isoformas
possuem 12 dominios hidrofébicos transmembranicos. Com peso molecular

variando entre 50-60 kDa, apresentam um grande dominio extracelular que

contém um sitio de glicosilacdo e permitem o transporte passivo da glicose,
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através da membrana plasmatica, a favor de seu gradiente de concentracao.
Elas diferem entre si na expressdo tecidual, na funcdo, na seletividade do
substrato, nas caracteristicas cinéticas e apresentam diferentes mecanismos de
regulacado (WATSON et al., 2004; MACHADO et al., 2006; TEIXEIRA, 2010).

Esses transportadores sao classificados em trés classes com base na
especificidade do substrato e semelhanca de sequéncia: Classe |, que inclui
GLUT1- 4 e 14, eles tém alta seletividade para glicose; classe Il, compreende
GLUTS5, 7, 9 e 11, que possuem seletividade para glicose e frutose; e a classe
Il que inclui GLUTS®6, 8, 10, 12 e 13 (conhecido como HMIT), com seletividade
ainda nédo caracterizada. Os membros da classe | (GLUT1-4 e 14) sdo os mais
bem compreendidos, pois regulam diretamente a homeostase do acuUcar
(MUECKLER &THORENS, 2013).

Em relacdo a localizacdo, o GLUT1 é expresso na maioria dos tipos
celulares, jA& GLUT2 esta localizado no intestino delgado, figado e pancreas,
enquanto o GLUT3 é encontrado principalmente no cérebro. GLUT4 esta
localizado em vesiculas que se fundem com a membrana plasmatica em
resposta sinalizacao da insulina (MUECKLER &THORENS, 2013).

Dos 14 membros de GLUT, o primeiro a ser identificado e o mais
extensamente estudado foi o GLUT1 (YAMAMOTO et al., 1990; NISHIOKA et
al., 1992; BROWN et al. 1993; MELLANEN et al., 1994; NAGASE et al., 1995;
BAER et al., 1997; OGAWA et al., 1997; HABER et al., 1998; W ANG et al., 2001;
RUDLOWSKI et al., 2003 e OLIVER et al., 2003; KUNKEL et al., 2007; AYALA
et al., 2010; CARVALHO et al., 2011; YANG et al., 2019).

GLUT1 tem alta afinidade pela glicose e é responsavel pela sua captacao
basal em quase todos os tecidos em condi¢cdes normais. Nos tecidos fetais €

largamente expresso, enquanto nos tecidos adultos tem sua expressao
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diminuida. GLUT1 é mais encontrado em células endoteliais, nos eritrocitos e no
cérebro. Niveis moderados sdo encontrados no tecido adiposo, muscular e
hepatico (WATSON et al., 2004).

Nas células tumorais o GLUT1 é superexpresso, especialmente em
estagios avancados e metastaticos. Essa superexpressdo foi observada em
muitos tipos de canceres incluindo: cérebro, mama, cervical, colorretal,
endomeétrio; bexiga; pulméo; cabeca e pescoco e oral (YAMAMOTO et al., 1990;
NISHIOKA et al., 1992; BROWN et al. 1993; MELLANEN et al., 1994;NAGASe
etal., 1995; BAER et al., 1997; OGAWA et al., 1997; HABER et al., 1998; WANG
et al.,, 2001; RUDLOWSKI et al., 2003 e OLIVER et al., 2003; KUNKEL et al.,
2007; AYALA et al., 2010; YANG et al., 2019).

Além disso, a positividade de GLUT1 em células neopléasicas, revelada
por imuno-histoquimica, indica aumento da atividade proliferativa, necessidade
de energia e comportamento agressivo. Por outro lado, segundo CARVALHO et
al. (2011) a imuno-histoquimica mostrou que a expressdao de GLUT1 esta
ausente em certos canceres humanos.

No CCEO, estudos demonstraram que o aumento da atividade glicolitica
estava relacionado a hiperexpressao de GLUT1 (AYALA et al., 2010; YANG et
al., 2019), além de estar associada a um pior prognéstico e radiorresisténcia
(KUNKEL et al., 2007).

Em um outro estudo que avaliou o CCEO em pacientes fumantes e nao-
fumantes, a expresséo de GLUT1 estava significativamente correlacionada com
o grau histolégico, com o estadiamento TNM e a dependéncia do tabaco (AZAD
et al., 2016).

O gene SLC2A1 que codifica GLUT1 esta localizado no cromossomo 1

na posicao 1p35-p31.3. A expressao deste gene € supra regulada por uma
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variedade de agentes e condicbes como: fatores de crescimento, transformacao
oncogénica, iono6foros de calcio, hormoénio da tiredide, estrogénio,
glicocorticoides, em resposta a reducdo da concentracdo externa de glicose,
hipdéxia e inibicdo da OXPHOS (KLEPPER & VOIT, 2002).

GLUT1 pode ser regulado positivamente de forma direta pelo oncogene
Myc e indiretamente pelo “Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog” (KRAS).
Além disso, foi observado que a expressao de GLUT1 nas células, pode ser
mediada pela sinalizacdo de HIF-1a. Uma correlacdo entre o nivel de expressao
de GLUT1, HIF-1 e enzimas glicoliticas foi observada em muitas neoplasias
(MOLDOGAZIEVA et al., 2020).

GLUT1 é o transportador de glicose mais frequentemente associado ao
CCECP, mas segundo alguns autores, ndo € o Unico membro da familia GLUT
que pode contribuir para sua patogénese e / ou progressao (BAER et al., 2002).
GLUT3 € outro importante transportador de glicose com alta afinidade e
capacidade de transporte, que € essencial, especialmente, em tumores com alta
necessidade de glicose (MOLDOGAZIEVA et al., 2020).

Em um estudo de 48 casos de CCECP da laringe, os autores descobriram
que, embora todas as amostras expressassem casos positivos de GLUT-1, elas
também expressavam a GLUT-3. Neste estudo, estas proteinas estavam
associadas a tumores pouco diferenciados e com pior sobrevida (BAER et al.,
2002).

Dados mostraram que a superexpressao de GLUT-1 e GLUT-3 no CCEO,
foi associada a radiorresisténcia (KUNKEL et al., 2007). No CCEO de lingua, a
superexpressao do GLUTS3 se correlacionou com o aumento da profundidade da
invasdo tumoral, maior tamanho do tumor, estagio patolégico avancado e

recorréncia (ESTILO et al., 2009).
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Uma avaliacdo da expressao de GLUT1 e GLUT3 em 143 amostras de
CCEO demonstrou GLUT1 expresso em 50,3% dos casos analisados e com
associacao significativa com o consumo de alcool. Ja GLUT3 estava presente
em 21,1% destas amostras, relacionando-se com o0 estadgio avancado das
mesmas (AYALA et al., 2010).

Em linhagens de células tumorais foi encontrada a superexpressao dos
transportadores de glicose de alta afinidade (GLUT1 e GLUT3). Estudos
mostraram que a inibicdo desses transportadores impediu o crescimento de
células tumorais in vitro. Em linhagem de células HelLa foi demonstrado que o
transporte de glicose pode ser efetivamente a etapa de controle da taxa de
glicélise e, portanto, pode ser um alvo importante para agentes antitumorais
farmacoldgicos (DIAZ-RUIZ et al., 2011).

Estudos mais recentes, como de MOLDOGAZIEVA et al. (2020) mostrou
que GLUT7 e GLUT9 possuem alta afinidade para glicose e frutose, no entanto,
ha no momento, poucas evidéncias de expressao destes transportadores em
neoplasias e que a eficacia da captacdo de glicose pelas células cancerosas
depende principalmente das atividades de GLUT1 e GLUT3 e, em menor grau,
GLUT4 e GLUT10.

Até o0 momento, a maioria dos estudos avaliou o aumento da expressao
de GLUT1 em células tumorais de CCEO (KUNKEL et al., 2007; AYALA et al.,
2010; YANG et al.,, 2019) e a sua hiperexpressao foi associada a um pior
prognostico e radiorresisténcia (KUNKEL et al., 2007).

A positividade de GLUT1, revelada por imuno-histoquimica foi
correlacionada a um aumento da atividade proliferativa, necessidades de
energia e comportamento agressivo nas células tumorais (BIRNBAUM et

al.,1986; FUKUMOTO et al., 1988).
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Desta forma, dentre os 14 tipos de GLUT, nosso grupo optou pela
avaliacdo da expressdo de GLUTL1 neste trabalho, uma vez que a maioria dos
estudos de CCEO reportou a expressdao de GLUT1 sendo mais significativa
(KUNKEL et al., 2007; AYALA et al., 2010; YANG et al., 2019), especialmente

quando comparada com a expressao de GLUT3 (AYALA et al., 2010).

1.4A AVALIACAO DO METABOLISMO TUMORAL ALTERADO ATRAVES
DO METODO DE PET-SCAN E SUA RELACAO COM A EXPRESSAO DE
GLUT NAS CELULAS TUMORAIS

Atualmente, o metabolismo tumoral alterado na via glicolitica, o “Efeito
Warburg”, ndo é apenas reconhecido como uma “marca registrada do cancer”,
mas também serviu de base cientifica para o desenvolvimento do método de
escaneamento “18F-FDG PET-SCAN” [tomografia por emissdo de pdsitrons
(Pet) com 18-fldor, 2 deoxiglicose (FDG)], conhecido como FDG-PET ou PET-
SCAN. Este exame tem aplicacdo em uma variedade de cénceres e é
considerado o padrdao-ouro de diagnéstico em medicina nuclear, para o
monitoramento da atividade metabdlica celular tumoral, podendo fornecer uma
melhor visualizacdo da extensédo da doenca de base do que os métodos usuais
de imagem (AK et al., 2000).

Esse método € capaz de avaliar a atividade metabdlica e a taxa
proliferativa dos tumores e se baseia no uso de 18F-Fluorodeoxiglicose (18F-
FDG), um derivado de glicose fluorado, como um marcador radioativo para
imagens de sua captacédo em tecidos in vivo (CARVALHO et al., 2011).

O 18F-FDG € um analogo da glicose que quando fosforilado permanece
no interior das células neoplasicas, em razdo diretamente proporcional a

atividade metabdlica celular, permitindo a sua localizacdo topografica (conforme
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ilustrado na Figura 8 C-D) e as quantificacdes absoluta e relativa da atividade

glicolitica tecidual (GJEDDE, 1995).

Figura 8. Achados clinicos e de FDG -PET de um paciente de 78 anos com CCEO
de lingua. (A) Presenca de nddulo linfatico inchado no lado esquerdo do pescoco. (B)
Lesado tumoral na borda lateral esquerda da lingua. (C) Alta captacdo de FDG pelo
tumor do lado esquerdo da lingua e lesdes nodais bilaterais. (D) Captacao difusa
de FDG pela medula éssea da coluna vertebral. FDG-PET, tomografia por emissao
de positrons 18F-fluorodeoxiglicose. Fonte: Adaptado de KUROSHIMA et al. (2018).

O aumento da captacado da 18F-FDG foi associado a superexpresséao de
GLUT1 em alguns tipos tumorais, (ITO et al., 1998; BROWN et al., 1999; Higashi
et al., 2000; MAROM et al., 2001; OLIVER et al., 2004), dentre eles, o CCEO
(CARVALHO et al., 2011; KUROSHIMA et al., 2018).

