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RESUMO 

 

 

 

O carcinoma espinocelular (CEC) oral é a neoplasia maligna mais comum da região de cabeça 

e pescoço, com 377.713 novos casos estimados em 2020 (Globocan, 2020). Apesar dos avanços 

em pesquisas e terapias não houve melhora significativa nas taxas de sobrevida, estimando-se 

que apenas 50% dos pacientes sobrevivem após cinco anos do diagnóstico. Portanto, o 

diagnóstico precoce e o tratamento das condições que apresentam risco de se transformar em 

câncer, como a leucoplasia oral (LO), é fundamental para aumentar a sobrevida e melhorar a 

qualidade de vida dos pacientes. Nesse contexto, é urgente a necessidade de identificar 

marcadores indicativos de transformação maligna para auxiliar no diagnóstico e prognóstico, 

bem como na orientação sobre as decisões de tratamento. A comunicação entre as células no 

microambiente pré- e tumoral (MT) é decisiva para efetivar a progressão do tumor e os 

fibroblastos são uma das principais células envolvidas nesse processo, chamados fibroblastos 

associados ao câncer (do inglês CAF - carcinoma-associated fibroblasts). As vesículas 

extracelulares (VEs) liberadas por CAFs são capazes de modular um MT fibrótico e 

imunossupressor, favorável ao crescimento, invasão e metástase. Entretanto, pouco se sabe 

sobre a sinalização promovida por meio das VEs liberadas pelos fibroblastos durante o processo 

de malignização. Dessa forma, para identificar proteínas associadas à transição da LO para CEC 

oral, esse estudo caracterizou as populações de fibroblastos isolados de tecido controle não 

maligno (NAFs), leucoplasia oral (LAFs) e CEC oral (CAFs) e comparou o perfil proteômico 

das células e das suas VEs empregando a proteômica baseada em espectrometria de massas. 

Inicialmente foi realizada caracterização das células por marcadores de fenótipo por RT-qPCR, 

revelando que os LAFs mostraram expressão diminuída do marcador apCAF SLPI e os CAFs 

apresentam assinatura miofibroblástica, com expressão diferencial de ACTA2+, POSTN+, 

TAGLN+, PDPN+, THY1-, CXCL12- e SLPI-. As VEs foram analisadas por tamanho e número 

por análise de rastreamento de nanopartículas indicando um tamanho médio de 116,0 (±18,1) 

nm. Foram identificadas 1.529 proteínas no conjunto de células e 756 no conjunto de VEs, 

sendo 19 e 46 estatisticamente significantes, respectivamente. O agrupamento de pacientes, 

baseando-se no padrão de abundância das proteínas de células e VEs, revelou características 

clínicas associadas com a malignização e progressão tumoral. Além disso, o agrupamento da 

abundância proteica permitiu o reconhecimento de três padrões distintos, caracterizados 

principalmente por vias que modulam o sistema imune e regulam o citoesqueleto de actina e a 

migração celular. Três proteínas em células e uma proteína em VEs foram diferenciais entre 

LAF e CAF em relação a NAF. Particularmente, o aumento de abundância de AK1 em LAF-

cel e CAF-cel apresenta correlação significativa com o tamanho das lesões de LO e a 

diminuição de abundância de TNFRSF11B em LAF-ve e CAF-ve apresenta associação com a 

ausência de variação anormal do tamanho do núcleo dos casos de LO e ausência de invasão 

angiolinfática dos casos de CEC oral. Dessa forma, essas proteínas são candidatas potenciais 

para antecipar a transição para malignização, podendo auxiliar no prognóstico das LO, bem 

como contribuir na orientação sobre as decisões individuais de tratamento. 

 

Palavras-chave: Neoplasias bucais. Carcinoma de células escamosas oral. Leucoplasia bucal. 

Fibroblastos associados a câncer. Proteômica. Vesículas extracelulares. 

 

 

 
 



 

 

ABSTRACT 

 

 

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most common malignancy of the head and neck 

region with 377,713 new cases estimated in 2020 (Globocan, 2020). Despite advances in 

research and local and systemic therapies, no significant improvement in survival rates has been 

achieved, with an overall 5-year survival rate of around 40-50%. Therefore, early diagnosis and 

treatment of lesions at risk of developing into cancer, such a oral leukoplakia (OL), are essential 

to increase the patient survival. In this context, there is an urgent need to identify markers of 

malignant transformation to aid in diagnosis and prognosis, as well as, in guiding treatment 

decisions. The communication between cells in the pre-and tumoral microenvironment (TM) is 

decisive for the progression of the tumor. The main cells involved in this process are the 

fibroblasts, known as carcinoma-associated fibroblasts (CAFs). Especially, the extracellular 

vesicles (EVs) released by CAFs can modulate a fibrotic and immunosuppressive TM, favoring 

the cell growth, invasion, and metastasis. However, little is known about the signaling processes 

promoted by fibroblast-derived EVs during the oral malignant transformation. Thus, to identify 

proteins associated with malignancy, this study characterized populations of fibroblasts isolated 

from control tissue (NAFs), oral leukoplakia (LAFs), and CAFs and compared the proteomic 

profile of the cells and their EVs using mass spectrometry-based proteomics. Initially, the 

characterization of the cell phenotypes was performed by RT-qPCR, revealing decreased 

expression of SLP1-, associated with antigen presentation, in LAFs and CAFs when compared 

to NAFs. CAFs showed a myofibroblastic signature, with differential expression of ACTA2+, 

POSTN+, TAGLN+, PDPN+, THY1-, CXCL12- and SLP1- in comparison with NAFs and/or 

LAFs. The EVs had similar mean size and number between groups, 116.0 ±18.1 nm, and 

1.09E+12 ± 4.14E+11 particles, respectively. A total of 1,529 proteins in cells and 756 in EVs 

were identified, being 19 and 46 statistically significant proteins, respectively. The protein 

abundance profile of cells and EVs determined the patients’clusters, which indicated clinical 

characteristics associated with malignancy and tumor progression. Furthermore, it also led to 

the recognition of three distinct patterns between NAFs, LAFs, and CAFs, mainly characterized 

by pathways that modulate the immune system and regulate the cytoskeleton and cell migration. 

Among the significant proteins that showed clinical correlation, three proteins in cells and one 

protein in VEs showed differential abundance in LAFs and CAFs relative to NAFs. Particularly, 

the increased abundance of AK1 in LAF-cells and CAF-cells correlated with the size of OLs 

lesions, and the decreased abundance of TNFRSF11B in LAF-ev and CAF-ev was associated 

with the absence of abnormal size variation of cell nuclei in OLs and absence of angiolymphatic 

invasion in OSCC. Therefore, AK1 and TNFRSF11B are potential candidates for anticipating 

the transition to malignancy, being able to assist in the diagnosis and prognosis of OLs, as well 

as to guide individual treatment decisions. 

 

Keywords: Mouth neoplasms. Oral squamous cell carcinoma. Leukoplakia, oral. Cancer-

associated fibroblasts. Proteomics. Extracellular vesicles. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O carcinoma espinocelular (CEC) oral é uma neoplasia maligna derivada da camada 

espinhosa do epitélio pavimentoso estratificado e representa aproximadamente 90%-95% do 

tipo histológico das neoplasias malignas que acometem a cavidade oral (Rivera & Venegas, 

2014; Virgone et al., 2021). Dados atuais do Global Cancer Observatory, vinculado à Agência 

Internacional de Pesquisa em Câncer da Organização Mundial da Saúde, estimam 377.713 

novos casos e 177.757 mortes em decorrência do câncer de cavidade oral e lábio para o ano de 

2020 (Sung et al., 2020). No cenário brasileiro, o Instituto Nacional do Câncer (INCA) estima 

a ocorrência de mais de 15.000 novos casos de câncer da cavidade oral para o triênio 2020-

2022, sendo o quinto tumor maligno mais incidente entre os homens (INCA, 2020). O CEC 

oral é considerado um problema de saúde pública, especialmente nos países em 

desenvolvimento como o Brasil (World Cancer Report, 2014). 

Esta neoplasia maligna se origina a partir do acúmulo de mutações e alterações 

epigenéticas no DNA dos queratinócitos que revestem a cavidade oral, especificamente em 

genes cujas proteínas codificadas atuam em uma variedade de vias de sinalização e no controle 

do ciclo celular, angiogênese, sobrevivência e motilidade celular (Leemans et al., 2018). Os 

mecanismos moleculares que desencadeiam a transformação maligna da mucosa oral ainda não 

foram completamente elucidados e são motivos de incessantes pesquisas (Zhang et al., 2012; 

Campo-Trapero et al., 2008), no entanto, resumidamente, o mecanismo genético envolvido é a 

superexpressão de oncogenes e o silenciamento dos genes supressores de tumor (Scully, 2011; 

Solomon et al., 2018; Alsahafi et al., 2019). O consumo excessivo e crônico de tabaco e álcool 

são os principais fatores de risco para o CEC oral, tendo juntos um efeito sinérgico (Solomon 

et al., 2018; Alsahafi et al., 2019; Karunakaran et al., 2020).  

Sabe-se que o caminho da malignização envolve diferentes estágios de alterações 

teciduais bem definidos como hiperplasia, diferentes graus de displasia epitelial até o 

desenvolvimento do carcinoma in situ e deste para o carcinoma francamente invasivo 

(Warnakulasuriya et al., 2007; Bagan & Scully, 2009). Nesta transição, o CEC oral pode ser 

precedido de alterações clinicamente visíveis na mucosa oral, denominadas desordens orais 

potencialmente malignas (DOPM) (Warnakulasuriya et al., 2007; Maymone et al., 2019). Tais 

desordens são definidas como “um tecido morfologicamente alterado”, o qual apresenta maior 

risco de desenvolver um carcinoma quando comparado a um tecido normal e consistem 
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principalmente de machas brancas (leucoplasia) ou vermelhas (eritroplasia) (van der Waal, 

2014). O diagnóstico e o tratamento destas lesões são essenciais para minimizar o risco de CEC 

oral, no entanto, nem todas as lesões são passíveis de tratamento curativo e a transformação 

maligna depende de vários fatores, tais como o sítio anatômico acometido, apresentação clínica 

da lesão, hábitos como tabagismo e etilismo e, principalmente, a presença e a gravidade da 

displasia epitelial (Scully, 2014).  Desse grupo, a leucoplasia oral (LO) é mundialmente a 

entidade mais encontrada na prática clínica e a mais estudada, com prevalência global de 4,1% 

(Mello et al., 2018) e índices de transformação maligna em cerca de 10%, apesar da grande 

variabilidade nos valores reportados na literatura (Aguirre-Urizar et al, 2021). 

Muitos marcadores moleculares já foram descritos por demonstrarem capacidade 

estatisticamente significativa de prever a transformação maligna da displasia oral, tanto ao nível 

do tecido quanto em biofluidos como a saliva, entretanto, até o momento ainda não existe um 

marcador ou uma assinatura molecular claramente definida que possa ser usada de maneira 

confiável para antecipar este acontecimento (Wu et al., 2015; Monteiro et al., 2021; Sá, et al., 

2021). Ademais, embora seja amplamente reconhecido que a transformação maligna das lesões 

potencialmente malignas seja um passo clinicamente importante na tumorigênese oral, a sua 

patogênese, bem como os mecanismos celulares e moleculares envolvidos ainda são pouco 

compreendidos (Warnakulasuriya et al., 2007; Odell et al., 2021). 

A progressão tumoral envolve uma sequência de eventos que depende de muitas 

interações entre células tumorais e seu microambiente (Hanahan & Coussens, 2012; 

MacCarthy-Morrogh & Martin, 2020). Nas últimas décadas, o microambiente tumoral (MT) 

tem recebido crescente atenção devido aos seus papéis cruciais na supressão imunológica do 

tumor e nos resultados terapêuticos dos carcinomas (Chen et al., 2015; Chen et al., 2019; 

Paluskievicz et al., 2019; Liu et al., 2019). O MT compreende um sistema altamente 

heterogêneo, composto por células de origem endotelial, hematopoiética e mesenquimal e por 

componentes extracelulares que estão presentes dentro ou imediatamente adjacentes a massa 

tumoral. O fibroblasto é um dos componentes mais importantes e abundante do MT. Neste local 

eles se transdiferenciam e são denominados fibroblastos associados ao câncer (FAC; ou do 

inglês CAF, Cancer-Associated Fibroblast), também conhecidos como fibroblastos 

peritumorais, fibroblastos ativados ou miofibroblastos ativados (Kalluri et al., 2006; Hanahan 

& Coussens, 2012; D’Arcangelo et al., 2020). A presença de CAFs no MT tem sido 

correlacionada à progressão de vários tipos de carcinomas, como o de próstata (Franco e 
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Hayward, 2012), pâncreas (Öhlund et al., 2017; Elyada et al., 2019), mama (Sebastian et al., 

2020) e também CEC oral (Kellermann et al., 2007; Bello et al., 2011; Marsh et al., 2011; 

Bagordakis et al., 2016; Dourado et al., 2018a; Durado et al., 2018b).   

Muitas pesquisas têm sido desenvolvidas no contexto do CEC oral e os resultados 

demonstram que os CAFs promovem a migração e invasão de células tumorais (Sobral et al., 

2011), proliferação (Kellermann et al., 2008), adesão (Cirillo et al., 2017), imunossupressão 

(Takahashi et al., 2017), angiogênese (Kayamori et al., 2016) e, sobretudo, piora o prognóstico 

dos pacientes (Kellermann et al., 2007; Kellermann et al., 2008; Kawashiri et al., 2009; Bello 

et al., 2011; Marsh et al., 2011;  Dayan et al., 2012; Li et al., 2015; Luksic et al., 2015; Kelner 

et al., 2015; Bagordakis et al., 2016). 

Evidências recentes têm constatado que os CAFs apresentam heterogeneidade biológica 

em muitos aspectos, incluindo a célula de origem, fenótipo e função, com implicações clínicas 

relevantes. Diferenças no transcriptoma, proteoma, secretoma e metaboloma são fatores críticos 

que se desenvolvem durante a ativação do fenótipo CAF e que lhes concede habilidades de 

promover ou restringir o crescimento do câncer (Öhlund et al., 2017; Liu et al., 2019; Elyada 

et al., 2019). Muitas pesquisas demonstraram que os CAFs promovem a progressão do câncer 

por meio de múltiplos mecanismos, incluindo o remodelamento da MEC (matriz extracelular) 

e a produção de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas, que promovem a proliferação 

e o metabolismo das células cancerígenas, bem como a angiogênese tumoral (Mezawa et al., 

2016; Kalluri, 2016; Öhlund et al., 2014). 

Considerando a importância dos CAFs no microambiente tumoral, na presente pesquisa 

esse tipo celular foi escolhido para revelar marcadores ou assinaturas biológicas que possam 

ser usados para ajudar na identificação de LOs que possuam um risco aumentado de 

transformação maligna. Nesse contexto, em conjunto com essas células, as vesículas 

extracelulares (VEs), estruturas nanométricas consideradas mediadores críticos da 

comunicação entre as células epiteliais malignas e o estroma (Kalluri et al., 2020), também 

foram exploradas. 

As VEs são veículos de comunicação intercelulares que modificam o comportamento 

das células-alvo em locais próximos ou distantes e desempenham um papel determinante na 

progressão do câncer (Kalluri et al., 2020; Hoshino et al., 2020). As VEs são capazes de 

influenciar o crescimento e a disseminação do câncer e possuem a capacidade de drenagem 

pelos linfonodos sentinelas para preparação de sítios de metástase, favorecendo a invasão e 
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colonização bem-sucedida de órgãos por células tumorais (Raposo e Stoorvogel, 2013; 

Bebelman et al., 2018). Estas estruturas têm ganhado considerável atenção nos últimos anos, 

tanto como mediadores da sinalização intercelular como fonte potencial para a descoberta de 

marcadores em câncer (Becker et al., 2016; Hoshino et al., 2020). Ademais, as VEs são uma 

fonte promissora para revelar novas moléculas direcionadas em biópsia líquida que podem 

auxiliar no diagnóstico, prognóstico, monitorar a progressão do tumor, a resposta do paciente e 

também revelar candidatos para terapia direcionada (Heitzer et al., 2019; Hoshino et al., 2020). 

Considerando que a leucoplasia oral é a lesão potencialmente maligna mais comum e 

que, aliado ao exame clínico do paciente as análises das alterações arquiteturais e citológicas 

avaliadas pelo estudo histopatológico do tecido, podem ser interpretadas para indicar o risco de 

malignização da displasia epitelial, a busca de marcadores biológicos associados ao prognóstico 

desta patologia é uma estratégia relevante, visto que podem ser utilizados como ferramentas 

mais robustas para a predição da transformação maligna. Nesse contexto, o desenvolvimento 

de planos de tratamento individualizados, o rastreamento dos casos de alto risco, a previsão do 

curso da doença e principalmente o diagnóstico precoce poderiam melhorar significativamente 

a sobrevivida dos pacientes com CEC oral. 

Assim, este estudo busca investigar marcadores que possam auxiliar na detecção 

precoce das leucoplasias orais antes que ocorra transformação maligna por meio do estudo da 

proteômica de fibroblastos e suas vesículas extracelulares, isolados de tecidos não maligno, 

potencialmente maligno e CEC oral.  

 

2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 CARCINOMA ESPINOCELULAR ORAL 

 

 

Dados mundiais recentes indicam que em 2020 cerca de 377.713 indivíduos foram 

diagnosticados com câncer de cavidade oral e lábio e 177.757 pacientes morreram desta doença. 

Os índices epidemiológicos referentes à previsão para o ano de 2040 apontam para um aumento 

de 41% na incidência e de aproximadamente 47% nas taxas de mortalidade em todo o mundo 

(IARC, 2021). No Brasil, o câncer oral equivale a quinta neoplasia maligna mais comum em 

homens e a 13ª mais comum em mulheres entre todos os cânceres, com estimativas de 15.000 

novos casos para o triênio 2020-2022, sendo 11.200 em homens e 4.010 em mulheres, quando 

excluído o câncer de pele não-melanoma (INCA, 2020). 
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O Carcinoma Espinocelular (CEC) corresponde a variante histopatológica mais 

frequente e representa mais de noventa por cento de todas as neoplasias malignas que acometem 

região de cabeça e pescoço (Rivera & Venegas, 2014; Bray et al., 2018). O consumo excessivo 

e crônico de tabaco e álcool são os principais fatores de risco para esta patologia, tendo juntos 

um efeito sinérgico. Além disso, o risco de desenvolver CEC oral aumenta de acordo com a 

quantidade de tabaco e álcool consumida, (Karaca and Ozturk, 2019), existindo uma forte 

relação entre dose e tempo de exposição (Di Credico et al., 2020).  

O perfil epidemiológico dos pacientes com CEC oral refere-se a homens entre a quinta 

a oitava décadas de vida, tabagistas e etilistas de longa duração (Bagan & Scully, 2009; 

Karunakaran et al., 2020). No entanto, tem sido observado o aumento da incidência de câncer 

oral em adultos jovens (18-44 anos), em especial mulheres, e com associação limitada aos 

fatores de risco tradicionais, possivelmente associado a fatores como predisposição genética e 

infecção pelo papilomavírus humano (HPV), além da mudança do hábito tabagista entre as 

mulheres (Hussein et al., 2017; Lee et al., 2020). Embora o papilomavírus humano, 

particularmente o tipo 16, seja mencionado como um fator etiológico no desenvolvimento do 

CEC oral, ele é responsável por uma porcentagem muito pequena dos casos (1-10%) (Müller, 

2017). Em contrapartida, os tumores de orofaringe estão associados à infecção anterior com 

cepas oncogênicas do HPV, principalmente HPV-16 e, em menor extensão, HPV-18. Assim, 

por esta razão os tumores nesta localização anatômica foram reconhecidos como uma entidade 

distinta e separados em um novo capítulo na 4ª Edição da Classificação de Tumores de Cabeça 

e Pescoço da Organização Mundial de Saúde, devido às diferenças entre a orofaringe e a 

cavidade oral (Reibel, 2017).  

O CEC oral se origina dos queratinócitos que revestem a cavidade oral e é causado por 

mutações e alterações no perfil epigenético do DNA, muitas vezes espontâneas, induzidas pela 

exposição a diferentes agentes mutagênicos (Leemans et al., 2011). Esse processo ocorre de 

forma cumulativa, em etapas progressivas que incialmente transformam o queratinócito normal 

em potencialmente maligno, que apresenta proliferação menos controlada do que a fisiológica. 

As alterações subclínicas podem se acumular o suficiente para se tornarem clinicamente e/ou 

microscopicamente aparentes como fenotipicamente distintas do resto da mucosa oral 

(Awadallah et al., 2018). Progressivamente, os queratinócitos tornam-se autônomos e o 

processo culmina na invasão dessas células pela membrana basal e, em estágios mais 

avançados, as células tumorais invadem os linfonodos e órgãos distantes como ossos, cérebro, 
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fígado dentre outros (Bagan & Scully, 2009). O mecanismo genético do CEC oral geralmente 

envolve tanto a superexpressão de oncogenes que estimulam o crescimento, quanto o 

silenciamento ou inativação de genes supressores de tumor, cujo produto normalmente inibe a 

proliferação celular (Leemans et al., 2011).  

Vários genes supressores de tumor são inativados por mutação, deleção e metilação. 

Está bem estabelecido que o TP53 é um guardião do genoma e desempenha um papel 

fundamental na regulação do ciclo celular, diferenciação celular, reparo de DNA e apoptose. 

Mutações somáticas em TP53 são detectadas em 60–80% dos CECs orais e em 10% das 

displasias orais iniciais (Sasahira & Kirita, 2018). Recentemente, os dados do Genome Wide 

Association Study mostraram que este gene geralmente sofre mutação em casos de CEC oral 

negativo para HPV e subgrupos com mutações de alto risco neste gene estão associados à 

diminuição da sensibilidade à cisplatina, metástases à distância, extensão extranodal e mau 

prognóstico (Sandulache et al., 2018). Claramente, a doença se desenvolve ao longo de muitos 

anos e, durante esse período, existem vários locais na cavidade oral onde o CEC pode ocorrer. 

A teoria da “cancerização de campo” descreve que a tumorigênese começa muito antes do 

crescimento de uma lesão clinicamente detectável e mesmo antes que as alterações 

morfológicas usuais de pré-malignidade seja reconhecível. Antes do crescimento de uma lesão 

maligna, uma linhagem celular normal pode adquirir mutações genéticas pró-tumorigênicas que 

são selecionadas positivamente no microambiente de um órgão saudável (Curtius et al., 2018). 

Consequentemente, a linhagem mutante, também referida como um 'clone mutante', pode 

crescer para produzir grandes campos de células que estão predispostas a eventualmente 

progredir para uma neoplasia.  Assim, a cancerização de campo é definida como a substituição 

da população de células normais por uma população de células preparadas para o câncer, que 

pode não apresentar alterações morfológicas (Curtius et al., 2018). Dessa forma, a exposição a 

carcinógenos resulta em um campo alterado no qual o epitélio tem múltiplos focos 

independentes de tecido anormal que podem subsequentemente dar origem a lesões 

potencialmente malignas e malignas (Tanaka & Ishigamori, 2011; Curtius et al., 2018). 

Clinicamente, a característica mais encontrada no momento do diagnóstico do CEC oral 

concerne em uma massa exofítica, com ou sem ulceração, com bordas comumente irregulares, 

endurecidas e elevadas, em alguns casos com sangramento, que provoca dificuldades na fala, 

mastigação e deglutição, geralmente presente na cavidade oral por um longo período de tempo. 

Outras apresentações clínicas incluem uma lesão endofítica, que é descrita como lesão invasiva, 



29 

 

escavada e ulcerada; pode ainda surgir como lesão leucoplásica (mancha branca), eritroplásica 

(macha vermelha) e/ou eritroleucoplásica, que é a combinação de áreas vermelhas e brancas 

(Scully e Bagan, 2009). 

 Na maioria dos casos o CEC oral é diagnosticado em estágios avançados, quando a 

lesão é destrutiva e infiltrativa, com presença de metástase linfonodal e prognóstico 

invariavelmente sombrio o que contribui para redução da sobrevida (Alzahrani et al., 2020). A 

língua é o sítio mais afetado, especialmente as margens póstero-laterais e a base. Outras 

localizações acometidas incluem o lábio inferior e o assoalho bucal, mas também pode surgir 

na mucosa de revestimento do trígono retromolar, mucosa jugal, mucosas alveolares e palato 

duro (Scully & Bagan, 2009). Em termos gerais, o diagnóstico clínico é realizado através da 

investigação de uma lesão com suspeita de malignidade, levando-se em consideração o 

histórico médico do paciente, a realização do exame físico de cabeça e pescoço, a biópsia 

incisional e o exame anatomopatológico. Na maioria dos casos a microscopia é suficiente para 

o diagnóstico histológico (Rivera, 2015). Microscopicamente, o CEC oral é caracterizado por 

proliferação epitelial de células pleomórficas, que apresentam núcleos hipercromáticos e 

nucléolos evidentes, com figuras de mitoses atípicas. O tecido epitelial em proliferação invade 

o estroma circundante, formando ilhas ou cordões de células escamosas epiteliais malignas que 

infiltram os tecidos subjacentes (Reibel et al., 2017). Consequentemente, a disseminação ocorre 

por invasão das células malignas na musculatura profunda da língua, musculatura pterigóidea, 

mandíbula, maxila, laringe, hipofaringe, nasofaringe e por via linfática (Noguti et al., 2012). 

O manejo multimodal padrão e o prognóstico do CEC oral são baseados no sistema de 

Classificação dos Tumores Malignos, desenvolvido pela União Internacional Contra o Câncer 

(UICC). O sistema TNM reflete a extensão do crescimento do tumor sistemicamente e é 

baseado na avaliação do tamanho do tumor primário e sua profundidade de invasão (T), 

envolvimento de linfonodos loco-regionais (N) e presença de metástases à distância (M). Esta 

classificação envolve a estratificação dos pacientes em grupos semelhantes com base em 

critérios anatômicos e não anatômicos para auxiliar na estimativa do prognóstico e no 

planejamento do tratamento. Porém, essa classificação não considera os demais fatores 

prognósticos, como por exemplo comorbidades, tratamento e peculiaridades moleculares. Na 

prática, o processo de estadiamento é dinâmico e modificável à medida que as informações 

clínicas e patológicas são coletadas durante o processo de avaliação e tratamento. O paciente 

que está sendo estadiado antes da cirurgia, ou aquele cujo tratamento instituído não é cirúrgico, 
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será estadiado aplicando-se o sistema clínico cTNM. No entanto, o paciente tratado 

cirurgicamente será estadiado com base nos dados patológicos cirúrgicos finais e terá o 

estadiamento TNM patológico separado (pTNM) (Lydiatt et al., 2017).  

Recentemente, a 8ª edição do Manual de Estadiamento do Câncer do American Joint 

Committee on Cancer (AJCC) incorporou o DOI (DOI, do Inglês depth of invasion), significado 

de profundidade de invasão, e a extensão extranodal aos parâmetros de classificação T e N, 

respectivamente (Amin et al., 2017; Dirven et al., 2017). O DOI é um modificador da categoria 

T, medida empregada para melhorar a precisão prognóstica da classificação (Amin et al., 2017; 

Dirven et al., 2017), visto que se associa a recorrência e sobrevivência do CEC oral (Lydiatt et 

al., 2017). Conceitualmente, O DOI representa o crescimento invasivo profundo do tumor, 

medido a partir do nível da membrana basal da mucosa normal adjacente mais próxima. Uma 

linha perpendicular é estabelecida a partir desse plano para o ponto mais profundo da invasão 

do tumor (Lydiatt et al., 2017). É, portanto, distinto da espessura do tumor, que inclui tanto o 

componente endofítico quanto o exofítico da lesão. O DOI acentua a distinção entre tumores 

superficiais ou exofíticos daqueles que são mais invasivos. A medida desse parâmetro dá-se da 

seguinte forma: para cada aumento de 5 mm no DOI, a categoria T aumentará um nível de 

acordo com o seguinte: ≤ 5 mm; > 5 mm ≤ 10 mm e > 10 mm (Amin et al., 2017; Lydiatt et al., 

2017), assim o ponto de referência de até 5mm é considerado para tumores T1;  > 5mm e < 

10mm para os tumores T2 e >10mm categoriza os tumores T3 (Lydiatt et al., 2017; Dirven et 

al., 2012; Marchiano et al., 2020). A profundidade da invasão e a espessura do tumor são 

dimensões do tamanho do tumor que refletem a proximidade de uma estrutura vascular linfática 

subjacente (Amin et al., 2017). 

Quando o CEC oral é detectado em um estágio inicial (T1 ou T2 precoce), a taxa de 

sobrevivência pode ser aumentada em até 90% por tratamentos radicais como cirurgia ou 

radioterapia e a redução da disfunção oral é observada após o tratamento. Nos casos 

diagnosticados com doença localmente avançada, há um limite para preservar a função oral e 

manter a qualidade de vida dos pacientes, pois a disfagia, a disartria, o sofrimento psicológico 

e os distúrbios estéticos são frequentemente causados pela extensa ressecção e reconstrução 

cirúrgica (Gupta et al., 2020).  

Devido ao alto potencial de invasão local e disseminação da doença para os linfonodos, 

a taxa de sobrevida geral de 5 anos permanece quase inalterada nas últimas três décadas. Infere-

se que apenas 40-50% dos pacientes com CEC oral sobreviverão após cinco anos do diagnóstico 
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(Leemans et al., 2011; van Der Waal, 2013). Apesar dos avanços em pesquisas ao longo das 

décadas, nas técnicas cirúrgicas, no atendimento geral ao paciente e nas terapias adjuvantes 

locais e sistêmicas, não houve melhora significativa em critérios de prognóstico, uma vez que 

os pacientes ainda desenvolvem com frequência recidiva loco-regional, metástases à distância 

e segundos tumores primários (Rivera, 2015). Assim, esta doença ainda representa importante 

causa de morbidade, sendo considerada uma patologia de curso fatal, fato justificado, visto que 

rotineiramente é diagnosticada em estágios avançados, o que implica maior agressividade da 

doença e tratamentos mutiladores e pela recorrência do tumor primário (Leemans et al., 2011; 

Sasahira & Kirita, 2018). 

 

2.2 LEUCOPLASIA ORAL 

 

As desordens orais potencialmente malignas (DOPM) são condições caracterizadas por 

alteração do tecido epitelial que apresentam potencial de transformação maligna aumentado em 

comparação com a mucosa oral normal (Warnakulasuriya et al., 2007; Warnakulasuriya & 

Ariyawardana, 2016). Desse grupo, a leucoplasia oral (LO) é mundialmente a entidade mais 

comumente encontrada na prática clínica, representando cerca de 4,11% de todos ao casos das 

DOPM (Mello et al., 2018), sendo definida como “uma placa predominantemente branca de 

risco questionável, diagnosticada após exclusão de (outras) doenças ou desordens conhecidas 

que não possuem risco aumentado para o desenvolvimento de câncer” (Warnakulasuriya et al., 

2007; Reibel et al., 2017). 

A definição da LO trata-se de um termo clínico usado temporariamente como hipótese 

diagnóstica, que implica na exclusão de outras lesões de aspecto similar (Warnakulasuriya et 

al., 2007; Scully, 2009; van der Waal, 2018). Portanto, o diagnóstico definitivo de LO é dado 

quando a lesão persiste após a identificação e eliminação de um fator etiológico suspeito e 

posterior exame histopatológico. Assim, a análise histopatológica de uma leucoplasia 

diagnosticada clinicamente tem por objetivos excluir qualquer outra lesão definida, por 

exemplo, líquen plano, e estabelecer o grau de displasia epitelial, se presente (Arduino et al., 

2013). Desta forma, caso seja identificado na análise histopatológica um carcinoma in situ ou 

um carcinoma invasivo, o diagnóstico clínico de leucoplasia é substituído pelo diagnóstico 

observado histologicamente, sendo recomendado o mesmo conceito para outros achados 

microscópicos, particularmente com relação à presença ou ausência de displasia epitelial 

(Scully, 2014; Mello et al., 2018). Até o momento, nenhuma técnica auxiliar ou adjuvante é 
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superior em sensibilidade e especificidade do que o exame clínico e a biópsia incisional, 

seguidos pelo exame histopatológico e este manejo segue como padrão ouro para o diagnóstico 

e tratamento das LOs (Awadallah et al., 2018, Odell et al., 2020).   

As LOs são geralmente diagnosticadas após a quarta década de vida, sendo mais comum 

em homens, entretanto tem sido reportado um aumento de incidência em mulheres fumantes e 

etilistas. No entanto, a LO também pode ocorrer em não fumantes e a interrupção do hábito 

tabagista pode resultar na regressão ou mesmo no desaparecimento da lesão (Scully, 2014; van 

der Waal, 2018; Warnakulasuriya et al., 2021). 

As lesões de LO podem variar em tamanho, desde áreas circunscritas pequenas até 

lesões extensas envolvendo a mucosa oral (Porter et al., 2018). O sítio anatômico mais afetado 

é a língua e o assoalho bucal. Clinicamente, duas variantes são reconhecidas, com base nas 

características distintas de cor e textura da superfície: LOs homogêneas e LOs não-homogêneas 

(Scully, 2014; van der Waal, 2018; Warnakulasuriya et al., 2021). A LO homogênea 

compreende as lesões tipicamente assintomáticas e predominantemente brancas, com superfície 

plana e uniforme e consistência normal. A maioria das LOs homogêneas afeta uma área 

circunscrita e apresenta bordas bem demarcadas. Um grupo menor pode apresentar bordas 

difusas. As leucoplasias não-homogêneas são mais comumente associadas a dor localizada e/ou 

leve desconforto; se apresentam predominantemente como lesões brancas ou de coloração 

branco-avermelhada, também conhecida como eritroleucoplasia. Apresentam superfície 

irregular, nodular ou exofítica. Pode ser difícil definir objetivamente o subtipo clínico 

homogêneo, pois este adjetivo tem sido considerado em caso de lesões finas, lisas e 

homogeneamente brancas, mas também tem sido empregado para lesões homogeneamente 

brancas e verrucosas (van der Waal, 2009; Scully, 2014; van der Waal, 2018; Warnakulasuriya 

et al., 2021). 

Outro subtipo distinto de LO é denominado de leucoplasia verrucosa proliferativa - 

LVP, que inicialmente se apresenta como LO homogênea ou não-homogênea, entretanto seu 

curso clínico é progressivo, mudando as características clínicas para um aspecto verrucoso e 

multifocal (van der Waal, 2009). Uma alta proporção de pacientes com diagnóstico de LVP 

desenvolvem carcinomas de células escamosas convencionais ou carcinomas verrucosos. Uma 

revisão sistemática recente estimou a proporção em 49,5% (Iocca et al., 2020).  

Alguns aspectos são comumente reconhecidos por carregar estatisticamente um risco 

aumentado de transformação maligna da LO. Dentre eles, a literatura atual destaca lesões 
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leucoplásicas >2cm de diâmetro, textura não homogênea, coloração avermelhada, lesões 

localizadas na língua e assoalho bucal, longo tempo de duração da lesão, LOs em mulheres, em 

não-fumantes e presença e gravidade da displasia epitelial (van der Waal, 2009; Odell et al., 

2020). Destes fatores de risco, a presença de displasia epitelial - frequentemente correlacionada 

com um subtipo clínico não homogêneo, eritroleucoplásico – geralmente é o mais importante 

indicador potencial de malignização. No entanto, deve-se reconhecer que algumas lesões 

displásicas podem permanecer clinicamente inalteradas ou mesmo apresentar regressão 

completa. Além disso, a transformação maligna também pode ocorrer na LO não displásica 

(van der Waal, 2009). 

Normalmente, a escolha do tratamento para a LO depende do risco estimado de 

transformação maligna e muitas vezes difere entre os serviços de saúde; por exemplo, lesões de 

baixo risco podem ser tratadas pela cessação do hábito e acompanhamento clínico rigoroso, 

enquanto o tratamento para lesões de alto risco geralmente envolve métodos mais invasivos, 

como por exemplo, excisão cirúrgica ou ablação a laser (Mello et al., 2018). 

O termo mais adequado e reconhecido para indicar as alterações histopatológicas no 

epitélio oral com risco de transformação maligna é displasia epitelial. Esse termo descreve as 

alterações histológicas e não tem equivalente morfológico clínico. Em outras localizações 

anatômicas, como no colo do útero, a denominação usada é neoplasia intraepitelial cervical/ 

escamosa e o termo neoplasia intraepitelial oral  tem sido discutido e proposto, no entanto há 

evidências clínicas e moleculares de que tais alterações não são neoplásicas, mas sim 

precursoras de neoplasia, conforme evidenciado pelo fato de que a displasia epitelial tem 

alterações moleculares distintas das do carcinoma, muitas vezes persiste por décadas sem 

progressão e às vezes resolve com tratamento conservador ou espontaneamente (Odell et al., 

2021).  

De acordo com a classificação da OMS (Organização Mundial da Saúde) proposta em 

2005 (Barnes et al), as displasias epiteliais são caracterizadas por mudanças arquiteturais e na 

distribuição da atipia dentro do epitélio. Dessa forma, as alterações citológicas incluem: 

variação no tamanho e forma nucleares (anisonucleose e pleomorfismo nuclear), variação no 

tamanho e forma celulares (anisocitose e pleomorfismo celular), aumento da proporção 

núcleo/citoplasma, aumento do número e no tamanho dos nucléolos, além de hipercromasia. 

As alterações arquiteturais compreendem: estratificação epitelial irregular, perda de polaridade 

das células basais, cristas epiteliais “em gota”, aumento no número de mitoses, mitoses na 
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superfície do epitélio, queratinização prematura em células individuais (disqueratose), pérolas 

de queratina nas cristas epiteliais, e perda de coesão das células epiteliais (Reibel et al., 2017). 

No sistema de graduação proposto pela OMS, a displasia epitelial é classicamente subdividida 

em 3 categorias: displasia leve, moderada e severa. A displasia leve demonstra proliferação do 

terço inferior do epitélio, localizadas na camada basal, com alterações citológicas e arquiteturais 

mínimas. Na displasia moderada, as alterações são mais proeminentes e se estendem da camada 

basal até o terço médio do epitélio. Entretanto, é importante enfatizar que apesar destas 

alterações se estenderem até o terço médio do epitélio, a presença de alterações citológicas e/ou 

arquiteturais muito proeminentes podem indicar uma displasia grave mesmo sem ultrapassar 

este terço médio, que é o limite definido na transição classificatória entre a displasia moderada 

e a grave. Na sequência, a displasia é classificada como grave quando há alteração citológica 

e/ou arquitetural acima dos dois terços inferiores do epitélio. Quando todo o epitélio está 

alterado, a displasia grave é considerada como sinônimo de carcinoma in situ (Reibel et al., 

2017). 

Apesar do uso frequente dessa classificação, a graduação das displasias epiteliais pela 

OMS tem sido considerada subjetiva, visto que é dificultada pela divisão arbitrária de um 

processo biológico considerado contínuo, em categorias distintas. Ademais, o diagnóstico final 

depende da ênfase dada a cada uma dessas características pelos observadores, o que aumenta a 

variabilidade entre os mesmos. Em alguns casos, esse sistema não é capaz de predizer 

corretamente o potencial de transformação maligna (Odell et al., 2021; Yan et al., 2020).  

Com o objetivo de criar um sistema reprodutível e menos subjetivo ao proposto 

inicialmente pela OMS 2005, Kujan et al., (2006), propuseram um esquema baseado nos 

mesmos critérios citológicos e arquiteturais usados pela OMS, porém, classificando as lesões 

em baixo risco e alto risco para a transformação maligna. Este sistema é denominado Binário e 

é baseado na quantificação destes critérios, em que as lesões classificadas como de baixo risco 

exibem menos de 4 alterações arquiteturais ou menos de 5 alterações citológicas e as lesões 

classificadas como de alto risco exibem pelo menos 4 alterações arquiteturais e 5 citológicas 

(Kujan et al., 2006). O sistema binário tem sensibilidade de 85%, especificidade de 80% e 

precisão de 82%. Além disso, esse novo sistema apresenta valor prognóstico ao avaliar a 

sobrevida livre de progressão (p=0,004) e os autores puderam predizer desfechos em 28/33 

pacientes (84,9%). O grande avanço do sistema binário foi a atribuição de casos com displasia 

moderada como casos de progressão de alto risco. No estudo, esses casos efetivamente 
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progrediram para CEC oral. O sistema proposto por Kujan e colaboradores avalia como critérios 

arquiteturais: estratificação epitelial irregular, perda de polaridade das células basais, cristas 

epiteliais em forma de gota, número aumentado de figuras mitóticas, mitoses anormalmente 

superficiais, queratinização prematura em células individuais e presença de pérolas de 

queratina; (b) critérios citológicos: variação anormal do tamanho do núcleo, variação anormal 

na forma do núcleo,  variação anormal no tamanho da célula, variação anormal na forma da 

célula, aumento da relação núcleo-citoplasma, presença de mitose atípica, aumento do número 

e tamanho dos nucléolos e hipercromatismo (Kujan et al., 2006). A nova recomendação da 

OMS de 2017 incluiu a perda de coesão da célula epitelial nas mudanças arquiteturais e 

removeu o aumento do tamanho do núcleo. O sistema binário agora é recomendado junto com 

o sistema de três níveis pela OMS, apesar da conhecida variabilidade interobservador deste 

último método.  

Com o objetivo de validar a capacidade prognóstica do sistema binário proposto por 

Kujan et al. em comparação com o sistema da OMS e refinar essa classificação binária para 

melhorar ainda mais a variabilidade entre os avaliadores, Nankivell et al., 2013 demonstraram 

que o sistema binário pode ser melhorado, alterando o limiar de diagnóstico na classificação 

das displasias. Crucialmente, essa capacidade prognóstica melhorada pode levar a uma melhor 

seleção de pacientes com maior risco de transformação maligna. Os autores propuseram um 

novo ponto de corte para definição das lesões e consideraram que a proporção de 4 

características arquiteturais e 4 citológicas tinha uma capacidade prognóstica geral ligeiramente 

melhor do que a definição de 4 e 5, respectivamente, proposta por Kujan et al., 2006. 

É importante ressaltar que todos os sistemas de graduação de displasia impõe limites 

arbitrários que são formulados sem a compreensão da biologia da doença e não refletem os 

processos subjacentes. Mesmo que essas classificações arbitrárias possam ser avaliadas com 

alta reprodutibilidade, isso não indica que o sistema seja preditivo (Odell et al., 2021). 

Consequentemente, os graus de displasia não são categorias de diagnóstico definidas que 

podem ser atribuídas com precisão; são estimativas subjetivas de um espectro de mudanças. 

Mesmo se a classificação da displasia fosse um processo perfeito, o grau nem sempre poderia 

estimar o risco com precisão devido ao erro de amostragem e às intervenções de tratamento. 

No entanto, a graduação da displasia tem grande utilidade clínica e continua sendo o padrão de 

tratamento para orientar o manejo das DOPM (Odell et al., 2021).  
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Esses achados reforçam a urgência e a importância de investigações direcionadas aos 

eventos moleculares das LO para descoberta de biomarcadores ou assinaturas biológicas que 

possam ser usados para ajudar na identificação de lesões que possuam um risco aumentado de 

transformação maligna.  

 

2.3 FIBROBLASTOS ASSOCIADOS AO CÂNCER  

 

 

A maioria dos fibroblastos tem origem embrionária do mesênquima primitivo, que se 

desenvolve a partir do mesoderma após a gastrulação, mas um subconjunto menor de 

fibroblastos também derivada da crista neural, que faz parte do ectoderma. Esta origem 

embrionária é compartilhada por outras linhagens mesenquimais, incluindo adipócitos, 

condrócitos e osteoblastos (Sahai et al., 2020). 

Embora a definição precisa de termo “fibroblasto” permaneça em constante debate, 

essas células foram descritas pela primeira vez no final do século 19 com base na sua 

localização no tecido e aparência microscópica (Tomasek et al., 2002; Parsonage et al., 2005). 

Descritas como células não vasculares, não epiteliais e não inflamatórias do tecido conjuntivo, 

os fibroblastos representam o seu principal componente celular e encontram-se embutidos na 

matriz extracelular fibrilar, sendo, em grande parte, responsáveis por sua síntese (Chang et 

al.,2002). Atualmente o termo fibroblasto tem sido empregado para descrever um grupo 

heterogêneo de células com morfologia fusiforme, de origem mesenquimal e que apresenta um 

espectro de fenótipos caracterizados por vários graus de contratilidade, que vão desde o 

fibroblasto em repouso até o miofibroblasto ativado observado na cicatrização de feridas (Chen 

et al., 2018; Nurmik et al., 2019; D’Arcangelo et al., 2020; Mao et al., 2021). Em termos 

práticos, os fibroblastos são frequentemente definidos por uma combinação de sua morfologia, 

posição do tecido e falta de marcadores de linhagem para células epiteliais, células endoteliais 

e leucócitos (Sahai et al., 2020).  Assim, há um consenso na literatura em descrever os 

fibroblastos que foram ativados durante a cicatrização de feridas como 'miofibroblastos', 

enquanto aqueles ativados no contexto do câncer são denominados CAFs, fibroblastos 

peritumorais ou fibroblastos estromais reativos (Chen et al., 2018; Nurmik et al., 2019; 

D’Arcangelo et al., 2020; Mao et al., 2021).  

A noção de que os fibroblastos do estroma tumoral adquirem um fenótipo ativado, 

semelhante aos fibroblastos encontrados na cicatrização de feridas, vem sendo estudada desde 
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a década de 1970 (Li et al., 2012). Apesar da diferença na nomenclatura, os fibroblastos ativados 

expressam marcadores análogos e apresentam fenótipos muito semelhantes, entretanto, com a 

importante exceção de que, diferente da inflamação aguda, os fibroblastos na inflamação 

crônica e no tecido tumoral não conseguem inativar (D’Arcangelo et al., 2020). Uma das 

grandes limitações no estudo dos CAFs é a ausência de marcadores que possam ser usados para 

identificar especificamente todas as suas subpopulações. No entanto, estas células têm sido 

comumente caracterizadas pela expressão da isoforma alfa da actina de músculo liso (α-SMA), 

visto que morfologicamente apresentam um intenso aparato contrátil, contendo um 

empacotamento de microfilamentos de actina, principalmente α-SMA, associado a proteínas 

como miosina e fibras do estresse (Hinz et al., 2001). Os CAFs também têm sido diferenciados 

dos fibroblastos quiescentes, estes últimos presentes em tecidos homeostáticos, pela expressão 

da proteína de ativação de fibroblastos (FAP), proteína 1 específica de fibroblastos (FSP1), 

receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR) α/β e vimentina, proteína de 

ativação de fibroblastos (FAP), paladina e podoplanina, dentre outros (Nurmik et al., 2019; 

Puram et al., 2017). Apesar dos inúmeros marcadores relacionados na literatura, nenhuma das 

atuais moléculas são expressas exclusivamente por CAF, sendo também encontradas em outras 

células do estroma (Kalluri et al., 2006; Elyada et al., 2019).  