KUNKEL et al., 2007, observaram que a superexpressdo de GLUT1
pareceu estar confinada em lesdes neoplasicas e em metastases loco-regionais
e ausente em lesbes de células escamosas benignas.

Uma andlise detalhada de GLUT1 em um estudo realizado com 118

pacientes com CCEOQO, indicou que um baixo indice de coloragéo para GLUT1 foi

correlacionado com sobrevida mediana mais longa em comparagao com
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pacientes com alto indice (138 meses vs 60 meses) (KUNKEL et al., 2003).

Aparentemente, a expressdo de GLUT1 pareceu desempenhar uma
funcao clinica significativa em varias neoplasias. Entretanto, alguns autores nao
encontraram essa associacao (MAROM et al., 2001). Durante o estadiamento
clinico, pesquisadores relataram que os resultados falso-positivos estavam
associados com processos inflamatérios e hiperplasias dos nodulos linfaticos.
Ja os resultados falsos- negativos foram relacionados com tumores que
expressaram baixos niveis de GLUT1, (MOCHIZUKI et al., 2001; KALIR et al.,
2005), os quais representam um desafio para avaliagbes por PETSCAN
(CARVALHO et al., 2011).

Adicionalmente, pouco se sabe sobre as outras isoformas de GLUT,
assim como da relacdo das outras proteinas efetoras da via glicolitica como:
IGF1R, PI3K e AKT na efetividade do PET SCAN. Alguns estudos em pacientes
com neoplasia pulmonar maligna, por exemplo ndo encontraram associagao
estatistica entre as expressées GLUT1 e GLUT3 com a captacdo de FDG no
exame de PET SCAN (MAROM et al., 2001; TIAN et al., 2004). A expresséao de
GLUT3, em alguns trabalhos, ocorreu somente quando GLUT1 foi expresso, e
sempre a expressao de GLUT3 era mais fraca. A proteina GLUT3, portanto,
pareceu ser um evento tardio no processo de progressdo neoplasica (MAROM
et al., 2001).

Desta forma, mais estudos sobre as expressdes das proteinas que
modulam a via glicolitica s&o necessarios para associar o0 aumento da captacao
da FDG/glicose pelos tumores. Embora se tenha observado que os subtipos da
familia de transportadores de glicose (GLUTS) sejam responsaveis pelo aumento
do transporte de glicose e de FDG necessario para preencher o metabolismo

anormal requerido pelas células neoplasicas (TIAN et al., 2004), até o momento,
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poucos estudos tém avaliado a expressdo das proteinas moduladoras da via
glicolitica, IGF1R, PI3K e AKT, associado a expressao de GLUT1 em carcinoma
de células escamosas oral.

Pela revisdo da literatura aqui apresentada, ainda, ao nosso
conhecimento, ha poucos estudos na literatura relacionando a expressédo de
IGF1R, PI3K e AKT e GLUT1 no CCEO, como também a associacdo dessas
proteinas com os achados clinicos dos pacientes. Em nosso meio, ha poucos
trabalhos utilizando casos de pacientes brasileiros para testar o efeito dessas

moléculas como marcadores prognosticos no CCEO.
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2. JUSTIFICATIVA

O CEO é uma neoplasia oral com alta incidéncia em todo o mundo e o
seu diagnéstico é realizado, na maioria dos casos, nas fases mais avancadas,
levando a uma diminuicdo na sobrevida dos pacientes. (FLESKENS &
SLOOTWEG, 2009). Ha evidéncias que as células neoplasicas apresentam uma
reprogramacdo metabodlica da via glicolitica e que os tumores parecem ser
avidos por glicose (KUNKEL et al., 2007; AYALA et al., 2010; YANG et al., 2019).
A relevancia clinica deste achado é que ele é empregado no exame de FDG-
PET, para fins de diagndstico e monitoramento de metastases. No entanto, em
varios tumores, incluindo o CCEO, ainda ndo esta totalmente esclarecida a
relacdo entre a captacdo de glicose e a expressao de diversas proteinas
envolvidas na via glicolitica, como as GLUTs. Além disso, ha a necessidade de
se entender por que alguns tumores parecem nado serem avidos por FDG
(MAROM et al., 2001; TIAN et al., 2004). Como ¢é sabido, as proteinas IGF1R,
PI3K, AKT e GLUT1 atuam, na via glicolitica, na regulacdo do metabolismo de
carboidratos e em diversas atividades celulares como crescimento, divisdo,
migracgéo e sobrevivéncia (BOHULA et al., 2003; POLLAK, 2008).

Neste contexto, dada a importancia da sinalizacao destas proteinas, ha a
necessidade de se avaliar a sua expressao génica na regulacdo do metabolismo
de glicose no CCEO. Os genes responséaveis pela codificacdo das proteinas
IGF1R, PI3K, AKT e GLUT1, sao respectivamente: IGF1R, PI3BKCA, AKT1 e
SLC2A1. Esses genes podem ser detectados pela técnica de qPCR e a analise
da sua expressao correlacionada aos dados clinicos- patolégicos dos pacientes
de CCEO, pode representar um passo importante para ampliacdo do

conhecimento da alteracdo metabdlica no processo de carcinogénese oral.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

O objetivo principal deste estudo foi analisar o metabolismo celular
alterado na oncogénese do CCEO através da avaliacdo do perfil de expressao
génica de IGF1R, PI3K, AKT e GLUT1 relacionados com a modulacdo da via

glicolitica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar a expressao dos genes IGF-1R, PK3CA (PI3K), AKT1 (AKT)
e SLC2A1 (GLUT1) em uma linhagem celular tumoral e em amostras de
pacientes portadores de CCEO comparados com uma linhagem celular normal e

com pacientes portadores de mucosa oral saudavel.

o Correlacionar os dados clinico-patolégicos, dados sociodemograficos e
habitos (tabagismo, alcoolismo) dos pacientes com o perfil de expressao génica

encontrado no estudo.

o Avaliar a existéncia de associacao entre a expressao génica de IGF1R,
PK3CA, AKT1 e SLC2A1 com os dados clinico-patologicos, sociodemogréaficos
e habitos destes pacientes, com a finalidade de determinar potenciais

biomarcadores para diagndéstico precoce, prognéstico e terapias do CCEO.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 POPULACAO DO ESTUDO

Individuos que buscaram atendimento odontolégico diagnosticados com
CCEO ou que foram referenciados a Clinica de Estomatologia e individuos
portadores de mucosa oral saudavel que realizaram cirurgias ressectivas
periodontais/periimplantares nas Clinicas de Periodontia/ Implantodontia da
UNIGRANRIO, no periodo de setembro de 2017 a dezembro de 2019, foram
convidados a participar da pesquisa.

Os pacientes que preencheram todos os critérios de inclusdo e exclusdo e
aceitaram fazer parte do estudo foram selecionados. Todos o0s participantes
receberam informacbes por escrito e s6 foram incorporados ao estudo apos a
concordancia dos mesmos e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (ANEXO 1). Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da UNIGRANRIO e recebeu aprovacdo sob o niumero 1796.047
(ANEXO 2).

Para todos os individuos foi preenchido um prontuario com dados
sociodemograficos, histéria médica pregressa, histéria familiar, antecedentes de
doencas sexualmente transmissiveis, habitos de vida (tabagismo, consumo de alcool

e pratica sexual), dados das amostras de biopsias e exame clinico (ANEXO 3 e 4).

4.1.1 CRITERIOS DE INCLUSAO:

e Maiores de 18 anos e que concordaram assinar o TCLE

¢ Individuos que apresentaram tumores primarios de CCEO, confirmados por
diagnaostico histopatologico Grupo Teste- (CCEO)

¢ Individuos portadores de mucosa oral saudavel e que necessitaram realizar
cirurgias periodontais/periimplantares ressectivas, sem quadro clinico de
inflamacgédo periodontal/periimplantar na area de coleta da mucosa para o

estudo Grupo Controle (MS).
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4.1.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO:

e Gravidas e lactantes

¢ Individuos diabéticos

¢ Individuos que apresentaram neoplasia maligna oral com diagndstico
histopatoldgico diferente de CCEO

e Individuos portadores de CCEO submetidos a tratamento prévio —
guimioterapico, radioterapico ou cirargico

e Tumores multiplos simultaneos

¢ Individuos que apresentaram historia prévia de outras neoplasias na regiao

de cabeca e pescoco

4.2 DESENHO DO ESTUDO

4.2.1 AMOSTRAS DE CULTURA DE CELULAS

Avaliamos dois tipos de linhagens celulares: uma linhagem celular
tumoral de CCEO de lingua (SCC 25- Squamous cell carcinoma of the oral
tongue) e uma linhagem celular de queratinécitos (HaCat- aneuploid immortal
keratinocyte cell line from adult human skin,) que foram obtidas a partir do Banco
de Células do Rio de Janeiro (BCRJ).

Ambas as linhagens celulares, utilizadas na pesquisa, foram cultivadas
em meios de cultura em um forno a 37°C e 5% CO2 na presenca de antibioticos

e antimicéticos.
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4.2.2 AMOSTRAS DE TECIDO DE MUCOSA ORAL DE PACIENTES

Além das amostras das linhagens celulares, foram utilizadas também
amostras clinicas provenientes de tecidos de pacientes que buscaram
atendimento nas Clinicas de Estomatologia, Periodontia e Implantodontia da
UNIGRANRIO. Foram coletadas amostras de 25 individuos com lesdes
suspeitas de CCEO e de 32 individuos com mucosa clinicamente saudavel.

As amostras de bidpsias de tecido de mucosa oral de pacientes foram
colhidas a fresco durante o ato cirdrgico e seccionadas em 2 fragmentos. O
primeiro fragmento foi destinado a confirmacgao histopatolégica e o seguinte foi
armazenado em RNA Later para armazenamento a -80°C até o seu
processamento ser realizado (sera detalhado em secéo posterior).

O primeiro fragmento de amostra de mucosa bucal foi armazenado em
uma solucdo de formol a 10% e posteriormente foi enviado para andlise
histopatologica. Esta analise foi realizada na Universidade Federal Fluminense
(UFF), no Laboratério de Biotecnologia Aplicada (LABA), sob a coordenacéo da
Profa. Dra. Simone de Queiroz Chaves de Lourenco.

A partir desta avaliacdo histopatoldgica, as amostras que responderam
aos critérios de inclusdo na pesquisa foram subdivididas em dois grupos, 0 grupo
de pacientes que obtiveram a confirmacdo do diagnoéstico de Carcinoma de
Células Escamosas Oral (Grupo CCEO n=22) e o grupo de pacientes com
mucosa oral saudavel (Grupo MS=12).

Para uma melhor compreensdo da metodologia utilizada, o fluxograma
(Figura 9) descreve um resumo das etapas clinicas e laboratoriais que foram

empregadas nesta pesquisa.
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AMOSTRAS

BANCO DE CELULAS PACIENTES

MEIO DE CULTURA AVALIACAO CLINICA

+
Forno a 37°C e 5% CO 2 COLETA DE DADOS:

Antibioticos e Antimicoticos - HISTOPATOLOGICOS
DEMOGRAFICOS

DE HABITOS

MUCOSA CCEO
et SAUDAVEL

EXTRAGAO DE RNA

CONFECCAO DE cDNA

PCR EM TEMPO REAL

ANALISE ESTATISTICA

Figura 9. Fluxograma representativo da metodologia
empregada na pesquisa.

45



4.3 ANALISE MOLECULAR

4.3.1 ANALISE MOLECULAR DAS AMOSTRAS DE LINHAGENS DE CELULAS

Primeiramente, a expresséo dos genes eleitos para esse estudo (IGF1R,
PI3K, AKT1 e GLUT1) foi avaliada em uma linhagem celular de carcinoma de
células escamosas (CCE) de lingua (SCC 25) comparada a uma linhagem
celular de queratinécitos normais (HaCat), pela técnica de PCR quantitativa

(gPCR) (Figura 10).

SCC25 HACAT

GLUT
’ IGFIR |
v PI3K , /
AKTY J >

Figura 10. Esquema ilustrativo da comparacao de expresséo génica de
IGF1R, PI3K, AKT1 e GLUT1, entre a linhagem celular de carcinoma de
células escamosas (CCE) de lingua (SCC 25) e a linhagem celular de
gueratindcitos normais (HaCat), através da técnica de gPCR. Fonte:
GIOVANNETTI-MENEZES (2020).
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4.3.2 ANALISE MOLECULAR NAS AMOSTRAS DE TECIDO OBTIDAS DOS
PACIENTES

O segundo fragmento tecidual coletado nas cirurgias, foi armazenado em
um tubo de polipropileno de 1,5 mL contendo uma solucdo de RNA Later ®
(Thermo Fisher Scientific, Foster City, Califérnia, EUA) para armazenamento no
freezer a -80°C Posteriormente, as amostras de CCEO e de mucosa saudavel foram

submetidas a uma segunda avaliacdo, a analise molecular. (Figura 11).

MUCOSA ORAL
CCEO NORMAL

S

GLUT
IGFIR

PI3K
| AKTY

Figurall. Esquema ilustrativo da andlise molecular de expressao
génica de IGF1R,PI3K, AKT1 e GLUT1, entre as amostras clinicas de
biopsia de carcinoma de células escamosas oral (CCEQO) e mucosa oral
normal através da técnica de PCR quantitativa (qPCR). Fonte:
GIOVANNETTI-MENEZES (2020).
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4.4 AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS GENES IGF1R, PK3CA, AKT1 E
SLC2A1 POR gPCR

4.4.1 EXTRACAO DE RNA DAS AMOSTRAS

A extracdo do RNA total das amostras teciduais foi realizada pelo método
do trizol e cloroférmio. Resumidamente, foram adicionados 800 pL de Trizol as
amostras e 1,0 yL de glicogénio (10 pg/uL) e em seguida incubada por 5 min a
temperatura ambiente. Apds esta incubacdo foi adicionado 160 pL de
cloroféormio e realizada a centrifugacdo por 5 min a 4°C a 12.000rpm, para a
separacao de fases.

A fase superior foi transferida para um novo tubo e os RNAs foram entéo
precipitados através da adicdo de 0,7 volumes de isopropanol gelado seguido
de incubacdo a -20°C overnight. Apds este periodo os tubos foram centrifugados
por 30 min a 4°C a 12.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado
com 500 pL de etanol a 70%. O pellet secou em temperatura ambiente por 10
min e foi ressuspendido em 25uL de H20 RNAse free. ApGs a extracdo todos os
RNAs obtidos foram quantificados no aparelho espectrofotémetro (Denovix DS-
11, Uniscience, Wilmintgton, EUA). O controle da qualidade dos RNAs extraidos

foi feito por eletroforese em gel de agarose a 1%.

4.4.2 CONFECCAO DE CDNA

Para a confeccdo das moléculas de cDNA, 1 ug de RNA total foi tratado
com 1U de DNase | a fim de evitar contaminagdo de DNA gendémico. O RNA
foi submetido a acdo da enzima SuperScript 11l utilizando o First Strand Synthesis

kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) conforme as condi¢cfes fornecidas pelo



fabricante. Para cada alvo analisado, foram utilizados primers e sondas
correspondentes. A andlise da expressdo dos genes foi feita no aparelho de PCR
em tempo real da Applied Biosystems® QuantStudio 7 Flex (Life Technologies
— Carlsbald — E.U.A) no Laboratério de Genética da Unigranrio (LabGen).

As reacdes consistiram na aplicacdo de 1 yL de RNA total a 1 pL de primer
Oligo dT (500 pg/mL), 1 yL Random Primer, 1 uyL de dNTPs (10mM). Essa mistura
foi incubada a 65°C durante 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 2uL de 10x
First Strand Buffer,4 uL de MgCI2 (25 mM) 2 uL de DTT (0,1M), 1uL de RNAse out
(40U/uL) e 1 uL da enzima SuperScript 11l (200 U/uL) (Invitrogen) perfazendo um
volume final de reacdo de 20 pL. A reacéo foi incubada por 10 min a 25°C, por 50

min a 50°C, 5 min a 85° C.

4.4.3 REACAO DE qPCR

A técnica de qPCR, também denominada de PCR por tempo real, consiste
na coleta de dados a medida que a reacao ocorre, de modo que a amplificacdo
e deteccédo ocorrem concomitantemente, diferindo-a da PCR convencional em
gue é necessario um numero pré-determinado de ciclos para que a deteccdo
ocorra. O resultado desta técnica € representado na forma de grafico de
amplificagdes, formado durante a reacdo. O produto acumulado na fase
logaritmica da reacdo de amplificacdo esta diretamente relacionado a
guantidade de molde existente no inicio da reacédo, e os valores utilizados na
quantificacdo s&@o obtidos através da determinacdo do threshold. O Cycle
threshold (Ct) é o ciclo da PCR em que o nivel de fluorescéncia ultrapassa o
threshold. Este parametro € utilizado para calcular a quantidade de produto no

inicio da reacéao.
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Para a avaliacdo da expressao génica dos transcritos de IGF1R, PI3K,
AKT1 e SLC2A1 (GLUTL1) foi utilizado o sistema de deteccdo Tagman (Thermo
Fisher Scientific). Este sistema de deteccdo consiste na utilizacdo de dois
primers e uma sonda especifica para o transcrito em analise. Foram utilizados
primers para todos proteinas relacionadas, assim como para 0S Seus
normalizadores. As reacdes foram todas realizadas em triplicata, sempre com a
presenca de um controle negativo de reacdo, num volume total 20 yuL para cada
reacao.

As reacdes consistiram na aplicagcao de 2,0 yL de cDNA diluido 1:10, 0,25

ML de TagMan® Universal PCR Master Mix Il (2XX), 0,5 uL de Primer Sense, 0,5 uL

de primer Anti-Sense, 0,5 uL de dNTP, 2,0 de Mg CI2 uL, 2,5 de Buffer Mg CI2
Free (10x) e 16,75 de H2O nuclease free. As reacbes foram realizadas no
aparelho QuantStudio7 (Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA) e as
condicbes para a amplificacdo foram: Hold de 94 °C por 2 min, seguidos de 35
ciclos de desnaturacdo de 94 °C por 20 seg, 55°C por 30 seg, 72°C por 30 seg
e anelamento e extensdo 72°C por 7min.

O método da expressao relativa 2-AACt, ou método comparativo de Ct,
foi utilizado para o célculo da expresséao relativa dos genes, IGF1R, PK3CA,
AKT1 SLC2A1, relacionados a via glicolitica. Este método comparativo trata-se
de uma equacao matematica em que as mudancas na expressado génica sao
calculadas através das diferencas entre a amostras calibradoras (grupo
pacientes saudaveis) e as experimentais (grupo pacientes com CCEO),
normalizadas por uma referéncia. Vale ressaltar que o valor atribuido a ACt
equivale a diferenca entre o valor da média dos Cts do gene de interesse e a
meédia dos Cts do gene normalizador. O calculo da formula AACt envolveu a

subtracao entre o valor de ACt para cada amostra experimental e o valor de ACt
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para as amostras calibradoras (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). O valor de corte

para considerar a diferenca de expressao foi de duas vezes.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica foi utilizado o software estatistico IBM SPSS
Statistics versdo 20 (IBM Brazil, Sdo Paulo, SP, Brasil). Os dados clinicos e
sociodemograficos obtidos foram analisados e foram calculadas a média de
idade, frequéncia das racas e do género. Diferencas significativas nos
parametros clinicos e sociodemograficos entre os grupos foram avaliadas pelos
testes Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, ajustando-se para covariaveis. O nivel de
significancia foi estabelecido a 5%. Os dados categéricos foram avaliados
através do teste Qui-quadrado. O perfil de expressdo dos genes (IGF1R,
PK3CA, AKTle SLC2A1l) nas amostras foram apresentados de forma a
demonstrar quais genes estdo com expressdo aumentada ou diminuida. Os
resultados obtidos neste estudo, bem como a caracterizacdo das suas
respectivas vias metabdlicas, foram analisados por ferramentas de
bioinformatica fornecidas pelo fabricante (Life Technologies). Associacfes entre
0s parametros clinicos e moleculares foram estudados através do Coeficiente

de Correlacdo de Spearman e de modelos de regressao linear.
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5. RESULTADOS

5.1 ANALISE COMPARATIVA DA EXPRESSAO GENICA DE IGF1R, PK3CA, AKT1
E SLC2A1 NA LINHAGEM CELULAR DE QUERATINOCITOS NORMAIS
(HACAT) E NA LINHAGEM CELULAR DE CANCER DE LINGUA (SCC25)

Os resultados da expressao génica de IGF1R, PK3CA, AKT1 e SLC2A1
(GLUT1) nas amostras de queratinécitos normais (HaCaT) e de CCE de lingua

(SCC25) estao apresentados nos graficos da Figura 12.
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Figura 12. Expresséo génica de IGF1R, PK3CA, AKT1 e SLC2A1 por gPCR,
nas linhagens celulares de queratinécitos normais (HaCaT) e de CCE de lingua
(SCC25). Analise de expresséao de IGF1R (A), PK3CA (B), AKT1 (C), SLC2A1
(D). RQ*= Quantificacao Relativa (fold change); Valores de fold-change
expressos em escala log2; p< 0,05; teste de Mann-Whitney.

Nao foi encontrada diferenca significativa na expresséo de IGF1R entre a

linhagem celular de cancer (SCC25) e a linhagem celular controle (HaCat)

52



(p=0,157; teste de Mann-Whitney) (Figura 12A).

Entretanto, houve diferenca estatisticamente significantes para os genes
PK3CA, AKT1 e SLC2AL1 entre as linhagens analisadas (p< 0,05; teste de Mann-
Whitney) (Figuras 12B-D). Além disso, foi observada, na linhagem de CCEO,
uma alta expressao (3x) do gene PK3CA, quando comparada a linhagem controle
(HaCat); (p=0,0001) (Figura 12B). Por outro lado, diferentemente do esperado,
0 gene SLC2A1 apresentou uma expressao reduzida na linhagem de CCEO (0,5
X) (p=0,0007) (Figura 12D).