Nos últimos anos, as pesquisas sobre CAFs têm se concentrado em compreender as 

diferenças entre as várias subpopulações destas células em vários tipos de tumor, especialmente 

para obter benefícios clínicos. No adenocarcinoma ductal pancreático, dois subtipos diferentes 

de CAF foram identificados com diferentes localizações intratumorais e diferentes perfis 

transcriptômicos. Os CAFs miofibroblásticos (myCAFs) têm uma interação direta com células 

neoplásicas e alta expressão de alfa-actina de músculo liso (αSMA), enquanto os CAFs 

inflamatórios (iCAFs) estão localizados distalmente às células tumorais e secretam altos níveis 

de IL-6 e outras citocinas (Elyada et al., 2019). Da mesma forma, no câncer de mama, duas 

subpopulações principais de CAFs foram relatadas: pCAFs e sCAFs, caracterizadas pela 

expressão de podoplanina (PDPN) e S100A, respectivamente. A função e a composição desses 

CAFs mudam durante a progressão do tumor e a proporção entre essas populações tem sido 

correlacionada com o desfecho clínico dos pacientes (Friedman et al., 2020). 

Embora o formato fusiforme seja semelhante à de sua contraparte normal, os CAFs são 

células maiores, abrigam vários ramos do citoplasma e têm nucléolos proeminentes à 

microscopia de luz. Estruturas mais complexas dos CAFs que podem ser vistas sob microscopia 
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eletrônica incluem retículo endoplasmático rugoso aumentado, abundantes ribossomos livres, 

um complexo de Golgi bem desenvolvido e ricas fibras de estresse (Chen et al., 2019). Ativados 

por diversas vias de sinalização, os CAFs apresentam uma variedade de origens incluindo 

fibroblastos residentes do tecido, células-tronco mesenquimais derivadas da medula óssea, 

células-tronco hematopoéticas, células epiteliais que sofreram transição epitelial-mesenquimal 

e células endoteliais que sofreram transição endotelial-mesenquimal (Ӧhlund, 2017; Huelsken 

& Hanahan, 2018). 

Atualmente está estabelecido na literatura que os CAFs desempenham um papel no 

desenvolvimento, progressão e metástase tumoral (Kalluri & Zeisberg, 2006; Orimo & 

Weinberg; Calvo et al., 2013; Goetz et al., 2011; Attieh et al., 2016). Por exemplo, um modelo 

in vitro de invasão de células cancerosas no estroma mostra que os CAFs lideram a invasão das 

células cancerígenas ao promover passagens através de géis de colágeno I /Matrigel (Gaggioli 

et al., 2007). Recentemente foi demonstrado que os CAFs exercem uma força física sobre as 

células cancerosas por meio de interações heterotípicas célula-célula que estimulam sua 

invasão. Nesse contexto, a interação entre N-caderina (expressa em CAF) e E-caderina 

(expressa nas células cancerígenas) atua para orquestrar coortes de células epiteliais malignas 

a invadir coletivamente o estroma (Labernadie et al., 2017). No entanto, ainda tem sido 

investigado se os CAFs cooperam com as células cancerosas em uma etapa anterior para violar 

a membrana basal e desencadear a transição do carcinoma in situ para um estágio invasivo 

(Kalluri & Zeisberg, 2006). 

Durante a invasão através da membrana basal, as células neoplásicas se incorporam no 

estroma circundante e ativam fibroblastos quiescentes, residentes do tecido através de sinais 

parácrinos, sendo os membros da superfamília do fator transformador de crescimento beta 

(TGF- β) as moléculas mais conhecidas por serem as principais indutoras da ativação dos CAFs 

(Kalluri, 2016). Digno de nota, os CAFs secretam grandes quantidades de isoformas 1, 2 e 3 de 

TGF-beta. Por sua vez, o TGF-beta secretado mantém um estado ativo autossustentado - 

tipicamente considerado como miofibroblasto - caracterizado pela expressão de alfa-actina de 

músculo liso (alfa-SMA) (Kojima et al., 2010). Fator de crescimento de hepatócitos (HGF), 

fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de fibroblastos 2 

(FGF-2), fator-1 derivado do estroma (SDF-1) e espécies reativas de oxigênio (ROS) também 

estão envolvidos neste processo. A ativação dos CAFs também pode ocorrer por meio de 

sinalização parácrina com células não malignas. Por exemplo, as citocinas produzidas por 
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células imunes durante o processo inflamatório podem instruir a função dos CAFs. Entre elas, 

a IL-1β produzida por células imunes em lesões hiperplásicas iniciais ativa fibroblastos normais 

em CAFs através da via NF-κB (Erez et al., 2010). Alternativamente, a secreção de granulina 

por macrófagos ativa os fibroblastos residentes em miofibroblastos promotores de tumor que 

sustentam o crescimento metastático no adenocarcinoma pancreático (Nielsen et al., 2016). 

Na literatura recente tem sido discutido que os CAFs apresentam substancial 

heterogeneidade fenotípica e funcional, o que acarreta a falta de biomarcadores definitivos para 

estas células (Öhlund et al., 2014; (Elyada et al., 2019; Mao et al., 2021). Foi mostrado que no 

adenocarcinoma ductal pancreático, dois subtipos de CAFs são capazes de se interconverter: os 

iCAFs (CAFs inflamatórios) são capazes de se transformar em myCAFs (CAFs 

miofibroblásticos) após a ativação da sinalização de TGF-β ou a inibição da via de sinalização 

JAK/STAT induzida por IL-1, sugerindo plasticidade potencial entre esses dois subtipos 

celulares (Elyada et al., 2019).  

É importante ressaltar que muitos estudos têm destacado o papel pró-tumorigênico dos 

CAFs via secreção de vários fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas e por meio da 

degradação das proteínas da matriz extracelular (MEC) (Glentis et al., 2017). Além de fatores 

inflamatórios e mitogênicos, os CAFs também secretam ROS, especificamente H2O2, e 

medeiam a cancerização de campo, promovendo a proliferação dos queratinócitos primários 

(Chan et al., 2017). Com base nas evidências atuais, os CAFs desempenham papéis importantes 

na regulação das atividades antitumorais das células imunes que se infiltram no tumor, 

incluindo células imunes inatas e adaptativas, no microambiente imunológico tumoral (MIT). 

Além disso, promovem a expressão de moléculas do ponto de verificação imunológico e 

remodelamento de MEC, que influenciam indiretamente o recrutamento e na atividade das 

células imunológicas (Harper et al., 2014).  

 Por meio da secreção de citocinas, quimiocinas e outras moléculas efetoras, incluindo 

TGF-β, CXCL2, colágenos, MMPs e laminina, os CAFs podem estimular as células imunes a 

participarem do desenvolvimento do tumor, além de facilitar a degradação e remodelação da 

MEC (Ziani et al., 2018; Kim et al., 2006). Até o momento, muitos estudos têm mostrado que 

as interações entre CAFs e células imunes são capazes de modular o MIT e, assim, inibir a 

resposta imune antitumoral (Ueshima et al., 2019; Sun et al., 2018; Shiga et al., 2015). Em 2004 

os CAFs foram reportados pela primeira vez no estroma do CEC oral (Barth et al., 2004) e, 

desde então, vários estudos têm enfatizado sua importância. Em geral, os estudos 
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clínicopatológicos demonstraram que a presença dessas células, particularmente no fronte de 

invasão dos CECs orais, se correlaciona significativamente com tamanhos maiores do tumor, 

presença de metástase linfonodal oculta, recidiva da doença, metástases à distância e sobretudo 

com o mau prognóstico dos pacientes (Bello et al., 2011; Kellermann et al., 2008; Li et al., 

2015; Marsh et al., 2011; Vered et al., 2010; Kawashiri et al., 2009). 

 

2.4 VESÍCULAS EXTRACELULARES 

 

As células podem se comunicar com células vizinhas ou com células distantes, 

localmente e entre órgãos, por meio da secreção de vesículas extracelulares (VEs) (Kalluri & 

Lebleu, 2020). As VEs compreendem principalmente estruturas nanométricas, que, 

semelhantes às células, são compostas de uma bicamada lipídica e podem conter todos os 

constituintes moleculares conhecidos de uma célula, incluindo proteínas, RNA e DNA, E 

refletem o estado fenotípico celular de origem (Raposo e Stoorvogel, 2013; Kalluri et al., 2016; 

Keshtkar et al., 2018). Todas as vesículas expressam moléculas de adesão em sua superfície, o 

que pode favorecer sua captura pelas células receptoras. Além disso, a dupla camada de 

membrana protege o conteúdo das VEs e permite que estas estruturas se movam por longas 

distâncias nos tecidos, impedindo a degradação por nucleases e proteases exógenas, e facilita 

ainda o transporte de sua carga a longo prazo. Portanto, as VEs permitem que as células 

expandam seu transcriptoma, proteoma e lipidoma intracelular para o espaço extracelular que 

alcançam, comunicando seu 'status' a outras células (Simons & Raposo, 2009; Kalluri & 

Lebleu, 2020). 

As VEs são encontradas em todos os fluidos biológicos e são secretadas por todas as 

células, o que as tona interessantes para biópsias líquidas minimamente invasivas, com 

potencial para amostragem longitudinal de acompanhamento da progressão das doenças (van 

der Pol et al., 2012; Kalluri & Lebleu, 2020). Embora as biópsias de tecidos continuem sendo 

o padrão-ouro para avaliação molecular, sua invasividade e amostragem limitada desafiam o 

manejo clínico, especialmente diante da heterogeneidade espacial do tumor e da sua evolução 

temporal. As VEs, por outro lado, oferecem uma via minimamente invasiva para acessar 

informações moleculares do tumor, representam parâmetros coletivos de células tumorais e 

podem ser utilizadas repetidamente para monitoramento longitudinal (Shao et al., 2018). 

Embora a classificação das VEs esteja em constante evolução, elas geralmente se 

enquadram em duas categorias principais, com base na sua biogênese: vesículas liberadas pela 
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via endossômica (exossomos) e por brotamento da membrana plasmática (microvesículas) 

(Simons & Raposo, 2009; Kalluri et al., 2016; Keshtkar et al., 2018).  Os exossomos 

compreendem uma das principais subclasses de VEs, com diâmetro de ~40 a 160 nm (~100 nm 

em média), que se originam da fusão de corpos multivesiculares (CMV) contendo vesículas 

intraluminais. Os CMV são transportados para degradação lisossomal ou fusão com a 

membrana plasmática. Quando os CMV se fundem à membrana celular e são liberados no 

ambiente extracelular, neste ponto as vesículas são comumente denominadas exossomos. Essa 

exocitose é regulada por p53, sob o controle da via de ativação do citoesqueleto, mas não é 

afetada pelo cálcio. Os exossomos contêm grandes quantidades de anexinas, tetraspaninas, 

como CD63, CD81 e CD9, e proteínas de choque térmico, incluindo Hsp60, Hsp70 e Hsp90. 

Eles também expressam Alix, gene de susceptibilidade ao tumor 101 (Tsg101) e clatrina. A 

membrana possui pequenas quantidades de fosfatidilserina, mas grandes quantidades de 

colesterol, ceramida e esfingolipídio (Keshtkar et al., 2018; Kalluri & Lebleu, 2020).  

Quando os exossomos são liberados no ambiente extracelular, eles podem interagir com 

as células receptoras por meio de mecanismos principais: entrar nas células por captação 

endocítica ou por fusão direta das vesículas à membrana celular; também podem transmitir seu 

conteúdo por meio da adesão à superfície celular, mediada pela interação de um receptor de 

ligante de lipídio Essas interações indicam que os exossomos possuem papéis essenciais na 

comunicação célula-célula e na modulação imunológica em diferentes condições fisiológicas e 

patológicas (Konala et al., 2016). 

Em contraste, as microvesículas (MVs) são grandes VEs, que variam de 100 a 1000 nm 

de diâmetro, e são formadas por brotamento externo da membrana plasmática, em diferentes 

tipos de células, que envolvem a reorganização do citoesqueleto de actina dependente de Arf6- 

e RhoA, um processo que também requer aumento do cálcio intracelular (Konala et al., 2016).  

Os MVs contêm grandes quantidades de proteínas contendo fosfatidilserina associadas às 

jangadas lipídicas e são ricas no marcador de superfície CD40, bem como colesterol, 

esfingomielina e ceramida. Elas carregam uma carga de proteínas, RNA e DNA que interagem 

com as células receptoras por meio de interações receptor-ligante específicos (Simons & 

Raposo, 2009; Raposo & Stoorvogel, 2013).  

Embora exossomos/VEs e as MVs pareçam ser secretados por meio de mecanismos 

diferentes, não se sabe se esses dois tipos principais de VEs são capazes de mediar resultados 

biológicos distintos. No entanto, um estudo descobriu que as MVs entregam DNA de plasmídeo 
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funcional e proteínas para células receptoras de forma mais eficiente do que os exossomos 

(Kanada et al., 2015; French et al., 2017), sugerindo que diferentes classes de VEs podem ser 

funcionalmente distintas. Devido à falta de consenso sobre as terminologias e visando uma 

padronização da nomenclatura, a International Society for Extracellular Vesicles tem 

encorajado os autores a empregar o termo “Extracellular Vesicles” como um termo genérico 

que representa todas as vesículas secretadas (Théry et al., 2018).  

Evidências crescentes mostram que as VEs são cruciais na comunicação intercelular no 

câncer. Tanto o conteúdo interno das VEs atuam como fatores parácrinos e/ou autócrinos, 

quanto as moléculas específicas que estão expostas na superfície das VEs, como por exemplo 

o TGF-β (Shelke et al., 2019; Dai et al., 2020), influenciam nesse processo.  VEs liberadas por 

CAFs podem ser internalizadas por células tumorais e contribuir na progressão e metástase por 

meio da transferência de vários tipos de substâncias. De forma correspondente, as VEs liberadas 

por células malignas também podem promover a ativação dos CAFs (Yang et al., 2017; Webber 

et al., 2010). 

As VEs derivadas do câncer podem induzir a diferenciação das células endoteliais em 

CAFs, dos quais os exossomos, por sua vez, podem auxiliar na invasão das células malignas 

(Yang et al., 2019). Tem sido demonstrado que o TGFβ expresso na superfície de VEs derivadas 

de carcinomas de próstata, colorretal, bexiga e mama, induzem a ativação de fibroblastos por 

ganho de expressão de αSMA (α-actina de músculo liso) e FGF2 (fator de crescimento de 

fibroblastos 2) (Webber et al., 2010). Em contrapartida, VEs de CAF são enriquecidas com 

TGF-β, que induz a fosforilação de SMAD2/3 em células de câncer de ovário e promovem a 

TEM e invasão (Li et al., 2017; Dai et al., 2020). Os CAFs também secretam Wnt10b nas VEs, 

que ativa a via Wnt/β-catenina e promove a metástase no câncer de mama. Em particular, 

fibroblastos que apresentam baixa expressão de p85α secretam mais Wnt10b nas VEs, 

promovendo, a migração e invasão das células cancerosas na neoplasia maligna mamária (Chen 

et al., 2017). Nesse contexto, também tem sido descrito que VEs secretadas por fibroblastos e 

CAFs de mama desempenham um papel fundamental na promoção da motilidade e metástase 

ao mobilizar a sinalização autócrina da polaridade celular planar Wnt-PCP em células tumorais 

(Luga et al., 2012). 

É relevante destacar que a transferência de carga molecular do câncer para células 

estromais via VEs é um regulador chave da diferenciação dos CAFs. As células estromais, 

particularmente os fibroblastos, absorvem um grande número de VEs derivadas de células 



43 

 

cancerígenas quando comparadas às células epiteliais, tornando-as alvos importantes de cross-

talk mediado por VEs (Lee et al., 2016). Além disso, células endoteliais, pericitos e células-

tronco mesenquimais também podem ser induzidas a um fenótipo CAF por VEs derivadas do 

câncer (Chowdhury et al., 2015; Yeon et al., 2018; Ning et al., 2018). Nesse contexto, a 

capacidade das VEs derivadas de CAF em promover efeitos tumorigênicos em células 

cancerígenas receptoras tem sido associada a proteínas e RNAs não codificantes, incluindo 

miRNAs e lncRNAs. O impacto da carga dessas VEs tem uma série de efeitos, incluindo a 

promoção da transição epitélio-mesênquima, invasão, metástase, proliferação, crescimento, 

quimiorresistência, reprogramação metabólica e a inibição da apoptose (Shoucair et al., 2020). 

Recentemente, as VEs têm recebido atenção crescente como potenciais alvos 

terapêuticos na pesquisa do câncer; no entanto, para que as vias biológicas envolvidas sejam 

alvos terapêuticos, ainda é necessário muito mais conhecimento para entender melhor o papel 

dessas moléculas no crosstalk tumor-CAF, especialmente no contexto do CEC oral. 

 

2.5 PROTEÔMICA BASEADA EM DESCOBERTA 

 

Os avanços na pesquisa de biomarcadores de câncer são paralelos ao desenvolvimento 

de tecnologias. Nos últimos anos, grandes avanços nos métodos analíticos genômicos e 

proteômicos revelaram redes de sinalização altamente complexas que contribuem para o início 

e a progressão da doença. Por sua vez, a fisiopatologia diversa dos cânceres e a natureza 

heterogênea dos tumores ilustram o efeito que as alterações genéticas e proteicas têm na 

sinalização oncogênica (Dagogo-Jack & Shaw, 2018). 

Desde a introdução das tecnologias 'ômicas', uma infinidade de novas ferramentas para 

entender sistemas biológicos complexos tornou-se disponível. Estudar o proteoma, ou seja, o 

complemento proteico do genoma, é uma boa maneira de obter mais informações sobre a 

expressão e modificação de proteínas em células, tecidos e organismos (Garraway, 2013). As 

tecnologias de proteômica também permitem medir a abundância de proteínas, caracterizar 

modificações pós-traducionais, a localização das proteínas e também estudar a estrutura e as 

interações dessas moléculas (Fields, 2001). Em comparação com o genoma estático, o proteoma 

humano é mais diverso, pois consiste em cerca de 500.000 isoformas de proteínas derivadas de 

cerca de 20.000 genes codificadores de proteínas. Este grande aumento na diversidade de 
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proteínas é em grande parte devido ao splicing alternativo e às modificações pós-traducionais 

(Tan et al., 2012). 

Nos últimos anos, as tecnologias proteômicas baseadas em espectrometria de massas 

(MS) se tornaram o método de escolha para analisar amostras complexas de proteínas. O 

principal motor que impulsionou a proteômica na clínica foram os avanços tecnológicos 

significativos no campo da espectrometria de massas e da bioinformática, melhorando 

continuamente a sensibilidade, especificidade e rendimento, tornando o estudo de milhares de 

proteínas de células, tecidos e fluidos corporais possíveis em um experimento (Baker et al., 

2012). Para este fim, a proteômica foi implementada na pesquisa clínica para compreender a 

fisiopatologia de várias doenças (Hanash, 2003). Mais especificamente, a proteômica clínica 

concentra-se na compreensão da patogênese das doenças, caracterizando novos alvos como 

candidatos a biomarcadores, para o desenvolvimento de drogas e intervenção terapêutica 

(Hanash, 2011; Mischak et al., 2012). 

Descrita também como proteômica por shotgun, essa metodologia é aplicada sobretudo 

em estudos nos quais busca-se conhecer as proteínas que estão com a abundância alterada sob 

determinado estímulo ou condição e, dessa forma, levantar hipóteses quanto aos mecanismos 

moleculares, processos biológicos ou respostas fenotípicas das células. Considerando que não 

se sabe a priori as proteínas que serão identificadas, têm-se denominado essa estratégia de 

proteômica baseada em descoberta (discovery-based proteomics ou untargeted). Nesta 

abordagem, o foco está na identificação e quantificação relativa de um maior número possível 

de proteínas ou modificações pós-traducionais em um sistema biológico (Marx, 2013). 

O aumento do conhecimento da complexidade e heterogeneidade do câncer nos últimos 

dez anos deixou claro que o esta patologia evolui por várias vias, sendo resultado de uma 

variedade de eventos genéticos, moleculares e clínicos. Como uma doença altamente complexa, 

a desregulação de múltiplas vias de sinalização e a dinâmica de envolvimento de uma variedade 

de componentes que interagem por meio de redes complexas é enorme. Uma vez que a 

transformação maligna envolve mudanças na abundância de proteínas, o que influencia a 

sinalização molecular das células, a análise de proteínas é uma estratégia fundamental para 

caracterizar redes regulatórias e funcionais, identificar modificações e interações de proteínas, 

estudar novos alvos para o desenvolvimento de drogas e explorar candidatos a biomarcadores 

em diversas áreas de conhecimento, especialmente em oncologia (Cho, 2007; Jain, 2008).  
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3 OBJETIVO 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Caracterizar o perfil proteômico de fibroblastos orais associados ao tecido normal 

(NAFs), leucoplasia oral (LAFs) e carcinoma espinocelular oral (CAFs) e de suas vesículas 

extracelulares (VEs) para indicar potenciais marcadores de transformação maligna.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Isolamento de NAFs, LAFs e CAFs primários pela técnica do explante. 

• Isolamento de VEs de NAFs, LAFs e CAFs por ultracentrifugação sequencial. 

• Caracterização de marcadores de fenótipos em LAFs e CAFs pela técnica de RT-qPCR. 

• Caracterização as VEs por tamanho e concentração por análise de rastreamento de 

nanopartículas. 

• Caracterização do perfil proteômico dos NAFs, LAFs e CAFs, assim como das suas VEs por 

proteômica baseada em espectrometria de massas. 

• Correlação da abundância das proteínas diferenciais em células e VEs com as características 

clínico-patológicas dos pacientes com LO e CEC oral por análises estatísticas. 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os procedimentos empregados para a realização desta pesquisa estão listados e descritos 

nos tópicos seguintes. A Figura 1 resume o delineamento experimental utilizado para esta 

pesquisa. 
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Figura 1 - Delineamento experimental. A. Culturas celulares primárias de fibroblastos orais humanos foram 

estabelecidas a partir de fragmentos teciduais de tecido controle não maligno, leucoplasia oral e carcinoma 

espinocelular oral. Os tecidos foram coletados imediatamente após excisão cirúrgica. Todas as amostras foram 

cultivadas em meio DMEM completo por aproximadamente 3 semanas até o isolamento de VEs e coleta das células 

para os experimentos subsequentes. B. As VEs foram isoladas por centrifugaçação e ultracentrifugação diferencial 

e caracterizadas por rastreamento de nanopartículas (NTA). O fenótipo celular foi caracterizado por RT-qPCR 

para identificar populações myCAF, iCAFs e apCAF. C. As células e suas VEs foram submetidas a extração de 

proteínas e digestão com tripsina.  A mistura de peptídeos foi analisada por cromatografia líquida acoplada à 

espectrometria de massas in tandem por proteômica baseada em descoberta (LCMS/MS). Os dados foram 

analisados nos softwares MaxQuant e Perseus e os alvos proteicos das células e VEs foram selecionados após 

correlação aos dados clínico-patológicos dos pacientes.  