5.2 EXPRESSAO GENICA DE IGF1R, PK3CA, AKT1 E SLC2A1 NA
LINHAGEM CELULAR SCC25.

A expressao génica de GAPDH (CTL), IGF1R, PK3CA, AKT1 e SLC2A1 na

linhagem celular tumoral SSC25 esté apresentada na Figura 13.
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Figura 13. Expressao génica comparativa entre GAPDH (CTL), IGF1R,
PK3CA, AKT1 e SLC2A1 por gPCR, na linhagem celular de cancer
de lingua (SCC25). RQ*= Quantificacdo Relativa (fold change);
Valores de fold-change expressos em escala log2; (p< 0,005; teste de
ANOVA).
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Em relacdo ao fold change podemos notar que houve uma maior expressao
(5,5 RQ; RQ*=quantificacao relativa) do gene PK3CA em relacdo aos demais genes
(IGF1R=1,46; AKT1=1,55; SLC2A1=0,55) RQ* da linhagem tumoral. Em uma
analise comparativa entre os genes foi encontrada diferenca significativa de
expresséao entre IGF1R/PK3CA (p=0,0014), entre PK3CA/AKT1 (p=0,0003) e entre
AKT1/SLC2A1 (p=0,004); (p< 0,005; teste de ANOVA), que representa 0 eixo
ascendente da via de sinalizacao de IGF1R/PI3K/AKT/GLUT1. N&o houve diferenca
significante entre a expressédo de IGF1R/AKT1 (p=0,731) e entre IGF1R/SLC2Al

(p=0,059); (p< 0,005; teste de ANOVA).

53 DADOS HISTOPATOLOGICOS E MOLECULARES DAS
AMOSTRAS DE BIOPSIAS DOS PACIENTES

Apés as andlises histopatolégicas e moleculares das amostras de
bidpsias de mucosa oral dos pacientes, algumas amostras do grupo de mucosa
saudavel (Grupo Controle - MS) como do grupo de pacientes com CCEO (Grupo
Teste - CCEO) inicialmente coletadas, tiveram que ser descartadas do estudo.

No Grupo MS (n=32), o exame histopatolégico em 10 amostras mostrou
presenca de inflamacdo da mucosa oral nestes pacientes considerados
clinicamente normais, e como isto pode ser considerado um fator de
confundimento para as analises moleculares que fizemos, optamos por ndo as
incluir na nossa casuistica. Desta forma, apds a realizacdo do exame
histopatoldgico, o Grupo MS passou a possuir 22 amostras (n=22).

Além deste fato, das 22 amostras confirmadas pelo exame histopatologico
como mucosa saudavel (Grupo MS), durante as analises moleculares, 15
amostras nao estavam com seus RNAS viaveis ou hdo expressaram 0S genes

avaliados, destaforma estas amostras também ndo foram utilizadas na nossa
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analise estatistica. Com isto, das 32 amostras coletadas inicialmente no Grupo
MS, ao final, somente puderam ser incluidas 7 amostras (Grupo MS=7) para as

analises deste estudo.

Da mesma forma, no Grupo CCEO (n=25), do total de amostras
inicialmente coletadas de pacientes com suspeita de cancer, 3 amostras nao
puderam ser incluidas no estudo, uma vez que ndo foram confirmadas pelo
exame histopatolégico como casos de CCEO. Assim, ap0s a realizagdo do
exame histopatolégico, o numero de amostras deste grupo reduziu para 22
amostras (Grupo CCEO n= 22).

Além disso, durante as analises moleculares, 12 amostras de CCEO néo
estavam com seus RNAs viaveis ou nao expressaram os genes avaliados, desta
forma estas amostras também nao foram computadas na nossa analise
estatistica. Desta forma, das 25 amostras coletadas inicialmente no Grupo

CCEOQO, foram incluidas 10 amostras para analise (Grupo CCEO=10).

54 DADOS SOCIODEMOGRAFICOS E HABITOS DE VIDA
(TABAGISMO E ETILISMO) DOS PACIENTES

Os dados sociodemograficos e a presenca dos habitos de tabagismo e
etilismo nos dois grupos clinicos estdo sumarizados na Tabela 1. Pacientes do
grupo MS eram significativamente mais jovens do que os individuos do grupo
CCEO (p<0,01 testes de Kruskal-Walllis e Mann- Whitney). A média de idade
para o grupo MS ficou em 41, 71 anos; enquanto a média de idade no grupo
CCEO ficou em 70,50 anos. O grupo étnico de pardos, que representa a
miscigenagdo entre brancos e negros, foi o0 menos envolvido com 11,76%
pacientes, seguindo-se com 29,41% de negros e 58,82% de brancos. Em
relacdo aos habitos de vida (tabagismo e etilismo), nenhum individuo do Grupo

MS se declarou tabagista ou etilista, ja para os pacientes do grupo CCEO, a
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maioria declarou o consumo frequente de alcool, com 80% dos casos, enquanto
que 40% dos individuos se declararam usuarios de tabaco. Com o objetivo de
controlar as variaveis idade, tabagismo e etlismo, foram realizadas
comparacdes entre 0s grupos para estes parametros somente em individuos =
40 anos, nao-tabagistas e nao-etilistas. Mesmo assim, as diferencas entre os
grupos permaneceram estatisticamente significativas para estes parametros

(p<0,001 testes de Kruskal-Walllis; dados ndo mostrados).
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Tabela 1. Dados sociodemograficos e presenca de habitos da amostra dos
pacientes participantes do estudo com Mucosa Oral Saudavel (MS) e Carcinoma

de Células Escamosas Oral (CCEOQ).

Variaveis MS % CCEO %
(n=7) (n =10)
Género
Homens 42,85 5 50
Mulheres 4 57,14 5 50
Idade * T 41,71 70,50
<40 anos 3 42,85 0 0
41-59 anos 3 42,85 2 20
= 60 anos 1 14,28 8 80
Etnia ®
Pardos 14,28 10
Brancos 57,14 60
Negros 28,57 30
Tabagismo @
Nao-fumantes 60
Fumantes 40
Etilismo ®
N&o-etilistas 20
Etilistas 8 80

* Referente ao p <0,01; testes de Kruskal-Walllis e t Mann- Whitney; ©®
referente aop<0,01; teste do x2




Os parametros clinico-patologicos da amostra de individuos portadores de

carcinoma de células escamosas oral (CCEO) estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros clinicos-patolégicos da amostra de pacientes portadores

de carcinoma de células escamosas (CCEO).

Localizagdo anatomica

Lingua movel 2/3 anteriores 6 60
Assoalho de boca 2 20
Rebordo Alveolar 2 20
Mucosa Jugal 1 10
Fundo de Vestibulo 1 10
Gengiva 1 10

Grau de diferenciagcéo
histopatoldgica

CA in situ 1 10
Bem-diferenciado 2 20
Moderadamente-diferenciado 7 70

Pouco-diferenciado 0 0




Quanto a localizacdo anatdmica, a lingua foi a regido mais comumente
afetada pelo CCEO em 60% dos casos, seguida do assoalho da boca (20 %),
rebordo alveolar (20%), mucosa jugal, fundo de vestibulo e gengiva (10 % para
cada regido). Em relacéo a classificacao histopatoldgica, o tipo mais encontrado
foi o tumor moderadamente diferenciado (70% dos casos), seguido do subtipo
bem diferenciado (20%). Apenas 1 paciente (10%) apresentou CCEO em estagio
inicial no momento do diagndstico e nenhum paciente apresentou o subtipo

pouco diferenciado.

55 AMPLIFICACAO DE AMOSTRAS DE RNA DOS PACIENTES COM
CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS E COM MUCOSA ORAL
SAUDAVEL.

A Figura 14 apresenta a avaliacdo da qualidade da transcricdo reversa
dos cDNAs das amostras de CCEO e amostras normais, realizada através da
amplificagdo do gene da B-actina por PCR convencional, seguida de eletroforese

em gel de agarose a 1,5%.
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Figura 14. Imagens de gel de agarose a 1,5%, ilustrando a
amplificacdo da B-actina (amplicon 353 bp), nas
amostras da transcricao reversa dos cDNAs dos
pacientes. A — Amostras de pacientes com Carcinoma de
Células Escamosas Oral (CCEO) e B - Amostras de
pacientes com CCEO (CCE) e mucosa oral saudavel
(N). (Legenda: Ladder: 100bp; Controles da reacéo:
controle negativo (C°); controle positivo (HeLa).
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5.6 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DE IGF1R, PK3CA, AKT1 E
SLC2A1 NOS PACIENTES DOS GRUPOS MS E CCEO.

Os resultados da expresséo dos genes IGF1R, PK3CA, AKT1 e SLC2A1

nas amostras de individuos com CCEO comparados aos pacientes portadores

de mucosa saudavel estdo apresentados na Figura 15.
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Figura 15. Expressao génica de IGF1R, PK3CA, AKT1 e SLC2A1 por
gPCR, em individuos com Mucosa Saudavel e Carcinoma de Células
Escamosas Oral (CCEO). Analise de expressédo (A): IGF1R; (B):
PK3CA; (C): AKT1; (D): SLC2A1. RQ*= Quantificacdo Relativa (fold
change); Valores de fold-change expressos em escala log2; p< 0,084;
teste deMann-Whitney.

Nao foi observada diferenca de expressdo para IGF1R nas amostras de

CCEO em comparacédo ao grupo controle (p=0,784; teste de Mann-Whitney).

(Figura 15A). Em relacao ao fold change podemos notar que o grupo de pacientes
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com CCEO apresentou um aumento na expressdo em PK3CA, AKT1 e SLC2A1,
quando comparado ao grupo de individuos com mucosa saudavel. No entanto,
por haver uma variagdo muito grande nos valores de fold change entre os
pacientes do grupo de CCEO, também nao foram observadas diferencas
significativas para esses trés ultimos genes avaliados (p< 0,084; teste de Mann-

Whitney) (Figuras 15B a 15D).

5.5 ANALISE DOS PARAMETROS SOCIODEMOGRAFICOS ASSOCIADOS
A EXPRESSAO GENICADE IGF1R, PK3CA, AKT1 E SLC2A1 NA AMOSTRA
INDIVIDUAL DOS PACIENTES.

Os parametros sociodemograficos e os resultados da expressao dos
genes (IGF1R, PK3CA, AKT1 e SLC2A1) nos pacientes do Grupo de Mucosa
Oral Saudavel (MS) estdo sumarizados na Tabela 3, enquanto na Tabela 4
estdo sumarizados os dados dos pacientes do Grupo de Carcinoma de Células

Escamosas (CCEO).
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Tabela 3. Parametros sociodemograficos e de expressdo génica de IGF1R,
PK3CA, AKT1 e SLC2A1 nos pacientes do Grupo de Mucosa Oral Saudavel
(MS).

Amostra Tabaco Alcool Género Idade IGFIR  PK3CA AKTL SLC2AL
(anos) (RQ¥) (RQ*) (RQ% (RQ¥)

N M
MS 04 N 21 - 1,250 -—- 0,653
N F
MS 13 N 55 0,556 0,287 0,345 1,133
N F
MS 14 N 64 --- 0,699 -—-- 2,623
N F
N 30 2,791 0,671 1,822 1,676
MS 16
N M
N 42 5,752 1,890 3,036 5,224
MS 18
N M
N 45 1,641 - 0,185 0,514
MS 20
N F
N 35 0,031 -—- -—- -—-
MS21

Legenda: Os valores de RQ* indicam os diferentes niveis de expressao génica
entre as amostras de mucosa saudavel dos individuos do grupo controle. (MS)
Mucosa saudavel; Consumo de tabaco/ alcool: (S) Sim, (N) N&o; Género: (M)
Masculino; (F) Feminino. RQ*= Quantificacdo Relativa (fold Change); observa-
se em vermelho hiperexpressao génica (RQ*=2,0) e em verde hipoexpressao
génica (RQ*<0,5); p<0,084; teste de Mann-Whitney.



Em relacdo aos parametros sociodemograficos dos pacientes do Grupo
de Mucosa Saudavel (MS), a idade variou entre 21 e 64 anos (média de idade:
41,71anos). Em relacdo ao género, a amostra da populacdo avaliada consistiu
em 42,85 % de homens e 57,14 % de mulheres. Em relacdo aos habitos,

nenhum individuo se declarou tabagista ou etilista (Tabela 1 e Tabela 3).

Em relacdo a expressdo génica de IGF1R, foi observada uma
hiperexpressaoem trés pacientes (42,85%). Entretanto, quando este resultado
foi comparado ao grupo de pacientes com CCEO, ndo houve diferenca de

expressao significativa (p< 0,78; teste de Mann-Whitney) (Figura 15-A).

Foi observada uma hipoexpressdo de PK3CA em trés pacientes (42,85%) e
um aumento de expressao em 2 pacientes (28,57%).

A andlise de AKT1 mostrou uma hipoexpressédo para duas amostras de
MS e uma hiperexpressdo em também outras duas (28,57%) amostras. Trés
amostras avaliadas deste grupo de MS n&o expressaram este gene.

Em relacdo a expressdo génica de SLC2A1l, 4 (57,14%) amostras
mostraram-se hiperexpressas. Entretanto, ndo foram encontradas diferencas
significativas para todos os quatro genes avaliados entre os grupos de mucosa

saudavel e CCEO (p< 0,084, teste de Mann-Whitney).
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Tabela 4. Parametros clinicos-patologicos, sociodemograficos e de expressao
génicade IGF1R, PK3CA, AKT1 e SLC2A1 nos pacientes do Grupo de Carcinoma
de Células Escamosas Oral (CCEO).

Tumor . . Diferenciacdo IGF1IR PK3CA AKT1 SLC2A1
Caso localizago Tabaco Alcool Género Idade histologica

(Anos) RY)  (RQY (RQ)  (RQY

CCEO 1 AB, GEN S S M 67 MD BT 14,57 3,43 1,83
CCEO 4 L-CO, MJ N S F 79 BD 3,50 0,75 2,98 11,62
CCEO 12 L-CO S S M 56 MD 19,87 2,45 14,56 54,28

CCEO 14 L-CO N N F 84 BD 3,33 2,35 1,15 3,90
CCEO 18 AB, L-CO N S M 52 MD 0,02 0,02 0,001
CCEO 20 L-CO N S M 68 MD 12,59 10,62 19,06

CCEO 22 FV N N F 65 MD 10,95 13,37 3,71 5159

CCEO 23 RA S S F 73 MD 0,02 0,004 - 0,01
CCEO 35 L-CO N S F 71 MD 0,004 0,003
CCEO 36 RA S S M 90 IS 1,47 1,09 0,61 10,82

Legenda: Os valores de RQ indicam os diferentes niveis de expressao génica entre
as amostras de pacientes do grupo de Carcinoma de Células Escamosas Oral
(CCEO). Localizagdes do Tumor: (AB) assoalho de boca; (GEN) gengiva; (L-CO)
lingua-cavidade oral; (MJ) mucosa jugal; (FV) fundo de vestibulo; (RA) rebordo
alveolar. Consumo de tabaco/ alcool: (S) Sim; (N) Nao; Género: (M) Masculino,
(F) Feminino; Diferenciacdo Histologica: (MD) moderadamente diferenciado; (BD)
bem-diferenciado; (IS) in situ. RQ*= Quantificagdo Relativa (fold change);observa-
se em vermelho hiperexpressao génica (RQ*=2,0) e em verde hipoexpressao
génica (RQ*<0,5); p< 0,084; teste de Mann-Whitney.
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Em relacdo a localizagdo anatbmica, trés individuos do Grupo CCEO,
apresentaram tumores em mais de uma regido (AB/GEN), (L-CO/MS) e (AB/L-
CO). De todas as regides da cavidade bucal, a lingua foi a regidao mais afetada
pelo CCEO com 60% dos casos, seguida pelo assoalho bucal (20%) e rebordo
alveolar (20%). Os sitios de menor acometimento foram a mucosa jugal, fundo
de vestibulo e a gengiva (10 %). Em nossa andlise, dentro do grupo de pacientes
CCEO, encontramos uma correlagéo positiva entre a localizagdo do tumor no bordo
da lingua e 0 aumento de expressao do gene SLC2A1 que codifica a proteina

GLUT1 (p<0,01; teste de Mann-Whitney).

Em relagcé&o ao género, ndo foram observadas diferengas significantes nas
expressdes (p<0,01; teste de Mann-Whitney). Em relacdo ao grau de
diferenciagcédo histologica dos tumores, o tumor moderadamente diferenciado
(MD) associou-se a uma maior expressao dos genes IGF1R, PK3CA e AKTL1 (p<
0,0845). Além disso, em nossa amostra, foi observada uma correlagéo positiva
entre o aumento da expressdo de GLUT1 (SLC2A1) e o consumo de &alcool

(p<0,01; teste de Mann-Whitney).

Em relacdo a expressdo génica de IGF1R, foi observada uma
hiperexpressdo em 70% dos pacientes. O gene PK3CA mostrou-se
hiperexpresso em 50% dos casos e em 2 pacientes ndo houve expressao. A
analise de AKT1 mostrou uma hiperexpressao em 60% das amostras de CCEO
e uma hipoexpressao em 20% das amostras. Por sua vez, a expressao génica
de SLC2A1, mostrou-se hiperexpressa em 70% das amostras de CCEO.

Dentro desta analise, verificou-se que a amostra do paciente CCEO-12 se
mostrou bastante elevada para a expressao de IGF1R (RQ= 19,87), AKT1 (RQ=
14,56) e SLC2A1 (RQ=54,28). A fim de se determinar quais variaveis estavam

interferindo nessa amostra, observamos que o consumo de alcool e tabaco
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foram positivos para este paciente.

Importante mencionar que dos 10 pacientes avaliados nesta etapa, pelo
menos 6 do grupo CCEOQ, apresentaram aumento de expressao, de pelo menos
trés, dos quatro genes avaliados da via glicotlitica. Em dois pacientes, foi
possivel verificar o aumento de expressdo de todos os componentes da via
analisada nesse estudo.

Apesar disso, na analise comparativa entre os niveis de expressao génica
entre as amostras de pacientes do grupo CCEO e do grupo controle MS, néo
foram observadas diferencas significativas (p< 0,084; teste de Mann-Whitney)
para os quatro genes avaliados, possivelmente, em funcdo de ter havido uma
variacdo muito grande nos valores de fold change entre os pacientes do grupo

de CCEO) e, também ao nosso reduzido nimero amostral.
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6. DISCUSSAO

As células neoplasicas apresentam uma caracteristica particular que é
conhecida como “Efeito Warburg”. Este efeito &€ definido como um aumento na
capacidade de captacdo de glicose, em decorréncia de uma reprogramacdo do
metabolismo energético celular. Esta reprogramacdo envolve uma série de
alteracbes na expressdo de proteinas envolvidas nas vias metabdlicas,
principalmente, a via glicolitica (KUNKEL et al., 2003; KUNKEL et al., 2007).

A superativacdo da expressao de proteinas envolvidas na via glicolitica, pode
afetar a regulacdo do metabolismo de carboidratos, assim como numerosas
atividades celulares como crescimento, divisdo, migracdo e sobrevivéncia das
células (BOHULA et al., 2003; POLLAK, 2008) e podem estar relacionadas ao alto
grau de agressividade e invasdo dos tumores. Em relacdo ao processo de
carcinogénese oral, ainda ndo esta totalmente estabelecido as alteracdes na
expressao das proteinas que regulam a via glicolitica (GHANAVAT et al., 2021).

No presente estudo, nés investigamos a modulacdo da via glicolitica no
CCEO, através da expressao de quatro proteinas, IGF1R, PI3K, AKT e GLUT1, que
participam da sinalizacdo de absorcao de glicose pelas células. A primeira delas é
a proteina receptora do fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF1R) que
recebe o sinal e ativa a via candnica PI3K-AKT, e que na sequéncia aumenta a
expresséao da proteina transportadora de glicose tipo 1 (GLUT1) que se expressa ha
membrana celular, a fim de promover, de forma mais rapida e com menor gasto
energético, a difusdo facilitada da glicose para o interior das células.

Os genes responsaveis pela codificacdo destas proteinas séo,
respectivamente, IGF1R, PIBKCA, AKT1 e SLC2A1. Esses genes foram detectados
pela técnica de PCR em tempo real e as analises das suas expressdes foram

avaliadas tanto nas linhagens celulares: SCC25(tumoral) e HaCaT (controle), como
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nas amostras clinicas obtidas por biopsia dos pacientes, dos grupos de mucosa
saudavel-controle (MS) e do grupo de pacientes portadores de carcinoma de células
escamosas oral (CCEO). Em seguida esses resultados foram correlacionados com
os dados clinico-patolégicos dos pacientes.

Nossos achados mostraram que houve diferencas estatisticamente
significantes na expressédo dos genes PK3CA, AKT1 e SLC2A1 entre as linhagens
SCC25 e HaCaT (p< 0,05; teste de Mann-Whitney). Os genes PK3CA e AKT1, que
representam a via candnica PI3K/AKT se mostraram hiperexpressos na linhagem
SCC25 comparados a linhagem HaCarT.

Com relacao ao gene IGF1R, nado foi encontrada diferenca significante entre
as linhagens HaCaT e SCC25 (p=0,157; teste de Mann-Whitney). Entretanto, para
nossa surpresa, nas células da linhagem tumoral SCC25, a expressédo de GLUTL1
caracterizada pela expressao génica de SLC2A1, mostrou-se hipoexpressa (0,5,
p=0,0007; teste de Mann-Whitney) quando comparada a linhagem HaCaT (Figura
13D).