 
 

Fonte: SÁ, J. O. et al. Manuscrito em preparação.  
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4.1 APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 

 

Este estudo foi conduzido de acordo com as Boas Práticas Clínicas relativas à pesquisa 

médica envolvendo seres humanos, de acordo com a Declaração de Helsinque. A coleta e o uso 

das amostras de tecido humano foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa vinculado 

à Faculdade de Odontologia de Piracicaba, por meio da Plataforma Brasil, sob o número de 

protocolo (CAAE nº 51762415.5.0000.5418) e no Instituto do Câncer do Estado de São Paulo 

(ICESP) (CAAE nº 61402116.8.0000.0065) (Anexo 1). 

 

4.2 CASUÍSTICA E COLETA DAS AMOSTRAS CLÍNICAS 

 

Todos os pacientes foram informados que as amostras biológicas coletadas por meio da 

prática clínica padrão seriam usadas para fins desta pesquisa e foram convidados a assinar um 

termo de consentimento livre e esclarecido. Nenhuma informação pessoal foi usada no 

momento da obtenção das amostras e um número de protocolo foi atribuído de acordo com a 

sequência das coletas. No caso de recusa do paciente, que poderia ser expresso oralmente ou 

por escrito, as amostras não foram coletadas. Todos os casos incluídos neste estudo foram 

coletados prospectivamente entre 2017 e 2019. 

Para este estudo foram incluídos três grupos experimentais: tecido normal (TN) 

controle, leucoplasia oral (LO) e CEC oral. Para todos os casos foram estipulados os seguintes 

critérios de inclusão: i) idade a partir de 40 anos ii) dados demográficos e clínico-patológicos 

completos, além das informações de acompanhamento. Foram excluídos os casos com i) 

diagnóstico de doenças autoimunes, ii) história conhecida de infecção ativa pelos vírus HIV, 

HBV e HCV; iii) grávidas ou amamentando; iv) história prévia de neoplasia maligna em região 

de cabeça e pescoço e v) lesões em orofaringe. 

As amostras controles foram obtidas de fragmentos milimétricos de tecido normal, 

removidos das margens externas das hiperplasias fibrosas. Os fragmentos de leucoplasia foram 

coletados dos casos com diagnóstico clínico da lesão em cavidade oral e que foram submetidos 

a biópsia incisional ou remoção cirúrgica completa. Os critérios de inclusão para esse grupo 

compreenderam: i) apresentação clínica de acordo com as diretrizes atuais da Classificação da 

OMS: "uma placa branca não removível à raspagem, de risco questionável, tendo excluído 

(outras) doenças ou distúrbios conhecidos que não trazem risco aumentado de câncer” (Reibel 
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et al., 2017); ii) pacientes tabagistas e/ou ex tabagistas; iii) etilistas e/ou ex etilistas. Foram 

excluídos: i) lesões de LO em orofaringe, ii) casos que apresentavam outros tipos de DOPM, 

como líquen plano; iii) casos coletados inicialmente como LO e que obtiveram o diagnóstico 

histopatológico confirmado de CEC oral in situ ou microinvasivo; iv) pacientes não tabagistas; 

v) pacientes que apresentaram lesões brancas, com aparência verrucosa semelhantes à 

leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP). A LVP é uma forma distinta de LO multifocal, 

caracterizada por curso clínico progressivo, alto índice de recorrência após a remoção completa 

das lesões e taxas de transformação maligna excepcionalmente altas entre todos os DOPM 

(González-Moles et al., 2021; Ramos-García et al., 2021) e, portanto, casos de LVP poderiam 

enviesar os resultados do presente estudo. 

Fumantes atuais foram considerados aqueles que fumavam um cigarro ou mais por dia; 

ex-fumantes foram considerados aqueles que não fumaram pelo menos nos últimos 30 dias 

(Wen et al., 2001; Chien et al., 2008; Yang et al., 2021). Os etilistas atuais ou regulares foram 

aqueles que declararam consumir bebidas alcoólicas ao menos mais de uma vez por semana e 

foram considerados ex-etilistas os pacientes que declararam não beber por pelo menos 12 meses 

antes da cirurgia para excisão da lesão (Dawson, 2000; Yang, et al., 2021).  Os casos controles 

e de LO foram coletados de pacientes atendidos no Serviço de Estomatopatologia do Orocentro, 

da Faculdade de Odontologia de Piracicaba - FOP, UNICAMP, durante a remoção cirúrgica 

das lesões. Os critérios de inclusão e exclusão estabelecidos para os casos controle e de LO 

foram estabelecidos em decorrência das características clínicas dos casos de CEC oral, com o 

objetivo de mantê-las similares, como a idade, consumo de tabaco e álcool e localização das 

lesões. 

Os espécimes de CEC oral foram coletados de pacientes com lesões suspeitas e 

submetidos a biópsia incisional na Cínica Orocentro, da Faculdade de Odontologia de 

Piracicaba - FOP, UNICAMP e de uma coorte de pacientes submetidos a ressecção cirúrgica 

no Departamento de Cirurgia de Cabeça e Pescoço do Instituto do Câncer do Estado de São 

Paulo (ICESP) da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. Os critérios de 

inclusão para este grupo foram: i) pacientes com diagnostico de CEC oral primário por 

coloração com hematoxilina e eosina, independente do estadiamento clínico ou patológico; 

disponibilidade de todos os blocos das biópsias ou peças cirúrgicas fixadas em formalina e 

embebidas em parafina. Os critérios de exclusão foram: i) segundo tumor primário; ii) 

recidiva(s) de CEC oral; iii) carcinoma localizado em nasofaringe, seios paranasais, orofaringe, 
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hipofaringe e laringe; iv) metástases à distância e v) tratamento adjuvante antes da cirurgia. As 

amostras tumorais foram coletadas do compartimento estromal por um patologista experiente 

do serviço durante o transcirúrgico, antes da pintura da peça com corante e adição ao formol, 

evitando áreas necróticas.  

Imediatamente após a excisão cirúrgica, cada amostra medindo entre 0,4-0-6cm foi 

lavada 2 vezes em meio de cultura DMEM completo (descrição do meio no item 4.3) para 

remoção do excesso de sangue e mantida por 16 h à temperatura ambiente até o processamento.  

 

4.3 CULTURA CELULAR PRIMÁRIA DE FIBROBLASTOS ORAIS 

 

As linhagens celulares primárias de fibroblastos humanos foram estabelecidas a partir 

da técnica do explante (Takahashi et al., 2015; Bagordakis et al., 2016). Todas as amostras 

foram processadas em Nível de Biossegurança 2 (NB-2) no Laboratório Nacional de 

Biociências (LNBio/CNPEM), de acordo com o regulamento de risco envolvido.  

Em fluxo laminar e com o auxílio de pinças e lâminas estéreis, os fragmentos de tecido 

foram novamente lavados por 2 vezes e em seguida cortados em fragmentos menores de 

aproximadamente 1 mm3, transferidos para frascos de cultura celular de 25 cm2 (passagem 0) e 

cultivados em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium; Life/Thermo), pH 7.4, 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab Ltda, Campinas-SP) previamente 

depletado de exossomos e acrescido de 1% de penicilina/estreptomicina (Sigma Aldrich, 

St.Louis, MO, EUA). Neste estudo este meio de cultura é denominado DMEM completo. Todas 

as amostras foram mantidas em incubadora a 37°C com atmosfera umidificada constante 

contendo 5% de CO2.  

 

4.4 ISOLAMENTO DE VESÍCULAS EXTRACELULARES 

 

Os requisitos experimentais mínimos para isolamento das VEs foram baseados na 

publicação de Théry et al., 2018. Todos as VEs usadas neste estudo foram isolados por 

centrifugação sequencial, conforme descrito anteriormente (Peinado et al., 2012; Hoshino et al., 

2015).  
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O SFB utilizado nos meios de cultura foi previamente depletado por ultracentrifugação 

para reduzir a contaminação de exossomos bovinos durante todo o processo de cultivo celular. 

Resumidamente, os tubos foram carregados com SFB e submetidos a ultracentrifugação por 

120.000 x g por 70 min a 4°C (Beckman Optima L-80XP Ultracentrifuge, SW 45Ti; Beckman 

Coulter, Inc., Fullerton, CA, EUA). O sobrenadante foi então filtrado em fluxo laminar usando 

membrana de 0,22 µm (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). Para minimizar o co-isolamento 

de vesículas exógenas, a água Miliq utilizada para o preparo dos meios de cultura e tampão 

PBS foi investigada por análise de rastreamento de nanopartículas (do Inglês, Nanoparticle 

Tracking analysis - NTA).  

Quando as células na passagem 3 atingiram confluência de ~60%, elas foram incubadas 

em meio DMEM completo por 48h, a 37ºC em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2. O 

sobrenadante (200mL) resultante desse período, com ~80% de confluência celular e <5% de 

morte celular por placa, foi cuidadosamente coletado e as VEs foram isoladas por centrifugação 

e ultracentrifugação sequencial. O teste de viabilidade foi realizado por meio da diluição das 

células em Azul de tripan 0,4% (Gibco®, USA) e contagem em câmara de Neubauer. Todas as 

linhagens celulares primárias foram testadas para verificação de contaminação por micoplasma 

pela técnica da Reação em cadeia da Polimerase (PCR). 

Inicialmente o sobrenadante foi centrifugado a 500 x g durante 10 min para remoção de 

detritos celulares e em seguida foi centrifugado por 30 min a 10.000 x g (Eppendorf Centrifuge 

5810R) para sedimentar corpos apoptóticos e microvesículas grandes (>200nm). O meio 

coletado foi então ultracentrifugado a 100.000 x g por 70 min para sedimentar vesículas 

extracelulares menores (rotor Beckman 45Ti). Finalmente, as VEs foram lavadas em solução 

salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,4 e sedimentadas novamente por ultracentrifugação 

de 100.000 x g em rotor de 32 Ti em uma ultracentrífuga Beckman Optima L-80XP. 

Todas as etapas de centrifugação foram realizadas a 4°C. Os pellets finais contendo VEs 

foram ressuspendidos em 50ul de PBS gelado, previamente filtrado, e armazenados a -80°C 

para posterior análise de rastreamento de nanopartículas (NTA) e caracterização do conteúdo 

proteômico por análise de LC-MS/MS. Todas as VEs foram submetidas ao descongelamento-

recongelamento por um total de 4 vezes para realização dos seguintes experimentos a) análises 

por NTA (2x); b) experimento piloto para digestão in gel (1x) e c) digestão in gel para as 

análises por LC-MS/MS (1x). 
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4.5 CARACTERIZAÇÃO DAS VES POR ANÁLISE DE RASTREAMENTO DE NANOPARTÍCULAS 

 

O tamanho e o número de vesículas purificadas foram determinados por análise de 

rastreamento de nanopartículas usando o instrumento NanoSight NS300 (NanoSight, 

Amesbury, Reino Unido), que analisa o rastreamento de nanopartículas com base no princípio 

de espalhamento de luz e permite o rastreamento do movimento browniano de cada 

nanopartícula em uma suspensão líquida (Dragovic et al., 2011; Szatanek et al., 2017). O NS300 

é equipado com uma iluminação laser verde de 532 nm que ilumina as partículas nanométricas 

e, por consequência, podem ser visualizadas como pontos individuais através de uma câmera. 

A velocidade do movimento das partículas é utilizada para calcular o tamanho das mesmas, 

aplicando a equação bidimensional de Stokes-Einstein. 

 As configurações do equipamento foram definidas de acordo com o manual do 

fabricante (NanoSight NS300 Operating Manual, MAN0516-07-EN-00, 2015). O nível da 

câmera foi aumentado até que todas as partículas estivessem distintamente visíveis, sem 

exceder a saturação do sinal acima de 20%. Resumidamente, alíquotas das VEs isoladas foram 

diluídas (1:1.000) em solução PBS, previamente filtrado em membrana de 0,22 µm de tamanho 

de poro, injetadas no instrumento e medidas a 18°C. Para cada medição, cinco vídeos de 1 

minuto foram capturados e analisados pelo software integrado NanoSight NTA 3.1. O tamanho 

médio (nm) e a concentração (partículas/mL) das VEs foram calculados integrando os dados 

dos cinco registros.  

 

4.6 EXTRAÇÃO DE RNA E SÍNTESE DE CDNA DOS NAFS, LAFS E CAFS 

 

O RNA intracelular foi extraído de todos os fibroblastos na passagem 3, das mesmas 

células das quais foram isoladas as VEs, utilizando o reagente caotrópico TRIzol (Invitrogen, 

EUA), conforme as instruções do fabricante. Todos os experimentos foram realizados em 

condições DNAse/RNAse free. 

Resumidamente, para cada amostra foram adicionados 1.000 µL de Trizol e a mistura 

foi homogeneizada por 15 segundos em vórtex. Acrescentou-se 200 µL de clorofórmio 

ultrapuro 100% e agitação por inversão por 30 seg. Após um período de 5 minutos à temperatura 

ambiente (TA), as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g durante 15 minutos a 4°C. 

Aproximadamente 500 µL do sobrenadante foram transferidos para outro microtubo, com 
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capacidade para 1,5 mL. As amostras de RNA foram precipitadas em 500 µL de Isopropanol 

gelado, após incubação de 10 minutos à TA e centrifugação por 30 minutos a 12.000 x g a 4°C. 

O isopropanol foi descartado e as amostras foram lavadas 3 vezes em 1.000 µL de etanol 70% 

gelado, com centrifugações de 7.500 x g por 5 min à 4ºC e posteriormente secas em 

concentrador à vácuo por 10 min. Em seguida, os precipitados foram ressuspensos em 30 µL 

de água ultrapura tratada com DEPC (dietilpirocarbonato, forte inibidor de ribonucleases). O 

RNA foi armazenado a -80°C até o momento de sua utilização na reação de RT-qPCR. 

A concentração total de RNA foi medida usando um espectrofotômetro NanoDrop® 

1000c (Thermo Scientific). A leitura foi realizada com 1 μL de cada amostra e foram anotadas 

as concentrações em ng/μL. A pureza do RNA foi classificada como satisfatória a partir da 

avaliação das razões de absorção A260/A280 e A260/230.  

O cDNA (DNA complementar) foi sintetizado a partir de 2 µg de RNA total por 

transcrição reversa usando o kit comercial High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(Thermo Scientific, Estados Unidos), seguindo as recomendações técnicas do fabricante. Todas 

as amostras foram armazenadas a -80°C e não foram descongeladas até que a reação RT-qPCR 

fosse realizada. 

 

4.7 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL (RT-QPCR) 

 

Os experimentos de RT-qPCR foram realizados para a caracterização do fenótipo dos 

NAFs, LAFs e CAFs. As sequências dos conjuntos de primers foram projetadas usando o 

Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e o IDT OligoanalyzerTM 

(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) foi usado para prever a ocorrência de 

dímeros e estruturas secundárias. As informações detalhadas e instruções para o uso do Primer-

BLAST já foram discutidas anteriormente (Ye et al., 2012). As sequências de todos os primers 

usados neste estudo estão descritos na tabela 1. 

Para avaliar a eficiência de amplificação (E), a quantidade de cDNA foi pré-determinada 

por meio de diluições em série de amostras de cDNA dos NAFs, LAFs e CAFs, utilizando 5 

diferentes concentrações (100 ng, 25 ng, 6,25 ng, 1,56 ng e 0,39 ng), de acordo com a equação 

E = 10(−1/slope)−1. Primers que apresentaram valores de eficiências com variação de 95-105% 

foram consideradas satisfatórias para as análises posteriores.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer
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As amplificações por PCR foram realizadas em duplicata e a especificidade dos 

produtos foi verificada com base na análise da curva de melting. Controles negativos e positivos 

foram incluídos para cada reação. O controle positivo consistiu em uma amostra representativa 

de cada material biológico (NAF, LAF e CAF), que foi usada como amostra normalizadora e 

permitiu a correção de variações intra-ensaios. O controle negativo consistiu em água DEPC. 

Todas as reações foram realizadas pelo método de quantificação relativa aos genes de referência 

GAPDH e GUSB. 

As reações foram realizadas com o reagente Power SYBR® Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems, EUA), que se baseia na utilização de uma molécula fluorescente que, 

quando intercalada à dupla fita de DNA, passa a emitir fluorescência. Foram utilizados 250 nM 

de primers forward e reverse e 30 ng de cDNA, totalizando 12 µL de volume final de reação. 

Todas as reações foram realizadas em duplicata técnica no equipamento 7500 Real-Time 

(Applied Biosystems), em placas ópticas de 96 poços. O programa de termociclagem padrão 

consistia em desnaturação inicial de 95 °C por 10 min, seguida por 40 ciclos de amplificação, 

que seguiram com desnaturação a 95°C por 15 seg. e anelamento dos iniciadores a 60 °C por 1 

min.  

Os resultados foram avaliados no software 7500 v2.3 com o objetivo de realizar o 

controle de qualidade dos dados gerados. Após a observação manual da qualidade dos dados 

obtidos, os resultados foram exportados em formato .xlsx para avaliação da expressão relativa 

dos genes propostos no software Excel (Microsoft). A quantificação relativa foi calculada 

usando o modelo proposto por Pfaffl (Pfaffl, 2001) e o teste paramétrico one-way ANOVA, 

seguido pelo pós-teste de Tukey, foram aplicados para comparar os níveis de transcrição 

logaritmizados na base 2 entre as amostras de NAF, LAF e CAF, utilizando o GraphPad Prism 

v8.2.1, (https://www.graphpad.com). Valores de p≤0,05 foram considerados estatisticamente 

significantes.  As associações significativas foram visualizadas em forma de gráficos 

ViolinPlot. A diferença estatística significante entre dois grupos foi representada por barra e 

asteriscos, onde * representa p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.  

Para a visualização do painel de genes avaliados foi empregado o agrupamento 

hierárquico transformando os valores de expressão gênica relativa de cada marcador em z-

score, com a ferramenta estatística R. Análises estatísticas paramétricas (teste T de Student para 

amostras independentes ou one-way ANOVA) foram realizadas para correlacionar a expressão 

gênica relativa logada na base 2, entre os genes diferencialmente expressos entre NAF vs. LAF 

https://www.graphpad.com/
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e NAF vs. CAF, resultantes da caracterízação das células por RT-qPCR em myCAF, iCAF e 

apCAF, com as mesmas variáveis clínico-patológicas dos casos de LO e CEC oral usadas nas 

comparaç~oes por proteômica. A descrição desta análise encontra-se no íten 4.11. 

Tabela 1 - Genes alvos e referências selecionados para verificação da expressão diferencial em amostras 

de fibroblastos primários isolados de tecido normal, leucoplasia oral e carcinoma espinocelular oral, de 

acordo com a classificação de subpopulação CAF.  

(continua) 
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Tabela 1 - Genes alvos e referências selecionados para verificação da expressão diferencial em amostras 

de fibroblastos primários isolados de tecido normal, leucoplasia oral e carcinoma espinocelular oral, de 

acordo com a classificação de subpopulação CAF.  

(continuação) 
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Tabela 1 - Genes alvos e referências selecionados para verificação da expressão diferencial em amostras 

de fibroblastos primários isolados de tecido normal, leucoplasia oral e carcinoma espinocelular oral, de 

acordo com a classificação de subpopulação CAF.  

(conclusão)  

 

 
 

 

Sequência NCBI: Número de acesso da sequência do nucleotídeo ao banco de genes do NCBI. 

myCAF: fibroblastos associados ao câncer miofibroblástico 

iCAF: fibroblastos associados ao câncer inflamatórios 

apCAF: fibroblastos associados ao câncer apresentadores de antígeno 

Referência: gene endógeno considerado referência ou normalizador 

 

4.8 EXTRAÇÃO DE PROTEÍNAS E DIGESTÃO ENZIMÁTICA DAS AMOSTRAS DE CÉLULAS E VES 

PARA PROTEÔMICA BASEADA EM DESCOBERTA 

 

4.8.1 Preparação dos lisados celulares e digestão em solução 

 

Para as etapas de lise e extração das proteínas celulares, uma alíquota de cada amostra 

celular (n=47) foi ressuspendida e homogeneizada em 500-600 uL de tampão de ureia (50 mM 

Tris-HCl, pH 7,5; Uréia a 8 M e Tioureia a 2 M) contendo o coquetel de inibidores de proteases 

cOmplete Mini Coquetel Inibidor (Roche) e EDTA 1 mM. As suspensões celulares foram 

sonicadas em gelo por três ciclos de pulsos de 30 s a 20% de amplitude (Vibra-Cell ™ 

Ultrasonic Liquid Processor VCX500, Sonics & Materials, Inc.). Para evitar a degradação das 

proteínas, foram mantidos intervalos de 40 s no gelo para resfriamento das amostras entre cada 

sonicação. A sonicação foi realizada de forma consistente com 20% de output para não causar 

espumas, pois as bolhas reduzem a transmissão de energia da ponta da sonda para a amostra, 

limitando assim a eficiência da lise. 

Em seguida, o extrato celular foi centrifugado a 4°C por 20 min a 12.000x g e o 

sobrenadante foi transferido para um novo tubo. A concentração de proteína total em cada 

amostra foi analisada com o kit de ensaio Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) e, em 

seguida, as amostras foram aliquotadas e armazenadas à -80ºC para uso posterior. 

Para as etapas de digestão, amostras com alíquotas equivalentes a 10 μg de proteína 

foram processadas por meio de protocolo de digestão em solução, conforme descrito 

anteriormente em protocolo já utilizado em nosso grupo de pesquisa (Carnielli et al., 2018). 
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Resumidamente, as alíquotas foram tratadas com ureia na concentração final de 8 M, seguido 

por redução das proteínas com solução de DTT a 5 mM (por 25 min, a 56°C) e alquilação das 

cisteínas com solução de iodoacetamida a 14 mM (por 30 min no escuro, à temperatura 

ambiente). A mistura foi então diluída com solução de NH4HCO3 a 50 mM para reduzir a 

concentração final de ureia a 1,6 M e o cloreto de cálcio foi adicionado na concentração final 

de 1 mM. Finalmente, para digestão das proteínas a solução de tripsina (Promega) na proporção 

de 1:50 (enzima substrato), especificamente 2uL, foi adicionada a cada tubo e a reação 

prosseguiu durante 16h a 37 °C. Após incubação durante a noite, 1ul de tripsina (1:50) foi 

adicionado às amostras e a digestão foi continuada por mais 5 h, a 37°C. A digestão tríptica foi 

encerrada pela adição de ácido trifluoroacético a 0,4% e, em seguida, os peptídeos foram 

dessalinizados por meio de stage tips C18 (Rappsilber et al., 2007). As amostras foram então 

submetidas à secagem em um concentrador a vácuo e armazenadas a -80ºC para análise de 

espectrometria de massas (LC-MS) com aquisição dependente de dados (DDA). 