Na literatura, segundo os pesquisadores, a expressdo de GLUT1 parece
desempenhar uma funcéo clinica significativa em varios tipos de neoplasias (ITO et
al., 1998; Brown et al., 1999; Higashi et al., 2000; Oliver et al., 2004). Entretanto,
MAROM et al., (2001), também ndo encontraram essa associacdo nos achados
clinicos dos pacientes de cancer de pulméo avaliando as proteinas GLUT1 e GLUT3.
Durante o estadiamento clinico, nas avaliagfes realizadas pela técnica PET SCAN,
pesquisadores relataram que os resultados falso-positivos estavam associados com
processos inflamatérios e hiperplasias dos nddulos linfaticos. Ja os resultados falsos-
negativos foram relacionados com tumores que expressaram baixos niveis de
GLUT1 (MOCHIZUKI et al., 2001; KALIR et al., 2005). Esse achado interessante
ressalta que nestes casos de resultados falsos-negativos, eles representam um
desafio para avaliagbes por PET SCAN, através da avaliacdo somente por GLUT1 e

GLUT3, uma vez que acarreta uma maior dificuldade para a realizacdo do

diagndstico e estadiamento dos tumores (CARVALHO et al., 2011).
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Na expressdo génica comparativa entre GAPDH (controle), IGF1R, PK3CA,
AKT1 e SLC2A1, na linhagem celular de cancer de lingua (SCC25) (Fig. 15), ndo
encontramos diferenca significante entre a expressdo de IGF1R/AKT1(p=0,731) e
entre IGF1R/SLC2A1 (p=0,059); (p< 0,005; teste de ANOVA). Entretanto, os
nossos achados mostraram que o gene PK3CA, foi, notadamente, o mais
hiperexpresso (RQ=5,5; p= 0,0001), comparado aos demais genes avaliados
(IGF1R, AKT1, SLC2A). Foi encontrada diferenca significativa de expressao entre
IGF1R/PK3CA (p= 0,0014), entre PK3CA/AKT1 (p=0,0003) e entre AKT1/SLC2A1
(p=0,004); (p< 0,005; teste de ANOVA). Assim, a nossa andlise esta de acordo
com o resultado de outros autores, que relatam que a via PI3K pode indicar a
existéncia de conversas cruzadas com outras moléculas de sinalizacdo (nao
avaliadas no nosso estudo, como por exemplo, Ras / Raf / Mek / Erk, p53), as
quais podem também contribuir para a proliferacdo e sobrevivéncia de células
tumorais (KUNKEL et al., 2003; KUNKEL et al., 2007; IBRAHIM et al., 2018).

Apoés a primeira etapa do trabalho, de avaliacdo das linhagens celulares,
passamos para a segunda etapa que foi a analise das amostras clinicas dos
pacientes. Estas amostras foram obtidas através de biopsia de mucosa oral dos
pacientes do grupo mucosa saudavel (MS) e de Carcinoma de Células Escamosas
Oral (CCEO). Com base nos nossos resultados das linhagens, fizemos uma
correlacdo com os dados das amostras clinicas obtidas dos pacientes. Apés a
exclusdo de 40/ 57 amostras de pacientes que ndo se enquadraram dentro dos
critérios estabelecidos (ver na secgao: “Dados Histopatolégicos e Moleculares das
Amostras de biopsias dos pacientes”) para o nosso estudo, [25 (MS)+15 (CCEO)=40
excluidos]; somente entraram para nossas analises genéticas 7 amostras do grupo
controle (MS) e 10 para o grupo de cancer (CCEO).

Em relagéo aos parametros sociodemograficos, o perfil total da nossa amostra
foi composto por 8 individuos do sexo masculino e 9 do sexo feminino, com idades
variando entre 21 e 90 anos; com relacdo aos habitos no grupo CCEO, foram
incluidos 4 tabagistas e 8 etilistas e nenhum individuo participante do grupo MS se
declarou tabagista e/ou etilista.

Nossa amostra da populacédo de CCEO apresentou uma distribuicdo similar
para o género (M=5, F=5), contrastando com a literatura, que relata uma maior

prevaléncia de CCEO nos homens (MS/INCA, 2020). Essa diferenca nos
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achados pode ter sido devido ao nosso pequeno tamanho amostral. Em relagao
a idade, o grupo CCEO foi muito mais idoso (média 70,5 anos) quando
comparado ao grupo controle (média 41,71 anos). As idades do grupo CCEO
variaram de 52 a 90 anos, enquanto o grupo MS variou de 21 a 64 anos.
Sabemos que esse viés na distribuicdo da faixa etaria entre os grupos, nos
estudos genéticos pode contribuir para as diferencas encontradas na expressao
dos transcritos. No entanto, torna-se bastante dificil obter grupos, controle e
teste, homogéneos para todos os parametros sociodemograficos, uma vez que
0 nosso numero final amostral seria ainda mais reduzido. Um dos motivos de
nosso tamanho amostral ter sido pequeno foi, em grande parte, devido a
utilizarmos critérios bem definidos para se tentar minimizar o viés de alteracao
de expressdo génica, devido ao proprio processo inflamatério da amostra,
principalmente, em relacédo ao grupo controle (MS), uma vez que descartamos
as amostras de biopsia de mucosa que apresentaram inflamacdo nos exames
histopatologicos. Na literatura, o que encontramos em reac¢do as amostras do
grupo controle, é que basicamente cada investigador utiliza um sistema de
critérios unico e em muitas das vezes a questdo da inflamacdo nas amostras,
nado sdo completamente analisadas ou até mesmo citadas, podendo levar a
interpretacdes errbneas nos resultados (MAROM et al., (2001).
Em relacdo a localizacdo anatémica tumoral, a lingua foi a regido mais afetada
pelo CCEO com 60% dos casos, seguida pelo assoalho bucal (20%). Com relagéo a
classificacdo histopatolégica, o tipo mais encontrado foi o tumor moderadamente
diferenciado (70% dos casos), seguido do subtipo bem diferenciado (20%) e apenas
1 paciente (10%) apresentou CCEO em estagio inicial no momento do diagndstico.
Esses achados foram semelhantes aos relatados na literatura, onde os critérios ja
sdo bem mais definidos e consequentemente mais faceis de serem comparados
(HABER et al. 1998; KUNKEL et al. 2003; OLIVER et al. 2004; FILLIES et al.2005).
Um fato importante dentro dos achados na classificacdo histopatoldgica é que

apesar dos avancos verificados nas pesquisas, O CCEO ainda apresenta um
diagndstico tardio. Dado similar de outros autores (CHAI et al., 2019) e ressalta a
importancia do nosso estudo na tentativa de se identificar, de forma precoce, novos
biomarcadores no processo de carcinogénese oral.

Adicionalmente, a prevaléncia dos habitos (consumo de alcool e tabaco) de

71



nossa casuistica foram semelhantes aos achados da literatura (KUNKEL et al.,
2003; OLIVER et al., 2004; ECKERT et al., 2005).

Em seguida, para identificar a expressdo de IGF1R, PK3CA, AKT1 e
SLC2A1, fizemos a avaliagdo molecular e verificamos que n&o foi encontrada
significancia estatistica para IGF1R entre o grupo de mucosa saudavel e o grupo
de CCEO (p< 0,084; teste de Mann-Whitney). Confrontando nossos dados com
a literatura, nossos dados estdo de acordo com os autores GAO et al. (2014),
uma vez que nossa casuistica de pacientes ndo apresentou nenhum caso de
CCEO classificado, pelo grau de diferenciacdo histopatoldégica, como tumor
pouco diferenciado (PD), estando a maioria dos nossos pacientes classificados
como tumor moderadamente diferenciados(MD), pois estes autores mostraram
gue o aumento na expressao da proteina receptora IGF1R em portadores de

CCEO esta associada ao baixo grau de diferenciagcéo tumoral.

Os genes PK3CA e AKTL1 no grupo dos pacientes com CCEO, mostraram-se
hiperexpressos quando comparados ao grupo de individuos com mucosa saudavel.
Entretanto, ndo foi encontrada significancia estatistica para estes genes entre o
grupo de mucosa saudavel e o grupo de CCEO (p< 0,084; teste de Mann-
Whitney).

Em seguida, fizemos a avaliacdo da expressdo de SLC2A1 (GLUT 1) e
verificamos que apesar de termos encontrado hiperexpressdo em 70% dos
pacientes do grupo CCEO, nao houve significancia estatistica para este achado.

Para entendermos esse resultado, podemos pensar em duas hipoéteses, a
primeira seria que ndo encontramos significancia estatistica em fungcédo do nosso
reduzido numero amostral e por ter havido uma variagdo muito grande nos valores
de fold change entre os pacientes do grupo de CCEO (Figuras 15B a 15D), a
segunda hipotese em relacdo ao GLUTL, seria que haveriam outras possiveis
proteinas transportadoras de glicose (GLUTS) que estariam desempenhando esse
papel de transportar a glicose para o interior das células tumorais no CCEO. Para
isso, fomos buscar na literatura uma possivel explicacdo para os nossos achados.
GHANAVAT et al. (2018)relataram a possivel participacdo de outras GLUTs na
fisiopatologia dos tumores e relataram que a GLUT1 e a GLUT3 nédo séo
suficientes para o transporte de glicose nos canceres, e que possivelmente outros

GLUTs intracelulares como o GLUT12, parecem desempenhar um papel
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essencial no metabolismo dos tumores. Esse achado é de extrema relevancia
clinica para os casos de CCEOQO, pois poderia explicar o seu diagndstico tardio por
PETSCAN, assim como a dificuldade de radiossensibilizagcdo dos tumores por 5-

sisplatina e por fim a sua baixa sobrevida ao tratamento.

Neste contexto, a maioria dos estudos, parece seguir a linha de raciocinio
de que a GLUT1 é largamente encontrada nos tecidos fetais em crescimento, e
nos tecidos adultos tem sua expressdo diminuida, sendo responséavel apenas pelo
nivel basal de glicose celular (WATSON et al., 2004). No entanto, curiosamente,
em um estudo mais recente, pesquisadores (SHAHROUZIAN et al., 2020),
avaliaram outra proteina da familia das GLUTs. Observaram que expressédo de
GLUT12 foi detectada em vilosidades de células do musculo liso vascular e
células do estroma viloso, sugerindo que ha um padrdo especifico para a
expressdo de GLUT12 na placenta humana no primeiro trimestre (devido ao alto
crescimento e proliferacdo celular no primeiro trimestre gestacional). Seguindo
esta nova importante descoberta, sobre as células em crescimento e proliferacédo,
podemos pensar que as células tumorais também possam utilizar outras proteinas

transportadoras de glicose e que ainda ndo foram devidamente estudadas.

Adicionalmente, pouco se sabe sobre as outras isoformas de GLUT na
efetividade do PET SCAN., assim como da relacdo das outras proteinas efetoras da
via glicolitica como: IGF1R, PI3K e AKT. Alguns estudos em pacientes com neoplasia
pulmonar maligna, por exemplo ndo encontraram associacao estatistica entre as
expressbes GLUT1 e GLUT3 com a captacdo de FDG no exame de PET SCAN
(MAROM et al., 2001; TIAN et al., 2004). A expressao de GLUT3, em alguns trabalhos,
ocorreu somente quando GLUT1 foi expresso, e sempre a expresséao de GLUT3 era
mais fraca. A proteina GLUT3, segundo MAROM et al. (2001), pareceu ser um evento

tardio no processo de progressao neoplasica

Desta forma, s8o necessarios mais estudos sobre as expressdes das
proteinas que modulam a via glicolitica para associar 0 aumento da captacdo da
FDG/glicose pelos tumores. Embora se tenha observado que os subtipos da
familia de transportadores de glicose (GLUTS) sejam responsaveis pelo aumento
do transporte de glicose e de FDG necessario para preencher o metabolismo
anormal requerido pelas células neoplasicas (TIAN et al., 2004), até o0 momento,

poucos estudos tém avaliado a expressdo das outras proteinas sinalizadoras
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como IGF1R, PI3K e AKT em carcinoma de células escamosas oral.