 

4.8.2 Preparação das VEs e digestão em gel de SDS-PAGE 

 

5x109 de VEs, determinado previamente por NTA, foram solubilizadas em tampão de 

lise contendo desoxicolato de sódio a 12 mM e lauroil sarcosinato de sódio a 12 mM em Tris 

HCl 100 mM, pH 8,5 (protocolo adaptado de Chen et al., 2017) e fervidas a 95 °C por 5 min. 

Em seguida, o tampão Laemmli 2x com β-mercaptoetanol (Sigma - Aldrich) foi adicionado às 

amostras, que foram fervidas novamente por 5 min a 95°C e aplicadas no gel pré-fabricado de 

poliacrilamida (10% Mini-Protean® TGXTM, Bio-Rad). A eletroforese ocorreu em um sistema 

Bio-Rad com a voltagem fixada em 100V durante 15 min, de acordo com as recomendações do 

fabricante, apenas para as proteínas entrarem em aproximadamente 1 cm no gel. Ao final da 

corrida, o gel foi cuidadosamente retirado do suporte e corado com metanol a 40% (v/v), ácido 

acético a 20% (v/v) e Coomassie Brilliant Blue R 0,1%, durante 1 hora, em temperatura 

ambiente sob agitação. Posteriormente, o gel foi descorado em solução contendo metanol a 40% 

(v/v) e ácido acético a 12% (v/v), realizando a troca da solução a cada 30 minutos até a 

visualização das bandas.  

Todos os géis foram digitalizados e as bandas contendo as proteínas foram excisadas 

dos géis com auxílio de bisturi, cortadas em cubos e transferidas para tubos de 1,5mL. Em 

seguida, cada amostra foi tratada com solução descorante (50% de metanol e 2,5% de ácido 

acético) por 3 horas para desidratar os géis e remover o SDS, trocando a solução a cada 1 h. O 
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protocolo de digestão em gel foi realizado conforme descrito por Shevchenko et al., 2006. Em 

resumo, foi adicionado um volume de ditiotreitol (DTT) a 10 mM dissolvido em NH4HCO3 

100 mM suficiente para cobrir os pedaços de géis e as proteínas foram reduzidas durante 1 h a 

56°C. Após o resfriamento em temperatura ambiente, a solução de DTT foi substituída por 

aproximadamente o mesmo volume de 50 mM de iodoacetamida em 100 mM de NH4HCO3. 

Após 30 min de incubação em temperatura ambiente no escuro, os pedaços de gel foram lavados 

com NH4HCO3 a 100 mM por 10 min, desidratados pela adição de acetonitrila a 100%, 

reidratados em NH4HCO3 a 100 mM e desidratados novamente pela adição do mesmo volume 

de acetonitrila. A fase líquida foi removida e os géis foram completamente secos em uma 

centrífuga a vácuo. Finalmente os géis foram hidratados com tampão de digestão contendo 50 

mM de NH4HCO3 gelado em concentração final da tripsina 20 ng/µL (proporção 

enzima:substrato, 1:50). A digestão com tripsina (Promega) ocorreu durante 16h a 37ºC. Após 

este período a reação foi interrompida e os peptídeos trípticos foram extraídos dos géis usando 

50% de acetonitrila contendo 5% de ácido fórmico. Finalmente, as misturas de peptídeos foram 

secas e enviadas ao Laboratório de Espectrometria de Massas da Universidade da Virgínia 

(UVA, EUA) para análises por LC-MS/MS. 

 

4.9 ANÁLISE POR CROMATOGRAFIA LÍQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS EM 

TANDEM (LC-MS/MS) E ANÁLISE DOS DADOS BRUTOS 

 

4.9.1 Análise das proteínas extraídas das células por LC-MS/MS 

 

As análises por LC-MS/MS das proteínas celulares foram realizadas com a ressuspensão 

da mistura de peptídeos em 10 μL de ácido fórmico a 0,1% v/v, sendo 2 μL deste volume 

injetados pelo sistema de cromatografia líquida EASY-nLC II acoplado ao espectrômetro de 

massas LTQ Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific), conectado por meio de uma interface 

nanoeletrospray. Resumidamente, os peptídeos foram separados por um gradiente de 

acetonitrila contendo ácido fórmico a 0,1% v/v usando uma coluna analítica New Objective (20 

cm × 75 μm ID e de 5 μm tamanho de partícula) em um fluxo de 300 nL/min em 170 min de 

gradiente total, sendo 30%B em 120 min. A voltagem do nanoeletrospray foi ajustada para 2,2 

kV e a temperatura da fonte para 275 °C. O método do instrumento foi configurado no modo 

de aquisição de análise dependente de dados (DDA). Os precursores foram adquiridos em faixa 

de m/z 300–1600 no analisador Orbitrap após o acúmulo de 1e6 íons. A resolução no Orbitrap 
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foi definida para r=60.000 e 20 peptídeos mais intensos com estados de carga ≥2 foram 

sequencialmente isolados e fragmentados na câmara de alta pressão ion trap por dissociação 

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

habilitada com uma lista de tamanho de exclusão de 500 peptídeos, duração de exclusão de 60 

s e contagem de repetição de 1. Uma ativação Q=0,25 e tempo de ativação de 10 ms foram 

usados. 

 

4.9.2 Análise das proteínas extraídas das VEs por LC-MS/MS 

 

As análises por LC-MS/MS das proteínas extraídas das VEs foram realizadas com a 

ressuspensão da mistura de peptídeos em 10 μL de ácido fórmico a 0,1% v/v, sendo 4 μL deste 

volume analisados no sistema de cromatografia líquida EASY-nLC acoplado ao espectrômetro 

de massas Orbitrap Exploris 480 (Thermo Fisher Scientific) conectado por meio de uma 

interface nanoeletrospray, na Universidade da Virgínia (UVA, EUA). Os peptídeos foram 

separados por um gradiente de acetonitrila contendo ácido acético a 0,1 M em fluxo de 

300nL/min em uma coluna analítica EASY-Spray (15 cm × 75 μm ID e de 3 μm tamanho de 

partícula) em 131 min de gradiente total, sendo 40%B em 121 min. A voltagem do 

nanoeletrospray foi ajustada para 1,9 kV e a temperatura da fonte a 285°C.  O método do 

instrumento foi configurado no modo de aquisição de análise dependente de dados (DDA). Os 

precursores foram adquiridos em faixa de m/z 375–1500 no analisador Orbitrap após o acúmulo 

de 1e6 íons. A resolução no Orbitrap foi definida para r=120,000 para precursor e r=30,000 para 

íons fragmentos, sendo os 10 peptídeos mais intensos de cada espectro, com estados de carga 

≥2, foram sequencialmente isolados e fragmentados por dissociação induzida por alta energia 

de colisão (HCD) (energia de colisão normalizada de 30%). 

 

4.10 PROCESSAMENTO DOS DADOS DE PROTEÔMICA BASEADA EM DESCOBERTA DE CÉLULAS 

E VES 

 

Os arquivos brutos provenientes da análise por LC-MS/MS das células foram 

processados usando o programa MaxQuant v1.5.8.0 (Cox e Mann, 2008; Cox et al., 2011) e os 

espectros MS/MS foram submetidos à busca contra o banco de dados Human UniProt 

(download em 9 de janeiro de 2020, contendo 96.774 sequências canônicas e isoformas e 

38.621.617 resíduos), por meio do algoritmo Andromeda (Cox et al., 2011). A especificidade 
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da enzima foi definida para tripsina/P (clivagem após KR), permitindo até dois locais de 

clivagem perdidos. A carbamidometilação foi definida como modificação fixa, e a acetilação 

do terminal N da proteína e a oxidação da metionina como modificações variáveis. Uma 

tolerância de massas de 10 ppm para íons precursores e 0,5 Da para os íons fragmentos foram 

estabelecidas para a identificação da proteína. Foi estabelecido um máximo de 1% de falsos 

positivos (FDR) para a identificação de proteína e peptídeo e pelo menos 1 peptídeo razor por 

grupo de proteína. A quantificação de proteína foi realizada usando LFQ (label-free 

quantification) implementado no programa MaxQuant. a partir de peptídeos unique + razor. 

Uma contagem de proporção mínima de 1 foi definida e a correspondência entre as execuções 

com os parâmetros padrão foram ativados. 

Os arquivos brutos provenientes da análise por LC-MS/MS das VEs foram processados 

usando o software MaxQuant v 2.1.0 e os espectros MS/MS foram submetidos à busca contra 

os bancos Human UniProt e Bos taurus UniProt (download em 5 de agosto de 2021; Uniprot 

UP000005640, contendo 75.777 sequências e isoformas e 26.153.667 resíduos; Uniprot 

UP000009136, contendo 23.847 sequências e isoformas e 12.289.142 resíduos, 

respectivamente).  A especificidade da enzima foi definida para tripsina/P (clivagem após KR), 

permitindo até dois locais de clivagem perdidos. A carbamidometilação de cisteína foi definida 

como modificação fixa e a acetilação do terminal N da proteína e a oxidação da metionina como 

modificações variáveis. Uma tolerância de 10 ppm para a massa do precursor e 0,02 Da para os 

íons do fragmento foram estabelecidas para a identificação da proteína.  Foi estabelecido um 

máximo de 1% false discovery rate (FDR) aplicado no nível de PSM. Foi selecionado o mínimo 

de 1 peptídeo único por proteína e ativação da função split by taxonomy ao nível de espécies. 

A quantificação de proteína foi realizada usando o algoritmo LFQ (label-free quantification) 

implementado no software MaxQuant a partir de peptídeos unique + razor. Uma contagem de 

proporção mínima de 1 foi definida e a correspondência entre as execuções com os parâmetros 

padrão foram ativados. 

Após obtenção do conjuntos de dados para identificação e quantificação das proteínas 

das células e das VEs, os mesmos foram pré-processados no programa Perseus, v1.6.10.45 (Cox 

e Mann, 2008), disponível no pacote MaxQuant, para exclusão das entradas identificadas 

unicamente por sítio de modificação, bem como aquelas identificadas pelo banco reverso. O 

filtro de contaminantes não foi aplicado aos conjuntos de dados, pois as queratinas são de 

especial interesse no estudo do CEC oral. Para o conjunto de dados das VEs, as proteínas 
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identificadas e quantificadas referentes à espécie Bos taurus, diferenciadas das proteínas da 

espécie Human pela presença de 1 peptídeo único em cada sequência, foram excluídas do 

conjunto de dados para as análises posteriores. 

A abundância das proteínas de células e VEs foi calculada com base na intensidade 

normalizada do espectro (LFQ intensity) e seus valores foram convertidos para log2. Esses 

valores foram posteriormente convertidos em z-score e utilizados para construção de 

agrupamentos hierárquicos em Python v3.6. Os métodos de agrupamento hierárquico realizados 

foram (‘complete’, ‘weighted’, and ‘ward’) e metricas (‘braycurtis’, ‘canberra’, ‘chebyshev’, 

‘cityblock’, ‘correlation’, ‘cosine’, ‘dice’, ‘euclidean’, ‘hamming’, ‘jaccard’, ‘jensenshannon’, 

‘kulsinski’, ‘mahalanobis’, ‘yule’, ‘matching’, ‘minkowski’, ‘rogerstanimoto’, ‘russellrao’, 

‘seuclidean’, ‘sokalmichener’, ‘sokalsneath’, and ‘sqeuclidean’). Os dendrogramas que 

apresentaram o agrupamento mais evidente de proteínas e/ou pacientes foram selecionados para 

análises posteriores. 

O teste Qui-quadrado de Pearson (nível de significância de 95%; p≤ 0,05) foi empregado 

para associar os agrupamentos de pacientes com as características clínico-patológicas no 

programa SPSS (IBM SPSS Statistics) para Windows, v. 28.0.0. (IBM Corp.). Para essas 

análises, as características avaliadas dos casos controle foram: sexo, idade, tabagismo, etilismo 

e sítio anatômico do tecido coletado. Em relação ao grupo de LO, os dados foram: sexo, idade, 

tabagismo, etilismo, sítio anatômico da lesão coletada e aspecto clínico da lesão. Os critérios 

histopatológicos consistiram em: estratificação epitelial irregular, perda da polaridade das 

células basais, cristas epiteliais em forma de gota de orvalho, aumento do número de figuras 

mitóticas, mitoses anormalmente superficiais, queratinização prematura em células individuais, 

pérolas de queratina, perda de coesão das células epiteliais, variação anormal do tamanho do 

núcleo, variação anormal da forma do núcleo, variação anormal do tamanho  da célula, variação 

anormal da forma da célula, aumento da relação núcleo-citoplasma, figuras mitóticas atípicas, 

aumento do número e tamanho dos nucléolos, hipercromasia, risco de malignização, infiltrado 

inflamatório na área displásica.  

Para os casos de CEC oral foram avaliados as seguintes características: sexo, idade, 

tabagismo, etilismo, sítio anatômico do tumor primário, consumo de cigarros por dia, duração 

do hábito tabagista e consumo de álcool por dia. As características histopatológicas foram: 

tamanho do tumor primário (pT) (Amin et al., 2017), metástase linfonodal (pN) (Amin et al., 

2017), extensão extracapsular da metástase (Amin et al., 2017), grau de diferenciação do tumor 
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(Barnes et al., 2005), profundidade de invasão (Amin et al., 2017), espessura do tumor (Amin 

et al., 2017), padrão de crescimento do tumor, invasão angiolinfática, invasão perineural, 

infiltrado inflamatório linfomononuclear peritumoral, infiltrado inflamatório linfomononuclear 

intratumoral, WPOI (Amin et al., 2017) e status das margens cirúrgicas. As associações 

significativas referentes ás análises de associação dos agrupamentos de pacientes com as 

características clínico-patológicas foram visualizadas em forma de gráficos usando GraphPad 

Prism v8.2.1 (GraphPad; https://www.graphpad.com).   

Para encontrar perfis distintos de abundância das proteínas entre os NAFs, LAFs e CAFs 

foi empregada o agrupamento dos dados proteômicos usando a plataforma on line VSClust 

(http://computproteomics.bmb.sdu.dk/Apps/VSClust/) (Schwämmle e Jensen, 2018). Para 

aumentar a robustez desta análise, os dados proteômicos de células e VEs foram filtrados para 

50% de valores válidos. Isso significa que foram mantidas apenas as proteínas identificadas e 

quantificadas em 50% dos casos, considerando pelo menos um dos grupos estudados. 

Considerando que nesta fase de descoberta foi fundamental avaliar os parâmetros clínico-

patológicos dos casos para selecionar as proteínas a serem avaliadas para as próximas etapas de 

verificação, a aplicação o filtro de valor válido nesse momento permitiu a realização das 

análises de enriquecimento das proteínas presentes em cada cluster, aumentando a 

confiabilidade da identificação e quantificação de proteínas, para enriquecer vias biológicas 

sobre-representadas. O número ótimo de clusters foi primeiramente definido de acordo com a 

distância centróide mínima de cada número de clusters testado, por meio do algoritmo VSClust. 

Para identificar proteínas diferencialmente abundantes entre NAFs, LAFs e CAFs, os 

valores de intensidade Log2 LFQ foram analisados no programa Perseus, v1.6.10.45 (Cox e 

Mann, 2008), disponível no pacote MaxQuant. A significância dos resultados foi avaliada 

empregando o teste paramétrico de análise de variância (one-way ANOVA), seguido do pós-

teste de Tukey HSD (do inglês Tukey's HSD - honestly significant difference test) com nível de 

significância de 95% (p-valor<0,05). Esta análise foi corrigida usando o teste de Storey (Storey 

et al., 2004), aplicado em ambiente R, onde os valores q foram calculados considerando um 

FDR máximo de 5%. Os conjuntos de dados LC-MS/MS analisados em células e VEs incluíram 

14 NAFs, 11 LAFs e 22 CAFs, sem filtrar valores válidos. 

As interseções entre os conjuntos de dados e as relações entre o número de proteínas 

exclusivas e comuns de cada condição experimental foi visualizada em gráficos UpSet plots 

https://www.graphpad.com/
http://computproteomics.bmb.sdu.dk/Apps/VSClust/
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(Lex et al., 2014) empregados para os dados de células e VEs, gerados com a ferramenta on 

line Intervene (https://intervene.shinyapps.io/intervene/) (Khan e Mathelier, 2017). 

Gráficos de dispersão foram realizados usando o GraphPad Prism v8.2.1. para 

demonstrar individualmente a relação de intensidade normalizada em log2 de cada proteína 

diferencialmente abundante (one-way ANOVA, p-valor≤0,05 seguido do pós-teste de Tukey, 

p-valor ≤0,05) entre os grupos do conjunto de dados das células e VEs. Os gráficos de dispersão 

mostram a mediana e a medida de dispersão de distância interquartil. A diferença estatística 

significante entre dois grupos foi representada por barra e asteriscos, onde * representa p<0,05; 

**p<0,01; ***p<0,001. A identidade da proteína nos gráficos está representada pelo respectivo 

nome do gene. 

As análises de enriquecimento de vias foram realizadas na plataforma REACTOME 

v.78 (https://reactome.org/) (Jassal et al., 2020), com o limite de significância definido em FDR 

≤0,05, sem incluir as vias relacionadas a doenças. As 20 vias subre-representadas foram 

visualizadas usando o GraphPad Prism v8.2.1. 

As análises de Ontologia Genética (gene ontology, GO) baseada na categoria 

componente celular e processos biológicos foram realizadas no Banco de Dados para Anotação, 

Visualização e Descoberta Integrada (DAVID) v6.8 (https://david.ncifcrf.gov/) (Huang et al., 

2009(a); Huang et al., 2009(b)) usando o proteoma humano completo como referência. A 

significância estatística foi considerada aplicando p-valor≤0,05 usando o teste de Benjamini e 

Hochberg e q-valor ≤0,05, usando o FDR. 

 

4.11 CORRELAÇÃO DA ABUNDÂNCIA DE PROTEÍNAS E DA EXPRESSÃO GÊNICA COM 

CARACTERÍSTICAS CLÍNICO-PATOLÓGICAS 

 

Análises estatísticas não paramétricas foram realizadas para correlacionar as proteínas 

que apresentaram diferenças estatisticamente significativas nos conjuntos de dados proteômicos 

das células e VEs, com as variáveis clínico-patológicas dos casos de LO e CEC oral. As 

informações clínicas foram obtidas dos prontuários eletrônicos dos pacientes. 

Para os casos controle, foram correlacionadas as seguintes características: sexo, idade 

no momento do diagnóstico, tabagismo, etilismo e sítio anatômico da amostra coletada. Em 

relação às análises dos casos de LO, as características clínicas incluíram: sexo, idade no 

momento do diagnóstico, tabagismo, etilismo, sítio anatômico, aparência clínica da lesão 

https://intervene.shinyapps.io/intervene/
https://reactome.org/
https://david.ncifcrf.gov/
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(homogênea ou não homogênea) (Warnakulasuriya et al., 2007) e tamanho da lesão (≤ 2 cm ou 

≥ 2 cm) (van der Waal et al., 2002; Warnakulasuriya et al., 2007).  

Para as análises dos parâmetros histopatológicos dos casos de LO, as lâminas de vidro 

com cortes histológicos corados em hematoxilina e eosina de cinco µm foram digitalizadas 

usando o scaner (Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha) com uma amostra espacial de 0,47μm 

por pixel, foco automático e aumento de 20×, conforme descrito por Araújo et al., 2021.  

Todas as imagens digitais foram avaliadas por dois patologistas (A.L.D.A, T.M.M) de 

forma independente, e os casos discordantes foram revisados por um terceiro patologista 

(E.S.S) para concordância no diagnóstico final. As seguintes características histopatológicas 

foram avaliadas: (a) critérios arquiteturais: estratificação epitelial irregular, perda de polaridade 

das células basais, cristas epiteliais em forma de gota, número aumentado de figuras mitóticas, 

mitoses anormalmente superficiais, queratinização prematura em células individuais, presença 

de pérolas de queratina e perda de coesão das células epiteliais; (b) critérios citológicos: 

variação anormal do tamanho e forma do núcleo,  anormal do tamanho e forma da célula, 

aumento da relação núcleo-citoplasma, presença de mitose atípica, aumento do número e 

tamanho dos nucléolos e hipercromatismo (Kujan et al., 2006). Também foram avaliados a 

presença ou ausência de infiltrado inflamatório na área displásica (Shaban et al., 2019) e o tipo 

de queratinização da área displásica. 

Após a análise de cada critério individual em todos os casos, a displasia epitelial foi 

avaliada de acordo com a classificação binária de risco sugerida por Kujan et al. (2006) e o 

ponto de corte para definir o risco e malignização foi estabelecido de acordo com Nankivell et 

al. (2013). Assim, os casos foram classificados como de alto risco se quatro características 

arquiteturais e quatro citológicas estivessem presentes (Kujan et al., 2006; Nankivell et al., 

2013). 

Para os casos de CEC oral, foram avaliados as seguintes características: sexo, idade, 

tabagismo, etilismo, sítio anatômico do tumor primário, consumo de cigarros por dia, duração 

do hábito tabagista, consumo de álcool por dia. As características histopatológicas foram 

coletadas dos prontuários eletrônicos e incluíram: tamanho do tumor primário (pT) (Amin et 

al., 2017), metástase linfonodal (pN) (Amin et al., 2017), extensão extracapsular da metástase 

(Amin et al., 2017), grau de diferenciação do tumor (Barnes et al., 2005), profundidade de 

invasão (Amin et al., 2017), espessura do tumor (Amin et al., 2017), padrão de crescimento do 

tumor, invasão angiolinfática, invasão perineural, infiltrado inflamatório linfomononuclear 
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peritumoral, infiltrado inflamatório linfomononuclear intratumoral, WPOI (Amin et al., 2017) 

e status das margens cirúrgicas.  

Análises estatísticas paramétricas foram realizadas para correlacionar a expressão 

gênica relativa logada na base 2, entre os genes diferencialmente expressos entre NAF vs. LAF 

e NAF vs. CAF, resultantes da caracterízação dos fibroblastos por RT-qPCR em marcadores 

myCAF, iCAF e apCAF, com as mesmas variáveis clínico-patológicas dos casos de LO e CEC 

oral, avaliadas para os resultados de proteômica. 

As análises de correlação foram realizadas no programa IBM SPSS Statistics, v.28.0.0 

(IBM Corp.) Na comparação entre duas variáveis foram aplicados os testes U de Mann-Whitney 

(para abundância proteica) e teste T de Studenty para amostras independentes (para expressão 

gênica) e para as comparações entre mais de duas variáveis, os testes Kuskal Wallis (para 

abundância proteica) e one-way ANOVA (para expressão gênica) foram usados, considerando 

o nível de significância de 95% (p≤ 0,05). Para análises estatísticas múltiplas, o pós teste de 

Tukey foi utilizado, com nível de significância p≤0,05. As associações significativas foram 

visualizadas em forma de gráficos ViolinPlot usando o GraphPad Prism v8.2.1 (GraphPad; 

https://www.graphpad.com). A diferença estatística significante entre dois grupos foi 

representada por barra e asteriscos, onde * representa p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. A 

identidade da proteína nos gráficos está representada pelo respectivo nome do gene. 

 

 

5 RESULTADOS 

 

5.1 DADOS CLÍNICO-PATOLÓGICOS  

 

Este estudo foi constituído por uma coorte prospectiva de 14 pacientes com hiperplasia 

fibrosa, 11 pacientes com leucoplasia oral e 22 pacientes com CEC oral. Os dados 

demográficos, clínicos, histopatológicos e de seguimento foram obtidos por meio da análise 

dos prontuários digitais e estão descritos nas tabelas 2-4. 

Dos casos de hiperplasia fibrosa, (HF) dos quais foram coletados fragmentos de tecido 

controle não maligno, 11 (78,6%) eram mulheres e 3 (21,4%) eram homens, com idades entre 

40 e 72 anos e média de 57,21±8,92 anos. Dos casos de leucoplasia oral, 7 (63,6%) eram 

homens e 4 (36,4%) eram mulheres, com idades entre 45 e 73 anos e média de 61,81±7,13 anos. 

Em relação aos hábitos, 42,9% dos pacientes do grupo controle reportaram ser fumantes e 

https://www.graphpad.com/
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28,6% etilistas, enquanto 100% dos pacientes com LO relataram consumo de tabaco no e 54,5% 

consumo de álcool momento das coletas. Em relação aos sítios anatômicos da cavidade oral, 

das quais foram realizadas as cirurgias para excisão das lesões, 28,6% das HFs foram removidas 

da mucosa jugal e 28,6% do fundo de vestíbulo. Em relação às LOs, a maioria (46,5%) foi 

proveniente da mucosa jugal, seguida do assoalho com 36,4% das lesões (tabela 2).  

As informações histopatológicas completas dos casos de LO e CEC oral estão 

apresentados na tabela 3 e 4, respectivamente. Em relação ao aspecto clínico das LO, 54,5% 

apresentaram lesões homogêneas, em geral < 2,0 cm (63,6%) e 70% das displasias epiteliais 

foram classificadas como baixo risco de malignização. 

Dos 22 casos de CEC oral, 19 (86,4%) eram homens e apenas 3 (13,6%) eram mulheres, 

com idade média de 61,0±9,83 anos. Em relação aos hábitos, 100% dos pacientes se declararam 

tabagistas, com consumo de 8-40 cigarros por dia, por cerca de 40 anos; 19 (86,4%) dos 

pacientes se declararam etilistas, consumindo entre 500-5.000 mL de bebidas alcoólicas por 

dia. Em 50,0% dos pacientes o CEC foi diagnosticado na língua, especialmente na borda lateral, 

seguido do assoalho bucal (22,7%), trígono retromolar (13,6%), rebordo alveolar (9,1%) e 

mucosa jugal (4,5%). No que se refere ao tamanho do tumor (pT), 4 pacientes (26,7%) foram 

classificados como tumores T1/T2 e 11 (73,3%) com T3/T4. Nove (64,3%) pacientes 

apresentaram metástases regionais (N+), sendo que 4 (26,7%) apresentavam extensão 

extracapsular da metástase e todos os pacientes foram estadiados como M0.  
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Tabela 2 - Dados clínicos, demográficos e de estilo de vida dos casos controle e leucoplasia oral 

incluídos neste estudo, obtidos após revisão dos prontuários eletrônicos. 
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Tabela 3 - Dados clínico-patológicos dos casos de leucoplasia oral incluídos neste estudo, obtidos após 

revisão dos prontuários eletrônicos. 

(continua) 
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Tabela 3 - Dados clínico-patológicos dos casos de leucoplasia oral incluídos neste estudo, obtidos após 

revisão dos prontuários eletrônicos.  

(conclusão)   

 

 
 

*Warnakulasuriya et al., 2007 

**van der Waal et al., 2002 

† Kujan et al., 2006 e Nankivell et al., 2013 

 ˟Shaban et al., 2019 
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Tabela 4 - Dados clínico-patológicos dos casos de CEC oral incluídos neste estudo, obtidos após revisão 

dos prontuários eletrônicos. 

(continua) 
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Tabela 4 - Dados clínico-patológicos dos casos de CEC oral incluídos neste estudo, obtidos após revisão 

dos prontuários eletrônicos.  

(continuação) 
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Tabela 4 - Dados clínico-patológicos dos casos de CEC oral incluídos neste estudo, obtidos após revisão 

dos prontuários eletrônicos.  

(conclusão) 

 

 

 

5.2 ESTABELECIMENTO DAS CULTURAS PRIMÁRIAS DE NAFS, LAFS E CAFS ORAIS 

 

NAF (fibroblasto associado ao tecido normal), LAF (fibroblasto associado a leucoplasia 

oral) e CAF (fibroblasto associado ao carcinoma espinocelular oral) cresceram em culturas 

primárias ao redor dos explantes de forma aderente e foram cultivados por aproximadamente 3 

semanas até a obtenção de células suficientes para os experimentos e isolamento das VEs. O 

crescimento, a morfologia e a viabilidade das células foram monitorados diariamente com 

auxílio do microscópio e o meio de cultura foi trocado a cada 48 horas, de acordo com o 

metabolismo celular. Para evitar a indução de senescência e a ativação das células in vitro, todos 

os NAFs, LAFs e CAFs foram cultivados até a passagem 3, sem congelamento e/ou 

descongelamento prévio ao estabelecimento das linhagens. A verificação de contaminação por 

micoplasma apresentou resultados negativos para todas as amostras utilizadas neste estudo. 

As células cobriram totalmente o fundo do frasco de 25 cm2 (passagem 0) em tempos 

diferentes. Populações esparsas de NAF e LAF foram vistas ao redor do tecido após 5 dias de 

cultivo e cobriram totalmente o fundo da garrafa em ~8-10 dias. Em contraste, populações 

esparsas de CAFs migraram dos explantes em 3 dias de incubação e após ~6-8 dias notou-se a 

formação de uma monocamada confluente.  
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Quando as células da P0 formaram uma monocamada confluente de ~80%, elas foram 

descoladas da garrafa por tripsinização (Tripsina 2,500 g/L / EDTA 250 mg/L, Cultilab) e 

repicadas em uma garrafa de T75 cm2 (passagem 1). O mesmo foi realizado para a P1, que por 

sua vez foi repicada para três placas de 150-mm de diâmetro (passagem 2). Quando as células 

da passagem 2 atingiram a confluência de ~80%, elas foram repicadas para 10 placas de 150-

mm e identificadas como passagem 3. O tempo decorrido entre a P2 e P3 foi em média 4-6 dias. 

A Figura 2 mostra os NAFs, LAFs e CAFs em passagens 0 e 3. 

Após três passagens, uma população homogênea de células com morfologia fusiforme 

ou estrelada foi estabelecida para os três grupos de estudo (Figura 2). Além disso, não foi 

constatada contaminação por célula epitelial, visto que que os queratinócitos não conseguiram 

crescer no meio DMEM completo utilizado e não suportaram as tripsinizações ao longo das 3 

passagens. Nesse momento, o sobrenadante foi coletado para isolamento das VEs e as células 

foram descoladas das placas por tripsina e lavadas por 3 vezes com solução salina tamponada 

com fosfato (PBS) 1x estéril, até que se apresentassem limpas e sem resíduos de meio de 

cultura. Em seguida as células foram aliquotadas e armazenadas a -80°C até a realização das  

etapas de caracterização celular por RT-qPCR e LC-MS/MS. 
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Figura 2 - Fotomicrografias de contraste de fase mostrando fibroblastos primários isolados a partir da 

técnica do explante, crescidos em diferentes densidades celulares. Morfologicamente essas células 

apresentaram aspecto típico fusiforme ou estrelado. A-B. NAFs migrando do explante de tecido controle 

não maligno na passagem 0 (barras de escala em 400μm). C. Linhagem de NAFs estabelecida na 

passagem 3 (barras de escala em 400 μm).  D. LAFs migrando do explante de LO (passagem 0, barras 

de escala em 400μm). E-F. LAFs na passagem 2 e 3, respectivamente (barras de escala em 200μm). G. 

CAFs migrando do explante de CEC oral na passagem 0 (barras de escala em 200μm) H. CAFs na 

passagem 2 (barras de escala em 400μm). I. Detalhes da morfologia de uma linhagem de CAF oral na 

passagem 3 (barras de escala em 400μm). 
 

 

Fonte: SÁ, J. O. et al. Manuscrito em preparação. 
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5.3 CARACTERIZAÇÃO DE MARCADORES DE FENÓTIPO CELULAR POR RT-QPCR 

 

 

Embora os fibroblastos sejam facilmente reconhecidos por sua morfologia fusiforme e 

positividade para um marcador mesenquimal, geralmente vimentina, devido à existência de 

vários tipos de precursores celulares, tem sido reconhecido que a população de CAFs se 

comporta como células complexas, com vários fenótipos de fibroblastos e funções distintas 

entre muitos tipos de câncer (Öhlund et al., 2014; Elyada et al., 2019; Mao et al., 2021; Joshi et 

al., 2021). Portanto, para caracterizar de forma abrangente os fibroblastos orais isolados em 

cultura primária deste estudo, foram avaliados 12 NAFs, 9 LAFs e 21 CAFs por RT-qPCR.  

Foram incluídos os marcadores comuns para fibroblastos já descritos na literatura 

(Wang et al., 2014; Inoue et al., 2014; Puram et al., 2017), aqui neste estudo denominados de 

panF e, como até o momento não existe um painel de marcadores definidos para caracterizar 

subpopulações de CAFs associados ao CEC oral, foram verificados os marcadores que 

classificam estas células em myCAF, iCAF e apCAF, de acordo com Elyada et al. (2019) 

(Tabela 1). 

Para a visualização dos resultados, foi empregado o agrupamento hierárquico 

transformando os valores de expressão gênica relativa dos marcadores de fenótipo em z-score, 

com a ferramenta estatística R. (Figura 3A). Os testes one-way ANOVA e o pós-teste de Tukey, 

foram aplicados para comparar os níveis de transcrição, logaritmizados na base 2, entre as 

amostras de NAF, LAF e CAF e os valores p≤0,05 foram considerados estatisticamente 

significantes, e estão mostrados na Figura 3B. A Figura 3C mostra o agrupamento hierárquico 

apenas dos genes diferenciais desta análise. Ambos os heat maps (Figura 3A e 3C) foram 

realizados usando a correlação de Pearson com o método Ward.  

O agrupamento hierárquico dos casos, de acordo com o perfil de expressão dos genes 

mostrou três grandes grupos, de acordo com o fenótipo celular: 1º) delimitado do NAF 01 até 

o NAF 08; 2º) delimitado do NAF 05 até o CAF 02 e o 3º) delimitado entre o CAF 08 e CAF 

06. Em geral, a separação das amostras não foi perfeita, entretanto os marcadores foram capazes 

de separar metade dos CAFs, que se encontra no terceiro agrupamento (Figura 3A).  

Para o agrupamento hierárquico dos genes marcadores diferenciais, três grandes grupos 

de NAFs, LAFs e CAFs são visualizados, sendo que a maioria dos CAFs se encontra no 

primeiro (Figura 3C). Em relação aos genes, 2 grupos são visualizados, sendo SLPI e CXCL12, 
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marcadores apCAF e iCAF, localizados no primeiro grupo, enquanto a maioria dos outros 

marcadores myCAF e panF se encontra no segundo grupo (Figura 3C). 

Ao avaliar os genes diferenciais, os resultados mostram que as expressões de mRNA 

dos LAFs apresentaram expressão diminuída estatisticamente significante do marcador SLP1 

comparado ao NAF, e expressão mais baixa de PDPD e POSTN comparado com as expressões 

desses genes nos CAFs (Figura 3B). Por sua vez, os CAFs orais apresentaram um perfil 

predominantemente miofibroblástico, caracterizado pela expressão aumentada estatisticamente 

significante de ACTA2+, POSTN+, TAGLN+, PDPN+, THY1-, CXCL12- e SLP1- (Figura 3B). 

O gene SPLI foi o único marcador de fenótipo que mostrou diferença estatisticamente 

significante entre NAF vs. LAF e NAF vs. CAFs e, portanto, a expressão relativa de SLPI, 

logada na base 2, foi correlacionada com as caracteristicas clínico-patológicas dos casos de LO 

e CEC oral. Entretanto, essa análise não mostrou associações signiticativas (dados não 

mostrados).  
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Figura 3 - Caracterização de marcadores de fenótipos dos NAFs-cel, LAFs-cel e CAF-cel por RT-qPCR. 

A. Painel completo dos marcadores avaliados mostra o agrupamento hierárquico das amostras (12 

NAFs, 9 LAFs e 22 CAFs) de acordo com o perfil panF, myCAF, iCAF e apCAF. Os valores de 

expressão gênica relativa foram transformados em z-score, usando a correlação de Pearson com o 

método Ward. B. Expressão relativa dos genes estatisticamente diferenciais entre os grupos (p-

valor≤0,05). A diferença estatística significante entre dois grupos foi representada por barra e asteriscos, 

onde * representa p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. C. Painel dos marcadores diferenciais mostra o 

agrupamento hierárquico das amostras (12 NAFs, 9 LAFs e 22 CAFs) de acordo com o perfil panF, 

myCAF, iCAF e apCAF. Os valores de expressão gênica relativa de cada marcador foram transformados 

em z-score, usando a correlação de Pearson com o método Ward. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: SÁ, J. O. et al. Manuscrito em preparação.
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5.4 CARACTERIZAÇÃO DAS VES 

 
 

As VEs isoladas por ultracentrifugação diferencial foram caracterizadas quanto ao 

tamanho e concentração por análise de rastreamento de nanopartículas. NAF-ev mostraram um 

tamanho médio de 111,9±15,7 nm, LAF-ve apresentaram um tamanho médio de 119,6 ±13,6 

nm enquanto CAF-ve mostraram tamanho médio de 116,9±21,4 nm (Figura 4A). A 

concentração de VEs variou de acordo com o grupo estudado, sem diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos (one-way ANOVA, p-valor≤0,05), conforme mostrado na Figura 

4A.   

Com base no conteúdo proteico identificado e quantificado por LC-MS/MS foi possível 

categorizar 12 marcadores geralmente identificados em VEs, de acordo com as Informações 

mínimas para Estudos de Vesículas Extracelulares (MISEV2018 - Théry et al. 2018). A Figura 

4B mostra a abundância em log2 LFQ intensity das proteínas encontradas em membranas de 

VEs, incluindo as tetraspaninas (CD9, CD63, CD81); a proteína multipassagem CD47 e 

proteínas citosólicas como TSG101, PDCD6IP, SDCBP e CAV1. Todas as amostras 

apresentaram os marcadores genuínos de VEs, com abundâncias diferentes entre os grupos 

(Figura 4B). Foram observadas baixas abundâncias de proteínas da via secretória (Retículo 

Endoplasmático, Aparelho de Golgi e Lisossomos), como CANX e HSP90B1. Proteínas de 

outros compartimentos intracelulares, como mitocôndria (VDAC1) e núcleo (histonas, 

HIST1H* e CYC1) não foram identificadas nos dados de VEs deste trabalho. Os marcadores 

de exossomos convencionais, incluindo Flotilinas-1 e a proteína de choque térmico HSP90-beta 

(HSP90AB1), não foram bem identificadas nos fibroblastos orais humanos deste estudo. 

O conjunto de dados de proteínas identificadas e quantificadas neste estudo foi 

comparado aos Bancos de Dados públicos de VEs. Os compêndios Vesiclepedia 

(http://www.microvesicles.org) e ExoCarta (http://www.exocarta.org/) catalogam proteínas, 

RNAs, lipídios e metabólitos que são identificados em todas as classes de VEs por meio de 

anotações contínuas da comunidade biomédica e de dados selecionados manualmente da 

literatura (Pathan et al., 2019; Keerthikumar et al., 2016). Atualmente, a Vesiclepedia contém 

dados obtidos de 1.254 estudos em VEs, 349.988 entradas de proteínas, 27.646 entradas de 

mRNA e 639 entradas de lipídios identificadas em 41 espécie. O banco de dados ExoCarta 

apresenta dados obtidos de 286 estudos, 41.860 entradas de proteínas, 11.692 entradas de 

mRNA e 1.116 entradas de lipídeos. O diagrama de Venn (Figura 4C) mostra as proteínas 
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únicas e compartilhadas entre os grupos deste estudo comparadas com as 100 principais 

entradas de proteínas nos Bancos Vesiclepedia e ExoCarta. 

 

Figura 4 - Caracterização das 14 NAFs-ve, 11 LAFs-ve e 22 CAF-ve. A. Gráficos mostram os tamanhos 

(nm) e concentrações (partículas/mL) de NAF-ve, LAF-ve e CAFs-ve. B. Agrupamento hierárquico 

mostra abundância (log2 LFQ intensity) das proteínas marcadoras de VEs transformadas em z-score. C. 

Proteínas únicas e compartilhadas entre NAF-ve, LAF-ve e CAFs-ve entre os bancos de dados públicos 

Vesiclepedia e ExoCarta. 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: SÁ, J. O. et al. Manuscrito em preparação. 
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5.5 PROTEÍNAS IDENTIFICADAS A PARTIR DA ESPECTROMETRIA DE MASSAS POR PROTEÔMICA 

BASEADA EM DESCOBERTA DAS CÉLULAS E VESÍCULAS EXTRACELULARES 

 

5.5.1 Análise quantitativa do proteoma de células e VEs das amostras de NAF, LAF e CAF 

 

Este estudo empregou a proteômica quantitativa baseada em espectrometria de massas 

com aquisição dependente de dados para caracterizar o perfil proteômico total e das VEs de 

fibroblastos primários isolados de tecido controle não maligno, leucoplasia oral com displasia 

e CEC oral. Entende-se que a elucidação da biologia dos LAFs e CAFs orais pode fornecer 

novos insights sobre o fenótipo fibroblástico pró-oncogênico, além de características 

relacionadas ao pior prognóstico do pacientes com CEC oral. 

A análise dos dados provenientes das células, após a exclusão das entradas identificadas 

unicamente por sítio de modificação bem como aquelas identificadas pelo banco reverso, 

identificou e quantificou 1.529 proteínas. Desse total, 1.443 proteínas são comuns aos três 

grupos, sendo que 17 foram encontradas exclusivamente em NAFs, 2 em LAFs e 34 proteínas 

em CAFs. Esses resultados podem ser visualizados no gráfico upset plot (Figura 5A).  

A análise proteômica quantitativa das VEs identificou e quantificou o total de 1.754 

proteínas. Após exclusão das proteínas referentes à espécie Bos taurus, que foram diferenciadas 

pela presença de peptídeos únicos em cada sequência, além da exclusão das proteínas do banco 

reverso e identificadas unicamente por sítio de modificação, o total de 756 proteínas humanas 

permaneceram na lista de identificadas e quantificadas. Um total de 671 proteínas foi 

compartilhado entre os três grupos, sendo que 7 proteínas foram encontradas exclusivamente 

em NAFs e 13 proteínas em CAFs. Nenhuma proteína foi exclusiva para LAFs, conforme 

mostrado no gráfico upset plot (Figura 5B). 

O gráfico na Figura 5C mostra a distribuição e faixa dinâmica das proteínas identificadas 

e quantificadas em Cel. e VEs. Essa análise indicou que tanto o proteoma das células como das 

VEs abrangeu 5 ordens de magnitude, considerando as proteínas identificadas em VEs após 

exclusão das proteínas referentes à espécie Bos taurus, que previamente alcançou 6 ordens de 

magnitude.  

O diagrama de Venn mostra uma visão geral do repertório proteico dos fibroblastos 

orais e suas VEs (Figura 5D), analisado pelos principais processos biológicos enriquecidos 

referentes às proteínas exclusivas e compartilhadas em cada proteoma, com base na anotação 

GO, por meio da plataforma online DAVID (v.6.8). Os processos biológicos significativamente 
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enriquecidos (TOP-15) referentes às análises do proteoma identificado e quantificado nas 

células e VEs, assim como das proteínas compartilhadas (método Benjamini e Hochberg, FDR, 

q-valor≤0,05) são apresentados na Figura 5E e as tabelas com os resultados completos, 

incluindo o nome dos genes referentes à esta análise, se encontram nos Apêndices 1-3.  

A iniciação da tradução (q-valor=5.60E-64), o direcionamento co-translacional de 

proteínas para o retículo endoplasmático (q-valor=5.25E-61),  o mecanismo de decaimento do 

mRNA mediado por mutações nonsense (q-valor=2.83E-52) e o controle da polaridade celular 

(q-valor= 2.72E-13) foram os principais termos do proteoma identificado nas células (Figura 

5E, Apêndice 1), enquanto a organização da matriz extracelular (q-valor=2.44E-22), a adesão 

celular (q-valor=850E-22) e adesão célula-matriz (q-valor=1.65E-08) foram significativamente 

enriquecidos nas VEs. Além disso, outras categorias funcionais enriquecidas especificamente 

no proteoma das VEs foram a angiogênese (q-valor=2.93E-04) e a migração celular (q-

valor=4.14E-04) (Figura 5E, Apêndice 2) 

Dentre os termos significativamente enriquecidos referentes às proteínas 

compartilhadas entre Cel. e VEs, destacam-se a adesão celular (q-valor=3.59E-21), a glicólise 

canônica (q-valor=4.85E-06) e o metabolismo de proteínas (q-valor=4.85E-06) (Figura 5E, 

Apêndice 3). 
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Figura 5 - Análise quantitativa do proteoma de células e VEs das amostras de NAF (n=14), LAF (n=11) e CAF (n=22). A. Proteínas comuns e compartilhadas 

identificadas nas análises de células. B. Proteínas comuns e compartilhadas identificadas nas análises de VEs. C.  Gráfico da intensidade e número de proteínas 

das células e VEs. D. Diagrama de Venn mostra o número de proteínas identificadas unicamente em células e VEs e o número de proteínas compartilhadas entre 

esses proteomas (análise baseada no número de acesso do protein groups). E. Processos biológicos enriquecidos estatisticamente significantes (Benjamini e 

Hochberg, FDR≤0,05) avaliados do proteoma das células, VEs e das proteínas compartilhadas entre células e VEs (Top 15). 
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5.6 OS PROTEOMAS DAS CÉLULAS E SUAS VES AGRUPAM OS CASOS DE ACORDO COM 

CARACTERÍSTICAS CLÍNICO-PATOLÓGICAS DOS PACIENTES  

 

 

O agrupamento hierárquico pode ser visualizado na Figura 6. O dendrograma mostra o 

perfil de agrupamento dos casos em relação à abundância das proteínas, que estão representadas 

em log2 LFQ intensity transformados em z-score. Os nós intermediários do dendrograma 

representam a magnitude da proximidade entre os indivíduos e a sua altura expressa a distância 

entre um par de indivíduos, entre um par de clusters ou ainda entre um indivíduo e um cluster. 

Em geral, três ramos principais foram gerados para as proteínas de células e 4 para VEs (Figuras 

6A e 7A). 

Para investigar a capacidade do repertório proteômico identificado e quantificado em 

agrupar os indivíduos de forma não supervisionada, as correlações entre as características 

clínico-patológicas e o agrupamento dos casos foram testadas por Qui-quadrado de Pearson, (p-

valor≤0,05), selecionando os dendrogramas de células e VEs em diferentes níveis.  