Embora o niumero de casos nesse presente trabalho tenha sido pequeno, a
série de dados clinico-patoldgicos representa bem o que a literatura retrata como
caracteristica de carcinomas de células escamosas orais e em relacdo a
localizacdo tumoral (KUNKEL et al., 2003; OLIVER et al., 2004; ECKERT et al.,
2005). Adicionalmente, os dados sociodemograficos obtidos também foram
semelhantes aos relatados na literatura, em relacédo a idade (HABER et al. 1998;
KUNKEL et al. 2003; OLIVER et al. 2004; FILLIES et al. 2005) e aos habitos

(consumo de alcool e tabaco).

Em nosso estudo, é importante mencionar, que no grupo de pacientes
CCEO, conseguimos detectar o aumento de expressdo de pelo menos 3 dos 4
genes associados a ativacdo da via glicolitica, em 6 pacientes num total de 10
avaliados (6/10), o que sugere que eles compartilham vias carcinogénicas
semelhantes e provavelmente apresentam a via glicolitica ativada. Entretanto,
outros métodos de analises, como por exemplo o western blot, seriam

fundamentais para a comprovacéao dessa hipotese.

Por outro lado, nossos resultados também mostraram pacientes
hipoexpressos tanto no grupo MS, como no grupo CCEO, provavelmente por
inibicdo da via IGF1R/PI3K/AKT/GLUT1 por algum miRNA supressor de IGF1R.
Esse achado foi relatado na literatura por autores que avaliaram essa via glicolitica
em amostras de pacientes e linhagens celulares de carcinoma hepatocelular. (HU
et al., 2019).

Além disso, outro achado relevante foi que em uma amostra de mucosa oral
considerada como clinica e histologicamente normal, foi observado um aumento
de expressdo em trés genes. Esta alteracdo molecular observada, acende um
alerta para que este paciente seja considerado um potencial candidato para
avaliacdes clinicas perioddicas de sua cavidade oral, assim como passar por uma
avaliacdo clinica médica. A hipoOtese seria que tais alteracbes moleculares
relacionadas a via glicolitica, poderiam antecipar uma possivel desordem
metabdlica sistémica, ou até mesmo o aparecimento clinico de desordens orais
potencialmente malignas (leucoplasia e/ou eritroplasia, por exemplo). Esta

conduta poderia impedir a evolucdo dessas células para um fenaétipo inflamataorio,
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ou até mesmo maligno.

Dentro das limitagdes metodoldgicas do presente estudo, e de acordo com
outros dados da literatura, ndo foi observado um aumento de expressdo de

GLUT1 significante nesta amostra particular de pacientes portadores de CCEO.
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7. CONCLUSOES

Uma expresséao similar de IGF1R foi encontrada nas linhagens celulares e

nas amostras dos pacientes.

A via canénica PISK/AKT mostrou-se hiperexpressa na linhagem tumoral
(SCC25), comparada a linhagem controle (HaCaT); sendo que o gene
PK3CA foi o mais hiperexpresso (RQ=5,5) em relacdo aos demais genes
na linhagem tumoral (SSC25). Nao foi observada correlacédo significante

para PI3K/AKT nas amostras dos pacientes portadores de CCEO.

A expressdo de GLUT1 mostrou-se diminuida na linhagem SCC25
comparada a linhagem controle (HaCaT). Nao foi observada correlacdo
significante para a expressdo de GLUT1 nas amostras dos pacientes

portadores de CCEO.

A hiperexpressao de pelo menos 3 dos 4 genes avaliados foi observada
em 6 dentre os 10 pacientes do grupo CCEO, sugerindo, em nossa
amostra, uma possivel ativacdo da via glicolitica e na sua participacdo no
processo de carcinogénese oral. Desta forma, torna-se importante realizar
0 acompanhamento destes pacientes com o propdésito de deteccdo de

possiveis recidivas e metastases a distancia.
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Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa

O PAPEL DOS miRNAs NAMODULAGAO DAS VIAS GLICOLITICAS ENVOLVIDAS NA
ONCOGENESE ORAL.

Vocé foi selecionado por ordem de atendimento e sua participagdo ndo é obrigatéria. A
qualguer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa
ndo trard nenhum prejuizo em sua relagdo com o0 pesquisador ou com a instituicdo
Unigranrio.

O objetivo principal deste estudo é analisar o perfil de expressao de moléculas (MiRNAS)
reguladores de proteinas envolvidas no desenvolvimento de cancer oral em amostras de bidpsias
da mucosa oral e sangue periférico em individuos portadores de carcinoma de células escamosas
oral comparados a uma populacao controle (saudavel).

Sua participacado nesta pesquisa consistira em ceder amostras de sua bidpsia, que é o material
gue sera retirado para diagnostico patolégico, assim como uma amostra de sangue.

Os riscos relacionados com sua participagdo sao pequenos, porque todos os procedimentos
realizados sao rotineiros e seguem rigorosamente o0s protocolos de biosseguranca. Ou seja,
utilizamos materiais descartaveis e instrumentais esterilizados.

Os beneficios relacionados com a sua participacéo sao contribuigdo para estudos que ajudem a
compreender o desenvolvimento do cancer oral e de seu diagndstico precoce.

As informagfes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre
sua participacgdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificacdo. Todas as
amostras coletadas seréo codificadas e os pesquisadores manterdo sigilo sobre seus dados
pessoais.

Uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com o senhor (a), podendo
tirar suas davidas sobre o projeto e sua participagdo, agora ou a qualquer momento com 0s
pesquisadores  responsaveis Carina Maciel da Silva Boghossian (e-mail:
carinabogho@yahoo.com.br; telefone: 21-972009913) e Claudia Maria Pereira (e-mail:
claudemarie_br@yahoo.com.br; telefone: 21-999113269).

Pesquisador Responsavel

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na pesquisa e
concordo em participar. O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos da UNIGRANRIO, localizada na R. Prof. José de Souza
Herdy, 1160 — CEP 25071-202 TELEFONE (21).2672-7733, ENDERECO ELETRONICO:
cep@unigranrio.com.br.

Sujeito da pesquisa Rio de Janeiro, de de 20
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Endersgn: RIS Prof. Jose de Souza Hendy, 1150

Balmo: 25 de Agosio CEP: 25.071-202
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proteinas envolvidas na oncogénese por meio das vias glicoliticas em amostras de biopsias da mucosa oral
e sangue periférico, por PCR array, de individuos portadores de CCEOQ comparados a uma populagio

controle, constituida por individuos saudaveis.

Objetive Secundario:

Deteccio da presenga do HPY nas bidpsias de CCEQ por PCR convencional;|dentificacdo de assinaturas
de miRMNAs teciduais e circulantes, que estejam envolvidos com a via glicolitica, com a finalidade de
detemminar candidatos potenciais para a obtengdo de uma plataforma de diagndstico precoce do CCED;
Analisar funcionalmente os miRMNAS que se apresentarem mais alterados através de ensaios de transfecgdo
im witro com linhagens de CCEO.

Awvaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

(s riscos s3o0 minimos, pois todos os procedimentos seguirdo rigoroso critérios de biosseguranca tamto
clinicos quanto laboratoriais.

s procedimentos cirlrgicos empregados na obtencdo das amostras =30 protocolares nos casos das
bidpsias de CCEQ e no caso da remogde de tecido gengival saudavel por necessidade reabilitadora/
perodontal.

Bensficios:

Com os resultados deste frabalho um maior conhecimento sera obfido scbre o comportamento epigenatico
sobre o metabolismo das células de CCED.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O carcinoma de células escamosas oral (CCED) & um tumar maligno responsavel por uma alta morbidade e
mortalidade na populacdo mundial. Além de mudangas no estilo de vida, seu progndstico se relaciona a
outros aspectos, como a presenga de comorbidades, estadiamento tumoral e alteragbes nas vias
moleculares. Modificagies em vias metabdlicas, coma, por exemplo, a via glicolitica & seus mediadores, tém
sido descritas no CCEQ, relacionados ao grau de agressividade & invasdo do mesmo. A influéncia das
microRMNAs (miRMNAs) na regulagio destas moléculas na carcinogénese oral ainda & pouco conhecida. Com
isto, sera construida uma plataforma gue possibilitara o diagnostico precoce do CCED, o que contribuira

enormemente para o atendimento da populagdo da Baixada Fluminense, atendida na Unigranrio.

Enderego: Rua Prof. Jose de Souza Herdy, 1160
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Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os termes foram apresentados como determina a Resolugie 486 do CNS de 12/12/2012.

Recomendagdes:

Recomendo que os resultados da pesquisa, favoraveis ou ndo, sejam divulgados em eventos cientificos &
publicacdes na forma de artigos e texios em revista indexadas pelo Qualis

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

A pesguisa apresenta relevdncia cientifica e atende aos requisitos da Resolugdo 488 do CHS de
121242012,

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Prezado (a) Pesguisadaor (a),

O Comité de Efica em Pesquisa da UNIGRAMNRIO atendende o previste na Resolugdo 486/12 do CNS/MS
APROVOU o referido projeto na reunido ccomida em 27 de outubro de 2016, Caso o (a) pesquisador (a)
altere a pesquisa & necessario gue o projeto retome ao Sistema Plataforma Brasil para uma futura avaliag3o
e emissdo de novo parecer. Lembramos que o (a) pesguisador (a) devera encaminhar o relatorio da
pesquisa apds a sua conclusdo, como um CoOMpromisso junto a esta instituigdo e o Sistema Plataforma

Brasil.

Cordialments,
CEPVUnigramric.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacio
Informagdes Basicas PB_INFORMACOES _BASICAS_DO P | 280092018 Aceito
do Projeto ROJETO 7295090 pdf 14:-48-01
Dieclaragio de Anuencia_Sediadas2015_assinada.pdf 2102018 [Carina Maciel Silva Aceito
Instituigio = 20:32:33 |Boghossian
Infraestrutura
Folha de Rosto Folha_rosto.pdf 2102018 [Carina Maciel Silva Aceito

20:30:10 | Boghossian
Projeto Detalhado ! |projeto_para CEFP_Edital _Sediadas201 2000272018 | Carnna Maciel Silva Aceito
Brochura . docx 185:18:37 | Boghossian
Hnvestigador
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TCLE ! Termas de | TCLE_Sediadas_2015.doc 20/0272018 | Carina Maciel Siva Acaito
Assentimento [ 15:13:10  |Boghossian
Justificativa de
Auséncia
Orgamento Orcamento_de Projeto_Sedisdas2015C 2000272018 |Carina Maciel Siva Acaito
EP pdf 15:12:06 | Boghossian
Cronograma cronograma_Sediadas2] 15 docx 20M0872018 | Carina Maciel Silva Aceilo
15:11:06  |Boghossian
Situagio do Parecer:
Aprovado
Hecessita Apreciagao da CONEP:
Mag
DLMIUE DE CAXIAS, 2T de Outubm de 2016
Assinado por:
Renato Cerqueira Zambrotti
(Coordenador)
Enderego:  Rua Prof. José de Souza Herdy, 1160
Balmo: 25 de Agosin CEP. 25.071-202
FF: RJ Munkziplo: DUGQUE DE CAXIAS
Talefone. (212E72-7733 Fax: [21}@672-7733 E-mall: cepdiunigrannio o br
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FICHA CLINICA PARA PROJETO DE PESOUISA

IMIAD A MBIA UNIVERSIDADE DO GRANDE RID
.-'; UNIGRANRIO FACULDADE DE QDONTOLOGIA
IDENTIFICACAD
Mumero de estuda: Datz do exame:
Moms do pacients:
|dade: Cata de nasziments: Génera: (JM({)F
Profissan: Escolaridade | ) Fundamental | ) Madio () Superior
Maturalidade: Estado civil: { ) solteiro | ) casade | ) divorciado | ) vilvo

Raga:{ }Branca | JParda | JMegra { ) COutra

Enderago:

Bairro:

Cidade: UF

Tel.:

Email:

Celular:

Residénciz anterior 2 2tual (cdade/ UF)

HISTORIA CLINICA

Cipsis principal:

Histaria da doenga ztual:

Histaria familiar de cancer { ) N&o | ) Sim | } Desconhece
Grau de parentesco: { ) Pai () M3e { }Irmaa { ) Outro

Sofr2 ou ja sofreu de alguma das sequintes desordens? () Mo | )Sim

L. cardigcas congenias Liabetes Hepatite [ A (1B [1C1])
{ } medicamenbosa

Ligengas cardizcas Aririte Uigenga renal

Hiperiensao arenal Forador a2 IV FlErg=

Endocardite cactenana 1) Lloengas respiratonas

Febre reumatica Alteragies sanguineas Uesordem autc-imune

Lesondens neurcisgicas

Lesoroens gasincas

Jutros

Ja sofreu ransfusao sanguinea? | ) Nao { ) 3im

Quando & por que?