Os resultados mostraram que, quando o dendrograma da análise de células (47 amostras 

e 1.529 proteínas) foi categorizado em 2 clusters, o agrupamento dos pacientes se correlacionou 

com o diagnóstico (p=0,012), consumo de álcool (p=0,042) e presença e ausência de figuras 

mitóticas atípicas (p=0,035), esta última característica avaliada para os casos de LO (Figura 

6B). A categorização do dendrograma em 3 clusters mostrou que os casos foram agrupados de 

acordo com a profundidade de invasão (p=0,011), padrão de crescimento do CEC oral 

(p=0,047) e invasão perineural (p=0,012). Esses resultados estão representados na Figura 6C. 

As correlações clínico-patológicas para a análise de VEs (47 amostras e 756 proteínas) 

mostrou associação significativa do agrupamento dos casos quando o dendrograma também foi 

categorizado em 2 e 3 clusters. Com a divisão em 2 clusters, os casos se agruparam de acordo 

com o aumento da proporção núcleo-citoplasma (p=0,016), infiltrado inflamatório na área 

displásica (p=0,016), risco de malignização (p=0,016) e diferenciação histopatológica do CEC 

oral (Figura 7B). A categorização do dendrograma em 3 clusters mostrou que os casos se 

agruparam de acordo com a idade dos indivíduos (p=0,030) e com a diferenciação do tumor 

(p=0,026) (Figura 7C). 
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Figura 6 - A. Agrupamento hierárquico do perfil proteômico de células (TN=14, LO=11, CEC=22). A primeira barra colorida mostrada no topo do heat map indica 

as amostras de NAF-cel (azul), LAF-cel (laranja) e CAF-cel. (vermelha). Análise de agrupamento hierárquico foi realizada em ambiente R utilizando a combinação 

do método e métrica Complete Euclidian (1.529 protein groups). Os pares de barras intermediárias rosa e roxo / amarelo indicam o agrupamento das amostras no 

dendrograma dividido em 2 ou 3 clusters para as análises estatísticas dos dados clínico-patológicos dos casos. B. Análises estatísticas do agrupamento dos casos ao 

considerar a divisão em 2 clusters. C. Análises estatísticas do agrupamento dos casos ao considerar a divisão em 3 clusters (teste Quiquadrado de Pearson, p≤0,05). 
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Figura 7 - Agrupamento hierárquico do perfil proteômico das VEs (TN=14, LO=11, CEC=22). A primeira barra colorida mostrada no topo do heat map indica as 

amostras de NAF-cel (azul), LAF-cel (laranja) e CAF-cel. (vermelha). Análise de agrupamento hierárquico foi realizada em ambiente R utilizando a combinação do 

método e métrica Complete Braycurtis (756 protein groups). Os pares de barras intermediárias rosa e roxo / azul e verde indicam o agrupamento das amostras no 

dendrograma dividido em 2 e 3 clusters para as análises estatísticas dos dados clínico-patológicos dos casos. B. Análises estatísticas do agrupamento dos casos ao 

considerar a divisão em 2 clusters. C. Análises estatísticas do agrupamento dos casos ao considerar a divisão em 3 clusters (teste Quiquadrado de Pearson, p≤0,05). 
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5.7. O AGRUPAMENTO DO REPERTÓRIO PROTEÔMICO DE CÉLULAS E VES DOS NAFS, LAFS E 

CAFS IDENTIFICA UM PERFIL MOLECULAR DISTINTO ENTRE OS CASOS DE LO E CEC ORAL 

 

 

Para auxiliar na interpretação dos dados biológicos e identificar as características 

moleculares biologicamente relevantes entre os fibroblastos isolados de tecido controle não 

maligno, LO e CEC oral, realizou-se análises de agrupamento na plataforma VSCluster 

(Schwämmle and Jensen, 2018), para os dados de Cel. e VEs. O objetivo dessa análise foi 

encontrar perfis de proteínas que, quando localizadas em um mesmo cluster, apresentam mais 

características em comum entre si, nesse caso de abundância, do que as proteínas situadas em 

outro cluster, de forma que a avaliação individual dos pacientes não é considerada, como no 

agrupamento hierárquico.  

A plataforma VSCluster baseia-se em um algoritmo derivado do agrupamento fuzzy c-

means sendo capaz identificar estruturas de cluster em conjuntos de dados de alta dimensão, 

como os obtidos em experimentos de proteômica quantitativa. Enquanto as abordagens usuais 

de agrupamento descartam a variação das proteínas medidas, o VSClust combina testes 

estatísticos com reconhecimento de padrões em um algoritmo comum (Schwammle et al., 

2018). O agrupamento fuzzy c-means foi aplicado e o valor do fuzzificador calculou o número 

ótimo de clusters para o conjunto de proteínas das células e VEs de acordo com Schwämmle e 

Jensen et al., 2018 (Figuras 8 e 9). Em seguida, as plataformas REACTOME (v77) e DAVID 

(v6.8) foram utilizadas para os diferentes agrupamentos Fuzzy c-means com o objetivo de 

identificar as vias e os componentes celulares enriquecidos para o conjunto de proteínas de cada 

cluster, respectivamente, usando o proteoma humano completo como referência. 

As cores representadas nos clusters correspondem aos chamados valores de 

Membership e mostram o grau do quanto uma proteína pertence ao cluster mais próximo. 

Apenas as proteínas que apresentaram Membership >0,5, após avaliação do algoritmo Fuzzy c-

means, foram consideradas para identificar as vias e os componentes celulares enriquecidos.  

  Para as análises dos Clusters-cel, o filtro aplicado de 50% de valores válidos em pelo 

menos um grupo resultou em 1.357 proteínas. O Cluster-1 (Figura 10A) é representado pelas 

387 proteínas mais abundante em CAFs e simultaneamente menos abundantes em LAFs e 

NAFs.  Quando avaliadas as vias biológicas nas quais as proteínas do Cluster-1 participam, 

observa-se que estas estão enriquecidas principalmente nas vias do metabolismo de proteínas, 

especialmente no enrolamento de proteínas mediado por chaperonina e no dobramento de actina 
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e tubulina (Prefoldin mediated transfer of substrate to CCT/TriC; Cooperation of Prefoldin and 

TriC/CCT in actin and tubulin folding; p-valor= 1,11E-16), em vias do sistema imune 

(Neutrophil degranulation; p-valor= 1,11E-16), transdução de sinal (Signaling by Rho 

GTPases, Miro GTPases and RHOBTB3; p-valor= 2,22E-16) e ciclo celular (The role of GTSE1 

in G2/M progression after G2 checkpoint; p-valor=1,11E-15). 

O Cluster-2 Cel (Figura 10B) mostra as 288 proteínas mais abundantes em LAFs e 

simultaneamente menos abundantes em CAFs e LAFs, que estão envolvidas principalmente em 

vias do metabolismo de RNA (Nonsense Mediated Decay (NMD) independent of the Exon 

Junction Complex EJC; p-valor= 1,11E-16), metabolismo de proteínas (SRP-dependent 

cotranslational protein targeting to membrane; p-valor=1,11E-16), iniciação da tradução 

(Formation of a pool of free 40S subunits; p-valor=1,11E-16. L13a-mediated translational 

silencing of Ceruloplasmin expression; p-valor=1,11E-16), metabolismo de RNA (Nonsense 

Mediated Decay (NMD) enhanced by the Exon Junction Complex (EJC); Major pathway of 

rRNA processing in the nucleolus and cytosol; p-valor=1,11E-16) e sistema imune (Antigen 

Presentation: Folding, assembly and peptide loading of class I MHC; p-valor=1,11E-16).  

O Cluster-3 Cel. (Figura 10C) agrupou 241 proteínas que se mostraram mais abundantes 

em NAFs e menos abundantes em CAFs, um perfil oposto ao Cluster-1. Essas proteínas estão 

envolvidas na maioria das vias descritas no Cluster-2, sendo o que diferencia esse cluster do 

anterior são as vias de Splicing de mRNA (mRNA Splicing - Major Pathway; p-valor=1,11E-

16), metabolismo de aminoácidos (Selenocysteine synthesis; p-valor=1,11E-16) e resposta 

celulare ao estresse (Response of EIF2AK4 (GCN2) to amino acid deficiency; p-valor=1,11E-

16). Quando avaliados os principais componentes celulares no programa DAVID v6.8, constou-

se principalmente o enriquecimento de proteínas de exossomos, citosol e membrana e para 

todos os Clusters-cel (gráfico de barras em preto de cada painel).  

Para as análises dos Clusters-ve, o filtro aplicado de 50% de valores válidos em pelo 

menos um grupo resultou em 523 proteínas, que foram agrupadas em 3 clusters (Figura 11). O 

Cluster-1 (Figura 11A) mostra as 185 proteínas mais abundantes nas VEs dos CAFs e 

simultaneamente menos abundantes em NAFs e LAFs. As principais vias biológicas 

sobrerepresentadas (16 vias das 20 mostradas) nesse agrupamento estão relacionadas ao sistema 

imune (Neutrophil degranulation; Antigen Presentation: Folding, assembly and peptide 

loading of class I MHC; ER-Phagosome pathway; Endosomal/Vacuolar pathway Class I MHC 
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mediated antigen processing & presentation; ER-Phagosome pathway; Antigen processing-

Cross presentation; p-valor=1,11E-16; Interferon alpha/beta signaling; p-valor=6.18E-14; 

Interferon gamma signaling; p-valor=6,86E-13; Immunoregulatory interactions between a 

Lymphoid and a non-Lymphoid cell; p-valor=1,10E-10). 

O Cluster-2 VEs (Figura 11B) mostra as 100 proteínas que estão significativamente 

menos abundantes em LAFs. Esse perfil não foi observado na análise dos clusters das Células. 

Curiosamente, o repertório proteico resultante desse agrupamento participa das mesmas 13 vias 

relacionadas ao sistema imune, observadas no Cluster1-ve. As vias observadas nesse 

agrupamento, que diferencia esse Cluster do anterior foram a formação do envelope cornificado 

e a queratinização (Formation of the cornified envelope; p-valor=5,60E-12; Keratinization; p-

valor=4,59E-09), morte celular programada (Apoptotic execution phase; p-valor=1,39E-05; 

Apoptotic cleavage of cellular proteins; p-valor=3.36E-05; Apoptotic cleavage of cell adhesion 

proteins; p-valor=3,36E-05) e organização da matriz extracelular (Collagen formation; p-

valor=6,39E-05; Extracellular matrix organization; p-valor=7,05E-05). 

Por fim, o Cluster-3 VEs (Figura 11C) é formado por 46 proteínas que estão mais 

abundantes em LAFs, um perfil oposto ao Cluster-2. Quando investigadas as vias biológicas, 

observa-se o enriquecimento de diversos processos que vão desde a regulação hometostática 

como a ativação, sinalização e agregação plaquetária (Platelet degranulation; Response to 

elevated platelet cytosolic Ca2+; p-valor=1,65E-04), organização da matriz extracelular e 

interações célula-matriz extracelular (Laminin interactions; p-valor=2,75E-04; Cell-

extracellular matrix interactions; p-valor=2,69E-03), metabolismo de proteínas (Post-

translational protein phosphorylation; p-valor=9,74E-04; Regulation of Insulin-like Growth 

Factor (IGF) transport and uptake by Insulin-like Growth Factor Binding Proteins (IGFBPs); 

p-valor=1,70E-03), até vias relacionadas ao transporte de pequenas moléculas e transdução de 

sinal. Interessante a presença de uma via relacionada a sinalização de interleucina 12, referente 

ao sistema imune, (Gene and protein expression by JAK-STAT signaling after Interleukin-12 

stimulation; p-valor=3,19E-03) nesse grupo. As proteínas das VEs derivaram principalmente 

da membrana plasmática, adesão focal e matriz extracelular.  
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Figura 8 - Estimativa do número ideal de clusters para o conjunto de dados proteômicos de NAF-cel, 

LAF-cel e CAF-cel, de acordo com as abundâncias de proteínas logaritmizadas na base 2, realizada na 

plataforma online VSClust. O número ideal foi definido pela distância mínima centróide, indicada pelo 

quadrado preto na imagem. O número ideal foi usado para realizar as análises de agrupamento 

subsequentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 9 - Estimativa do número ideal de clusters para o conjunto de dados proteômicos de NAF-ve, 

LAF-ve e CAF-ve, de acordo com as abundâncias de proteínas logaritmizadas na base 2, realizada na 

plataforma online VSClust. O número ideal foi definido pela distância mínima centroide, indicada pelo 

quadrado preto na imagem. O número ideal foi usado para realizar as análises de agrupamento 

subsequentes. 
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Figura 10 - Agrupamento do repertório proteômico de NAF-cel, LAF-cel e CAF-cel (primeiro gráfico, 

cor laranja) e análises de vias biológicas (segundo gráfico, cor azul) e componentes celulares 

enriquecidos (terceiro gráfico, cor preto). As cores representadas nos clusters correspondem aos 

chamados valores de Membership e apresentam o grau do quanto uma proteína pertence ao cluster mais 

próximo entre as amostras de NAF-cel, LAF-cel e CAF-cel. Apenas as proteínas que apresentaram 

Membership >0,5 são mostradas nos clusters. As vias e os componentes celulares significativamente 

enriquecidos estão listadas ao lado e os resultados são mostrados em Log10 (p-valor ≤0,05). Os valores 

de Membership são indicados no canto inferior esquerdo da figura. A. Cluster-1 mostra as proteínas 

mais abundante em CAFs e simultaneamente menos abundantes em LAFs e NAFs. B. Cluster-2 mostra 

as proteínas mais abundante em LAFs e simultaneamente menos abundantes em NAFs e CAFs. C. 

Cluster-3 mostra as proteínas mais abundante em NAFs e simultaneamente menos abundantes em LAFs 

e CAFs.  
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Figura 11 - Agrupamento do repertório proteômico de NAF-ve, LAF-ve e CAF-ve (primeiro gráfico, 

cor laranja) e análises de vias biológicas (segundo gráfico, cor azul) e componentes celulares 

enriquecidos (terceiro gráfico, cor preto). As cores representadas nos clusters correspondem aos 

chamados valores de Membership e apresentam o grau do quanto uma proteína pertence ao cluster mais 

próximo entre as amostras de NAF-cel, LAF-cel e CAF-cel. Apenas as proteínas que apresentaram 

Membership >0,5 são mostradas nos clusters. As vias e os componentes celulares significativamente 

enriquecidos estão listadas ao lado e os resultados são mostrados em Log10 (p-valor ≤0,05). Os valores 

de Membership são indicados no canto inferior esquerdo da figura. A. Cluster-1 mostra as proteínas 

mais abundante em CAFs e simultaneamente menos abundantes em LAFs e NAFs. B. Cluster-2 mostra 

as proteínas memnos abundante em LAFs e simultaneamente mais abundantes em NAFs e CAFs. C. 

Cluster-3 mostra as proteínas mais abundante em LAFs e simultaneamente menos abundantes em LAFs 

e CAFs.  
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5.8 PRIORIZAÇÃO DE PROTEÍNAS-ALVO  

 

Para identificar as proteínas diferencialmente abundantes entre NAFs, LAFs e CAFs, 

foi aplicado o teste de variância one-way ANOVA em conjunto com o pós-teste de Tukey HSD 

usando o programa Perseus v1.6.10.45 (considerando p-valor≤ 0,05 como nível de significância 

estatística) aos conjuntos de dados das células e VEs. Essa análise mostrou que, das 1.529 

proteínas identificadas em Células, 396 apresentaram diferença estatisticamente significantes. 

Dos resultados de VEs, das 756 proteínas identificadas, 50 mostraram diferenças 

estatisticamente significantes. Os valores de p foram ajustados usando o teste de Storey (Storey 

et al., 2004), resultando em 19 proteínas diferenciais em células (Figura 12, Tabela 6). Para 

VEs, nenhuma proteína mostrou diferença significante com valor de p ajustado, portanto, das 

50 proteínas filtradas pelo teste de ANOVA, nesse momento foram consideradas as 46 que 

mostraram alguma diferença estatística entre os grupos pelo teste de Tukey, para análises 

posteriores (Figura 12 e Tabela 7). 

Das 19 proteínas resultantes em células, 11 mostraram significância estatística (p-

valor≤0,05) na associação com dados clínico-patológicos e das 46 proteínas resultantes da 

análise em VEs, 38 foram significativamente correlacionadas com os dados clínico-patológicos. 

Como o foco principal deste estudo foi identificar proteínas em NAFs, LAFs e CAFs que 

poderiam estar associadas à malignização, foi almejado priorizar aquelas que apresentassem 

pelo menos diferenças estatísticas entre NAF vs. LAF e NAF vs. CAF. Dessa forma, as 

proteínas que foram associadas a alguma característica clínico-patológica formam consideradas 

como proteínas marcadoras de malignização. Nesse grupo foram selecionadas as proteínas 

CAMK2D, SHBGRL e AK1 do conjunto de dados das células e a proteína TNFRSF11B do 

conjunto de dados das VEs. É importante ressaltar que outras proteínas não selecionadas podem 

ser potencialmente associadas à malignização se confirmada a abundância ou expressão por 

outros métodos, já que pela análise de proteômica em fase da descoberta não atingiram 

significância entre NAF vs. LAF. 

A 

E
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Figura 12 - Proteínas diferenciais entre NAFs, LAFs e CAFs por LC-MS/MS do conjunto de dados de Células (19 proteínas após one-way ANOVA, p-

valor≤0,05) e Teste de Storey, q-valor≤0,05) e VEs (47 proteínas após one-way ANOVA p-valor≤0,05), em conjunto com o pós-teste de Tukey, p≤0,05. 
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Tabela 5 - Proteínas diferencialmente abundantes entre NAF-cel, LAF-cel e CAF-cel por LC-MS/MS a partir do teste one-way ANOVA e correção de Storey 

(p≤0,05). 

 

Nome do Gene 
Número de 

Acesso Uniprot 
Proteína 

p-valor                

(ANOVA, p≤0,05) 

 q-valor               

(Storey, p≤0,05) 

RAB14 P61106 Ras-related protein Rab-14 2.58E-05 0.0235172 

AK1 P00568 Adenylate kinase isoenzyme 1 2.96E-05 0.0235172 

CLIC4 Q9Y696 Chloride intracellular channel protein 4 4.59E-05 0.0243117 

PDLIM2 Q96JY6 PDZ and LIM domain protein 2 8.83E-05 0.03507718 

CAMK2D Q13557 Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type II subunit delta 0.000170863 0.04059454 

MYL9 P24844 Myosin regulatory light polypeptide 9 0.00021683 0.04059454 

DPYSL2 Q16555 Dihydropyrimidinase-related protein 2 0.000273613 0.04059454 

DPYSL3 Q14195 Dihydropyrimidinase-related protein 3 0.000295545 0.04059454 

MYH9 P35579 Myosin-9 0.000300454 0.04059454 

ENO1 P06733 Alpha-enolase 0.000327452 0.04059454 

PDLIM4 P50479 PDZ and LIM domain protein 4 0.000359663 0.04059454 

LMNB1 P20700 Lamin-B1 0.000362034 0.04059454 

SH3BGRL O75368 SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein 0.000363468 0.04059454 

PALLD Q8WX93 Palladin 0.000401279 0.04059454 

OSTC Q9NRP0 Oligosaccharyltransferase complex subunit OSTC 0.000438838 0.04059454 

CNDP2 Q96KP4 Cytosolic non-specific dipeptidase 0.000439367 0.04059454 

HSPB6 O14558 Heat shock protein beta-6 0.000448814 0.04059454 

PLS3 P13797 Plastin-3 0.00045985 0.04059454 

TUBB6 Q9BUF5 Tubulin beta-6 chain 0.000559948 0.04682934 

 

 

 

 

 

 

https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=P61106
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=P00568
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=Q9Y696
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=Q96JY6
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=Q13557
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=P24844
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=Q16555
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=Q14195
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=P35579
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=P06733
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=P50479
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=P20700
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=O75368
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=Q8WX93
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=Q9NRP0
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=Q96KP4
https://globe.jpostdb.org/protein?id=O14558
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=P13797
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=Q9BUF5
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Tabela 6 - Proteínas diferencialmente abundantes entre NAF-ve, LAF-ve e CAF-ve por LC-MS/MS a partir do teste one-way ANOVA (p≤0,05). 

(continua) 

Nome do 

Gene 

Número de Acesso 

Uniprot 
Proteína 

p-valor  

(ANOVA, p≤0,05) 

 q-valor 

 (Storey, p≤0,05) 

NCAM1 A0A087WWD4 Neural cell adhesion molecule 1 0.0103403 0.522457263 

COL15A1 A0A087X0K0 Collagen alpha-1(XV) chain 0.00494108 0.448994133 

HNRNPU A0A1W2PP35 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U 0.0416358 0.85403 

PFKM F8VZI0 ATP-dependent 6-phosphofructokinase, muscle type 0.00819983 0.448994133 

PLSCR5 A0PG75 Phospholipid scramblase family member 5 0.0284932 0.798237714 

BST1 H0Y984 ADP-ribosyl cyclase/cyclic ADP-ribose hydrolase 2 0.00771802 0.448994133 

NAP1L4 A8MXH2 Nucleosome assembly protein 1-like 4 0.0268232 0.798237714 

CFB E7ETN3 Complement factor B 0.00114565 0.4191888 

ABI3BP H7C556 Target of Nesh-SH3 0.00310868 0.426333257 

CD63 F8VNT9 Tetraspanin; CD63 antigen 0.00837635 0.448994133 

TNFRSF11B O00300 Tumor necrosis factor receptor superfamily member 11B 0.00058124 0.4191888 

ARPC2 O15144 Actin-related protein 2/3 complex subunit 2 0.00708636 0.448994133 

PGRMC2 O15173 Membrane-associated progesterone receptor component 2 0.0392754 0.85403 

FLNB O75369 Filamin-B 0.0184283 0.680429538 

VAMP5 O95183 Vesicle-associated membrane protein 5 0.043783 0.857789388 

DDAH2 O95865 N(G), N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2 0.00226755 0.4191888 

HSPB1 P04792 Heat shock protein beta-1 0.0497134 0.865023086 

ITGAV P06756 Integrin alpha-V 0.0204401 0.726759111 

P4HB P07237 Protein disulfide-isomerase 0.0419537 0.85403 

PDGFRB P09619 Platelet-derived growth factor receptor beta 0.0338281 0.798237714 

HSPA5 P11021 78 kDa glucose-regulated protein 0.0341851 0.798237714 

PLS3 P13797 Plastin-3 0.00686138 0.448994133 

ARF4 P18085 ADP-ribosylation factor 4 0.0427015 0.85403 

SPRR1B P22528 Cornifin-B;Cornifin-A 0.00205139 0.4191888 

TGM1 P22735 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase K 0.00832979 0.448994133 
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Tabela 6 - Proteínas diferencialmente abundantes entre NAF-ve, LAF-ve e CAF-ve por LC-MS/MS a partir do teste one-way ANOVA (p≤0,05). 