ANEXO 3 — PRONTUARIO-FICHA CLINICA PARA PROJETO DE PESQUISA |
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=0 de medicamentos:

Tabagismo{ JNao | ) Sim | ) Ex-tabapista — tempo sem fumar
Tipo: Tempo; Cuantidade (dia); Marca;
Efilizmo { }Nao | ) Sim { ) Ex-gtilista- ha quanto tempo?

Tipa: Tempa: Frequéncia

Pratica de sexo oral: { ) Sempre | ) Nunca | ) As vezes

Uso de preservativa: { ) Sempre { ) Munca | ) As vezes
Uso de drogas: { | Mo { ) Sim. Qual?
Ja passou pela menopausa?

EXAME CLIMIGO
Aspecios clinicos: | ) papula { ) nodulo | ) vesicula ( ) bolha | ) erosdo ( ) ukeragdo
{ ymancha { | fistula { } Intradssea { ) tumefagdo ( } outros

Tamanho: Cor: Base: Consisténcia:
Limites: Bordas: Dor: Superficie:
Tempo de evolugia:

Localizagio:

Lingua: | jponta | | como | ) ponta e corpa | ) boeda lateral | ) suleo pabve-ingual
[ | assoakho de boca | ) palaba dure | ) palaba mole | ) lubenosidade

[ Jgenghea (regido 1 { ) rbardo alvealar (ragido i

{ ) irigana retramaalar | | dirsito | ) esquends

{ ) fhmdade vestibuke | ) supsdor | ) irdedor | ) diteito [ ) esquernda
{ ) muicces [shial | ) superor | ) infariar

{ ) muicoss jugal | dirsifa | ) esquenda

Ourras:

Linfonodos palpaveis ) Sim ) Nao
CIRURGIA

Data Tipa
Hipatese disgndstica;

T BTG o cACIEND - GLED TR s OF RRciussn — Mus0sa normal

- Trakameenio prindo para CCED

- Rl ou quinsiclerania prévas

- Hisidria de ouiras necplasias na egldo de mbega = Whenar quie 18 ancs
pesogn = Iriflamad B

- Tumares ol Bpkes srutinecs

- Lizsdin diderenhe do CCED

- Dlabitis

LALDS HISTOPATOLOGICO:

Responsavel pela coleta: |




ANEXO 4 — PRONTUARIO-FICHA CLINICA PARA PROJETO DE PESQUISA II

€, UNIGRANRIO

PRCJETO DE PESGQUISA - CURSC DE COONTOLOGIA
FICHA DE AMAMKE SE

Mome: Cats da Mzzcmenta:

Endereco

Telsfone; Estzdo civil; Frofizsao

Suacorouraca e | | 1-Branca ) 2-Fretm ()3 -Amarela () 4-Farda ) § - Indigens
Sua rends fam E'éi. 1. Blenoe dee 1 salaric minemo |1 2 de 1 saldnio minims

5. oe 1 a2 =aldrios minimos) 14, ce 2 a3 saldnios minimas | | 8

TS o8 3 SRS mirermoe
Hivel de escolaridads: Ssbs lere escrevsr? | ) Sim [ Mag

Qual £ o curss mais 2levado que cursou, no qual concluiv pelo menos uma s2ne?
Questionario Médicd

1. Nome do =eu madics Talzfone:
2. Data do ultime exams madico

JWpce |3 ol hospitslzadols): Lhaim (P Mao | | Maog ss

4.Erm o550 de resposts positva, qusl o matvwo?

o Moce =st3 sob cuidados medicosy Lhaim ) PMao | ) Mag s

.Em caso de resposts positiva, qual o motive®

7.Woce tem ou j3 feve alguma das s2gumies condicles:

&.Cipencas congénitas do coracao? {15 |} Mao | ) Maoss
8 Doencss cardiacas (ex: enfare, angns demame (1 Zm{ 1Mao | ) Naosei
prezz3o shta, presz3obaia)?

10 Respiracao dific] quando deitado ou sem fazzr () %m{ ) Mao | )} Mao zei
esforgo?

11.Inzhags nos pes ou nos tomozslos? () &mi ) Mae | ) Nao zei
12.0or, press3o ou mal-astar no peito? {15im { ) Mao [ ) Naose
13 Fabrz rzumztics? {15im [ 1Mao [ ) Maoss
14 Endocardite bactsriana? {13im (1 Mao [ ) Maose
18.Sopro no coracan? () 8im [ IMNEo [ i Maoss

. . . - 1} Sim [V WNEa ) M =i
2 Desmaios convulsoss ol 20lepsisT v - e
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17.Cor de cabecs freqients (2 cumais  por semana)?

12.Tratsmeanta neniosa?

18 Froblemas pulmanares (= iwberoulose, 3sma, enfisema,
bronguite)?

20 Hepatitz, dosncss hepaticas, ictenicis?

21 Artrite cu dores articulzres?

22 Doencas sexualments transmissiveis (e =filis, gonomeia, AID2)7 () Sim |

23 Diabetzs?

24 Demaora na cicatrizacso dos ferimentos?

25 Wocé urina mais de seiz vezes por diz?

27 Voo sente zede 3 maior partz do tzmpa?

27 Problzmas sanglineos (e anemiz, Tagilidads capilar,
coagulz;dn, sangramento, hemoptise, melena, hematemess,
hemotunia, epistaxas)?

23 Ule=ras ou cuiros problemas estomacsis?

(1 5im i Nao i) Mao s
{3 5im {1 Mao [ ) Mao s

{13im { ) MNao { ) Naoss

{3 Sim |

{1 Sirn

{1 Sirn

IMao ( 1NEoss

[ 1Mao [ 1Mzozs

1ME0 (I Maoss

[ I1Mao [ 1Mao=s

() Sim i ) Mao ( 1MEosai

{ }Sim { 1Nao () Naoss

{13im { 1 Mao [ | MNaoszs

[15im {

{1 5im

2B Reacdo slérgics 3 snestésicos, antmidticos [z penicing

tetracicling), sulfs, analpesicos, anti-inflamatarioz, franglilizanies

outros (= alimentos,iodo, poeirs)T

30 Wacé 3 sofreu vransfusae sanglinesf

-

{ 1 5im

[ ] Sim

21 Wooé esta tormande algum medicamento (listar nas chservagies)? () Sim

32 Wooa teve um aumento ou diminuicao aceniuads do peso?
23 Wooé tzve uma variacao recents no apetiss?

34 ok sofreu ratamisnto com raios 2, radio ou cobalta?

Somentz pers mulheres

32 \oca J3 passou pela menopausa?
3% Wocé esta tomando slgum hormanio?
Questionario Odontologico

Mome do s=u dentista

[} Sim
[} Sim
[} Sim

| MEo [ M50 se

| MEo [ M50 se

i N Pl Mao e
VM0 ( IMNEoEs
VMo ( IMEoss
VMo ( 1MEoss
VMo ( IMEoss
VMo ( 1MEoss

{45 [ )Mo | ) Nao sei

[ 1%m { )Mo | | Maosei

Tel=fane:

2 Fregiiéncis de visitas ao dentists:

3.Dats d= ultima visita 3o dentista:

Historia das extragdes:
4 Causa provavel das extragies:

& Data da UMirs extracdo:
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g.Vock tewe reagdes adversas durante ou 2pos alguma sxiagio denkdna’ {1 Sm ) MEo [ ) Mao s=i
7.Nock teve sanpramento exo=ssivo apds alguma suragin dentdqa? {1 Sm () MEo | ) Mao s=i
E.Zuas genpivas sanpram? {1 &im () MEo [} MEc ==
5.\'acé [ tave algum abmcesso perndontal cu GLINAT {} &im () MEo [} MEc sai
10 oo jé f=z algum tatamenta perndontal? O Em ) NEo [ ) Mao ==

11.Em caso de respasta positiva, qual, guanca?

12 Voo & t=ye algum tr2samento criodéntico? O R NEo [ ) Mao =i

13.Em caso de respaosta positiva, listar dats do rasamentn, candig2a irateda, = tempo de duragio do tatamenta:

cé 3 faz algum tatamenta de canal? {1 %im () NEo [} NEo ==

15.Em casc d= resocesa poaitiva, data do ratamento d= canal:

J& usou alguma prabese demtEna? {}Sm | Mo | ) MEos=

17.Em casc d= resposta positiva, citar idads da protess em uso

1E.H =aria cartdnia familar:

a) Algusm em sua famila tem ou beve doenca pericdontal? [ 35im () Mao | ) Haoss=i

2} Algusm em =sua familia teve perda grecoce dos dentes? (1 &im () MEo [ ) Niosai

C| Emcaso de resposts positiva, Fsiar guem = possiveis causas:
18 ook costuma respirar pale boca?

1 5im ) MEg [ ) W

1 5im () MNEa [ ) W

20V ool ranpe os deqbes?

L

27 Jumntas vezes yooE

sCoiva o denbes par diz?

22 Alpugm j& lhe =nsinou 2 escovar os dentes? OV R [ Mao | | MEose
2% ik usa fig d=ntal? CVEm () NEe [ M8 o
3 VooR usa fio c=nsal?

24 Nook st psando ou j@ uscu aljum medicamentc para tratar e
problemasdzntinos? b5 () Méio [ } NEose

25.Em caso de resposta positiva, que medicamento. quando usou & zardigEo gue levaw 2o uso:

-

26 oos fuma? [1Sim {1 MaEa

Z7. Em caso de resposta oostiva, quantas cigarmas por dia, hd quanto tempa?

72 Caso vord sea ex-fumante, hé quanio tempo pamou, por guanto bemoo fumae, & guantos cigamos
costumava fumar?

ssinalurs