(conclusão) 

Nome do 

Gene 

Número de Acesso 

Uniprot 
Proteína 

p-valor 

 (ANOVA, p≤0,05) 

 q-valor  

(Storey, p≤0,05) 

ATP2B4 P23634 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4 0.0240728 0.798237714 

CASP14 P31944 Caspase-14 0.0160035 0.680429538 

GPC1 P35052 Glypican-1 0.0460219 0.865023086 

MYH9 P35579 Myosin-9 0.0403379 0.85403 

DLST P36957 Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase* 0.00261993 0.4191888 

SERPINB4 P48594 Serpin B4 0.0181319 0.680429538 

MMP14 P50281 Matrix metalloproteinase-14 0.0312234 0.798237714 

RAB5C P51148 Ras-related protein Rab-5C 0.0378982 0.846099349 

TAGLN Q01995 Transgelin 0.00400789 0.448994133 

PLOD1 Q02809 Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 1 0.0471905 0.865023086 

MFGE8 Q08431 Lactadherin 0.0250851 0.798237714 

DSC1 Q08554 Desmocollin-1 0.0328171 0.798237714 

PKP1 Q13835 Plakophilin-1 0.0183596 0.680429538 

KPRP Q5T749 Keratinocyte proline-rich protein 0.0342529 0.798237714 

NCCRP1 Q6ZVX7 F-box only protein 50 0.0344603 0.798237714 

CYFIP1 Q7L576 Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1 0.031642 0.798237714 

KCTD12 Q96CX2 BTB/POZ domain-containing protein KCTD12 0.0349229 0.798237714 

FAM129B Q96TA1 Niban-like protein 1 0.0285827 0.798237714 

VAT1 Q99536 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog 0.0183009 0.680429538 

S100A14 Q9HCY8 Protein S100-A14 0.0333204 0.798237714 

RTN4 Q9NQC3 Reticulon-4 0.0129349 0.6208752 

MYOF Q9NZM1 Myoferlin 0.00260768 0.4191888 

RAB21 Q9UL25 Ras-related protein Rab-21 0.0142532 0.651574857 

PSAT1 Q9Y617 Phosphoserine aminotransferase 0.0326644 0.798237714 

CLIC4 Q9Y696 Chloride intracellular channel protein 4 0.00645081 0.448994133 

*Nome completo da proteína: Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of 2-oxoglutarate dehydrogenase complex, mitochondrial 
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5.9 PROTEÍNAS-ALVO E CORRELAÇÃO COM OS DADOS CLÍNICO-PATOLÓGICOS DOS CASOS DE 

LO E CEC ORAL 

 

 

Do conjunto de dados das células, foram priorizadas as proteínas CAMK2D 

(Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type II subunit delta), SH3BGRL (SH3 domain-

binding glutamic acid-rich-like protein 3) e AK1 (Adenylate kinase isoenzyme 1). Do conjunto 

de dados das VEs, foi priorizada a proteína TNFRSF11B (Tumor necrosis factor receptor 

superfamily member 11B) (Figura 13).  

Dos resultados da associação entre a abundância das proteínas das células com as 

características clínico-patológicas dos casos, as proteínas CAMK2D e SH3BGRL apresentaram 

intensidades normalizadas mais altas em amostras de CAF e LAF em comparação com NAF 

(Figuras 13 A-B) e associação estatisticamente significante com a idade dos casos de CEC oral 

(p=0,001) e consumo de cigarros por dia dos casos de LO (p=0,017), respectivamente. A 

proteína AK1 mostrou intensidades normalizadas mais altas em amostras de LAF e CAF 

(Figura 13C) em comparação com NAF e correlação significativa com o tamanho das lesões de 

LO (p=0,033).  

A associação entre as proteínas das VEs com as características clínico-patológicas dos 

casos mostrou que a proteína TNFRSF11B apresentou intensidades normalizadas mais baixas 

nas amostras de CAF e LAF em comparação com NAF (Figura 13D) e associação 

estatisticamente significante com a ausência de variação anormal do tamanho dos núcleos dos 

casos de LO (p=0,036) e com a ausência de invasão angiolinfática dos casos de CEC oral 

(p=0,009).  
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Figura 13 - Perfil das proteínas estatisticamente significantes em relação as suas abundâncias entre NAF 

LAF e CAF, do conjunto de dados das Células e das VEs, que apresentaram correlação com os dados 

clínico-patológicos dos casos de LO e CEC oral por análises estatísticas não paramétricas. Os gráficos 

apresentam as associações com p-valor≤0,05 do teste U de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis. A 

diferença estatística significante entre dois grupos está representada por barra e asteriscos, onde * 

representa p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. A identidade da proteína está representada pelo respectivo 

nome do gene. 
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6 DISCUSSÃO 

 

6.1 OS CAFS ORAIS APRESENTAM ASSINATURA MIOFIBROBLÁSTICA 

 

Nos tecidos homeostáticos, as células epiteliais encontram-se estritamente separadas do 

tecido conjuntivo pela membrana basal (MB), uma estrutura de matriz extracelular (MEC) 

especializada, responsável pela integridade, elasticidade, sinalização bioquímica e mecânica 

dos tecidos, ao mesmo tempo que facilita as interações intra e intercelulares (Armstrong et al., 

2000). Fibroblastos quiescentes são encontrados dispersos no tecido conjuntivo próximos à MB 

e representam um importante sensor de integridade do tecido com atividade metabólica e 

transcricional mínima, que são fundamentais na definição do estado de diferenciação do epitélio 

adjacente por meio da secreção de fatores de sinalização, além da produção dos componentes 

da MEC, como colágeno, fibronectina e elastina a uma taxa mínima para manter a MB 

complacente e resistente à tensão (Tschumperlin et al., 2013; Sekiguchi et al., 2018). Após um 

sinal de dano tecidual, os fibroblastos se diferenciam em miofibroblastos e orquestram o reparo 

tecidual por meio da síntese de componentes da matriz e da comunicação com células do 

sistema imunológico (McAnulty & Laurent, 2002; Sahai et al., 2020). 

Durante o surgimento de alterações citológicas e arquiteturais, caracterizadas 

histologicamente por proliferação epitelial anormal ou atípica, que refletem a perda da 

maturação e do padrão de estratificação do epitélio superficial, as células alteradas ainda se 

encontram delimitadas no tecido epitelial e separadas do estroma circundante, contidas dentro 

dos limites da MB, assim como acontece no carcinoma in situ (Kalluri et al., 2006; Glentis et 

al., 2017). Não obstante, até o momento ainda há questionamentos se as alterações nas 

propriedades do estroma precedem ou são consequência da proliferação dos queratinócitos 

transformados. Ademais, os mecanismos moleculares e o tempo de recrutamento e ativação de 

fibroblastos no estágio pré-invasivo (como na displasia epitelial e no carcinoma in situ) são mal 

compreendidos (Kalluri, 2003; Glentis et al., 2017).  Em contrapartida, tem sido evidenciado 

que durante a invasão dos tecidos, os queratinócitos alterados induzem uma série de 

modificações no estroma adjacente e que a desregulação das condições fisiológicas durante a 

iniciação do tumor, acompanhada por uma resposta inflamatória crônica, leva à ativação dos 

fibroblastos e sua diferenciação em CAFs, que expressam constitutivamente a proteína α-actina 

de músculo liso (Mueller et al., 2004; Yu et al., 2014; Glentis et al., 2017; Labernadie et al., 
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2017; Fiori et al., 2019). No entanto, as origens e funções celulares precisas dos CAFs 

permanecem ambíguas e desafiadoras, especialmente devido à substancial heterogeneidade 

fenotípica e funcional dessas células e, consequentemente, pela falta de biomarcadores 

definitivos (Öhlund et al., 2014; Elyada et al., 2019; Mao et al., 2021). 

As células tumorais requerem comunicação ativa com as células vizinhas e seu 

microambiente local. Durante a última década, o papel crítico das VEs na comunicação célula-

célula entre as células tumorais e as células imunológicas do microambiente do tumor primário 

tem sido destacado (Peinado et al., 2011; Peinado et al., 2012; Maas et al., 2017; Hoshino et al., 

2015; Hoshino et al., 2020). Acredita-se que as VEs participam de várias etapas durante os 

processos invasivos e, após sua disseminação pela circulação sanguínea, inicia o 

estabelecimento de nichos metastáticos em órgãos distantes (Peinado et al., 2011; Hood et al., 

2011; Rana et al., 2013). Uma vez liberadas no espaço extracelular, as VEs podem atingir as 

células receptoras e entregar seu conteúdo que, consequentemente, impacta diretamente nas 

respostas funcionais e nas mudanças fenotípicas que afetarão o estado patológico do organismo 

(van Niel et al., 2018). 

Considerando a perspectiva de que os fibroblastos atuam como sensores e receptores de 

sinais químicos e físicos, que são gerados e propagados no microambiente em homeostase e 

associados ao câncer, e que seu fenótipo evolui concomitante à massa tumoral, sendo, portanto, 

considerados extremamente influentes nesse processo, o objetivo desse estudo foi i) buscar por 

marcadores de transformação maligna em fibroblastos isolados de três condições clínicas 

distintas: tecido não neoplásico, potencialmente maligno e carcinoma espinocelular oral por 

meio da proteômica das células e das suas VEs; e 2) correlacionar esses achados com os dados 

clínico-patológicos da coorte de casos de LO e CEC oral.  

Os CAFs têm sido encontrados nos carcinomas espinocelulares orais principalmente 

próximos às ilhas tumorais e no fronte invasivo em estudos com imuno-histoquímica pela 

expressão de α-SMA (Kellermann et al., 2007; Mezawa et al., 2016; Sobral et al., 2011; Cirillo 

et al., 2017; Takahashi et al., 2017; Bello et al., 2011; Bagordakis et al., 2016; Dourado et al., 

2018).  Em CEC oral, os CAFs são diferenciados dos fibroblastos quiescentes pela expressão 

da proteína de ativação de fibroblastos (FAP), proteína 1 específica de fibroblastos (FSP1), 

receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR) α/β e vimentina. Entretanto, 

ainda há controversas sobre a detecção de miofibroblastos α-SMA positivos em lesões 
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potencialmente malignas da mucosa oral. Enquanto alguns trabalhos constataram a presença 

destas células no estroma de leucoplasias orais com displasia usando a técnica de 

imunohistoquímica, (Vered et al., 2009; Seifi et al., 2010; Chaudhary et al., 2012) outras 

pesquisas não confirmaram este resultado (Kellermann et al., 2007; Etemad Moghadam et al., 

2009; De Assis et al., 2012; Rodrigues et al., 2015).  

Recentemente, Ӧhlund e colaboradores (2017) identificaram pela primeira vez dois 

subconjuntos espacialmente distintos e totalmente opostos de CAFs no adenocarcinoma ductal 

pancreático – os CAFs miofibroblásticos (myCAFs) e os CAFs inflamatórios (iCAFs). Os 

myCAFs estão localizados nas proximidades de células cancerosas e apresentam alta expressão 

de α-SMA, enquanto os iCAFs estão localizados mais distantes das células neoplásicas e 

expressam menos α-SMA, entretanto secretam IL-6 e outros fatores inflamatórios (por 

exemplo, IL-8, IL-11 e LIF), e podem participar na supressão imunológica por estimular a via 

de sinalização STAT3. Posteriormente, o mesmo grupo de pesquisadores confirmou a 

existência de myCAF e iCAF e denominou uma nova subpopulação de CAF como 

apresentadores de antígenos (apCAFs), que expressam MHC de classe II, CD74 e SLPI ao invés 

de moléculas coestimulatórias clássicas (Elyada et al., 2019). 

Para caracterizar os fenótipos das populações de NAFs, LAFs e CAFs deste estudo, os 

níveis diferenciais de expressão gênica foram estudados por análises de RT-qPCR. Foram 

incluídos os marcadores comuns para fibroblastos já descritos na literatura, aqui neste estudo 

denominados de panF (VIM, FAP, S100A4, PDPN, COL1A1) e, como ainda como não existe 

na literatura um painel de marcadores definidos para caracterizar subpopulações de CAFs 

associados ao CEC oral, foram verificados os marcadores que classificam estas células em 

myCAF (ACTA2, TAGLN, MYL9, POSTN, MMP11, CCN2, THY1, MMP2, DCN), iCAF 

(CXCL1, CXCL2, CXCL12, CXCL8, CFD, PDGFRA IL-6, LIF, LMNA, CCL2, DPT) e apCAF 

(SLPI)  de acordo com Elyada et al. (2019) (Figura 3). 

Considerando que a detecção de CAFs no estroma tumoral pode ser um potencial 

marcador biológico para determinar a presença de microinvasão e que a heterogeneidade dos 

CAFs representa um desafio da biologia tumoral, a próxima etapa desse estudo foi analisar se 

os CAFs orais isolados de tumores primários representavam subpopulações de myCAF, iCAF 

e apCAFs (Elyada et al., 2019), como também avaliar a expressão desses genes nos LAFs. Os 

resultados dessa análise confirmaram que, os NAFs, LAFs e CAFs orais expressaram o 
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marcador mesenquimal panF VIM. Nessa categoria, PDPN mostrou expressão aumentada 

significativa em CAF em comparação com NAF e LAF, não havendo diferença estatística 

significante entre NAF e LAF. Entretanto, os marcadores de ativação FAP e S100A4, já 

descritos na literatura como marcadores de fibroblastos orais ativados, não foram 

superexpressos nas amostras de CAFs deste estudo. Ademais, não foi constatado aumento 

significativo da expressão do marcador COL1A1. Em geral, quando avaliados os agrupamentos 

hieráraquicos, os marcadores de fenótipo não separaram perfeitamente as amostras, entretanto, 

foi possível observar que a maioria dos CAFs se encontra localizada em grupos específicos do 

heat map (Figura 3). 

Codificada pelo gene PDPN humano, a podoplanina é uma glicoproteína 

transmembrana do tipo mucina que é amplamente distribuída na superfície de vários tipos de 

células, no entanto, durante a transformação maligna, a expressão de PDPN sofre alterações 

quantitativas e qualitativas importantes (Wicki et al., 2006). Nos últimos anos estudos relataram 

a superexpressão de PDPN em áreas hiperplásicas e displásicas (Kawaguchi et al., 2008) e nas 

desordens potencialmente malignas orais, como leucoplasia, eritroleucoplasia, líquen plano e 

também em carcinomas in situ (Zhang et al., 2009; Shi et al., 2010; Funayama et al., 2011; Feng 

et al., 2012; Kreppel et al., 2012; de Vicente t al., 2013).   

Kawaguchi e colaboradores relataram a forte associação entre a alta expressão de PDPN, 

a nível de proteína, e o desenvolvimento de CEC a partir da leucoplasia oral em um estudo 

prospectivo de 7,5 anos de acompanhamento. Um estudo retrospectivo recente conduzido por 

Kreppel e colaboradores também detectou resultados semelhantes. Embora o papel exato da 

PDPN ainda seja discutível, a forte associação estatística entre sua expressão e o risco de 

transformação maligna oral apoia o presumível papel dessa proteína na carcinogênese. É 

importante ressaltar que, independentemente do tipo de lesão potencialmente maligna e da 

natureza do estudo, os pesquisadores reforçam que a validade da classificação histológica da 

PDPN como marcador preditivo na avaliação do risco de câncer oral é questionável, devido às 

variações substanciais inter e intra-observador (Kawaguchi et al., 2008; Kreppel et al., 2012). 

A expressão consistente e significativa de PDPN nas desordens potencialmente malignas orais 

não apenas sugere esta proteína como um poderoso marcador que prediz a lesão displásica 

verdadeira pelo aumento dos parâmetros clínicos e histológicos estabelecidos, mas também que 

este marcador pode ser útil para orientar as condutas de tratamento dos pacientes (Kawaguchi 

et al., 2008; Kreppel et al., 2012). 
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A regulação positiva da expressão de PDPN foi observada em diferentes tipos de 

tumores experimentais e humanos, incluindo carcinomas de células escamosas da pele, pulmão, 

esôfago, colo do útero, laringe e cavidade oral (Gandarillas et al., 1997; Martín-Villar et al., 

2005; Schacht et al. al., 2005; Kato et al., 2005; Wicki et al., 2006). Em carcinomas de células 

escamosas, a expressão de podoplanina é frequentemente restrita à frente invasiva, com 

expressão aumentada na extensão da membrana, ou seja, em filopódios e lamelópodes de 

queratinócitos (Martín-Villar et al., 2005). Embora não seja específico para fibroblastos, pois 

também é expressa em células tumorais epiteliais e macrófagos, estudos recentes sugerem que 

este marcador poderia ser potencialmente usado para identificar subpopulações de CAFs pró-

tumorigênicos (Shindo et al., 2013; Cueni et al., 2010; Pula et al., 2011; Kawase et al., 2008; 

Yamanashi et al., 2009). 

O perfil de expressão gênica myCAF (Figura 3) caracterizado como contrátil e reparador 

de danos, principalmente por sua capacidade de produção dos componentes da MEC, foi 

evidente nos resultados do presente estudo. A caracterização celular por RT-qPCR mostrou 

expressão aumentada significativa do gene envolvido no contexto da remodelação do 

citoesqueleto de actina, motilidade e geração de força contrátil (Rockey et al., 2013), (ACTA2); 

diferenciação, migração celular e formação de podossomos (Assinder et al., 2009), (TAGLN); 

e cicatrização de feridas e fibrose (Walker et al., 2016) (POSTN). Esses achados corroboram 

com a constatação de que uma das marcas registradas dos CAFs é a produção excessiva de 

componentes da matriz extracelular (Fullar et al., 2015; Pickup et al., 2014). O aumento da 

rigidez da MEC, resultante do espessamento das fibras de colágeno e da atividade dos CAFs 

favorece a migração, a sobrevivência e a proliferação de células cancerosas (Pickup et al., 2014) 

e, consequentemente, restringe o acesso das células do sistema imunológico, servindo assim 

como uma barreira física (Sorokin et al., 2010). Esse mecanismo já foi associado à falta de 

resposta à terapia anti-PDL1, particularmente em alguns tumores com assinatura gênica que 

reflete alta sinalização de TGFβ1 nos CAFs. De forma consistente, o co-tratamento de tumores 

colorretais e de mama de camundongos com inibidores contra TGFβ e PD-L1 reduziu a 

expressão de enzimas modificadoras da MEC por CAFs, permitindo a infiltração de células T, 

que consequentemente reduziu a carga do tumor primário e metastático, presumivelmente por 

superar o fenótipo de exclusão imunológica (Chakravarthy et al., 2018). Assim, a remodelação 

e fibrose da MEC mediadas por CAF são eventos importantes que contribuem para a formação 
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de um microambiente imunossuprimido que promove o crescimento tumoral e a formação de 

metástases (Sorokin et al., 2010; Chakravarthy et al., 2018). 

Curiosamente, a expressão do gene THY1, também pertencente à assinatura myCAF e 

envolvido principalmente na ativação de células T e apoptose (Saalbach et al., 2000), foi 

estatisticamente diminuída em CAFs em relação aos NAFs e LAFs (Figura 3). Tem sido 

discutido que a expressão da proteína Thy-1 divide fibroblastos de vários tecidos em dois 

grupos funcionalmente diferentes: Thy-1+ e THy-1- (Koumas et al., 2001). Apenas fibroblastos 

positivos para Thy-1 produzem proteína-1 quimioatraente de monócitos (MCP-1) e expressam 

CD40, uma glicoproteína de superfície celular envolvida na ativação, proliferação e produção 

de citocinas de células T, em resposta à estimulação de IL-1 (Koumas et al., 2001). 

A assinatura iCAF, descrita por apresentar um perfil imunomodulador e regulador da 

inflamação, pois expressa altos níveis de citocinas e quimiocinas (Elyada et al., 2019), não foi 

evidente neste trabalho. Dos 11 genes iCAFs avaliados, apenas a expressão de mRNA do gene 

CXCL12 mostrou diferença estatisticamente significante, entretanto menos expresso em CAFs 

em comparação com NAFs e sem diferença estatisticamente significante em relação aos LAFs. 

CXCL12, também conhecida como fator 1 derivado do estroma (SDF-1), é uma quimiocina 

amplamente secretada em diferentes tecidos por células do estroma, fibroblastos e células 

epiteliais em seis diferentes isoformas, codificadas no cromossomo 10q11 (Meng et al., 2018). 

No microambiente tumoral, os CAFs e as células-tronco mesenquimais/estromais expressam 

constitutivamente CXCL12 e esta sinalização parácrina aumenta a proliferação e sobrevivência 

de células tumorais positivas para CXCR4. Além disso, o baixo nível de oxigênio no 

microambiente melhora significativamente a expressão de CXCL12, bem como os níveis de 

superfície de CXCR4 em células tumorais. Assim, o eixo CXCL12/CXCR4 desempenha um 

papel crítico na regulação do crescimento tumoral, pois ativa vias de sinalização que afetam a 

angiogênese tumoral, proliferação de células tumorais e a quimiorresistência e, portanto, tem 

sido estudada como alvo potencial para as terapias oncológicas (Meng et al., 2018). 

 Resultado similar foi observado para o único marcador apCAF investigado. O gene 

SLPI já foi previamente identificado como pró-inflamatório em fibroblastos displásicos de pele 

(Erez et al., 2010) e é considerado um dos marcadores apCAF mais proeminentes em 

adenocarcinoma de pâncreas murino (Elyada et al., 2019), sendo associado a capacidade 

imunomodulatória e apresentadora de antígeno. A proteína SLPI é descrita como potente 
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inibidora de serino-proteinases, com várias funções relevantes para a defesa inata do 

hospedeiro, incluindo atividade antimicrobiana e antiinflamatória. Como seus níveis sistêmicos 

são baixos, acredita-se que SLPI atue no nível tecidual, ao contrário dos inibidores de serino-

proteinase circulantes. Além disso, a recente descoberta da expressão de SLPI epitelial durante 

o reparo de feridas cutâneas gerou interesse no papel desta molécula na resposta fisiológica de 

cicatrização de feridas (Ashcroft et al., 200). No presente estudo, a expressão gênica de SLPI 

foi significativamente aumentada nos fibroblastos associados ao tecido controle não maligno 

quando comparado com a expressão gênica em LAFs e CAFs. Em contrapartida, apesar desse 

gene ter sido o único alvo que mostrou diferenças estatísticas significantes entre NAF vs. LAF 

e NAF vs.CAF, considerando o contexto da malignização, não houve correlação 

estatisticamente significante entre a expressão relativa de SLPI com as características clínico-

patológicas dos casos de LO e CEC estudados. Apesar disso, esse resultado é interessante, pois 

pode indicar que os LAFs e CAFs apresentam menor capacidade pró-inflamatória e de 

apresentação de antígenos. Entretanto, outros alvos nessa via de regulação precisam ser 

avaliados para consolidar esse conhecimento. 

O perfil de expressão gênica identificada neste estudo mostrou que, em geral, enquanto 

os NAFs-cel apresentam resposta fisiológica associada a um microambiente homeostático, com 

baixa atividade no contexto da remodelação do citoesqueleto de actina, de motilidade e geração 

de força contrátil e com expressão aumentada de genes relacionados ao contexto imunológico, 

os CAFs expressaram mais mRNA de genes com características de remodelação e geração de 

força contrátil e mostraram baixa atividade de secretar moléculas inflamatórias e apresentadoras 

de antígeno no microambiente tumoral. Neste contexto, tem sido persistente na literatura as 

constatações de que tumores com assinaturas estromais altas estão associados à resistência 

terapêutica e à recorrência da doença (Correia et al., 2012; Finak et al., 2008; Calon et al., 2015; 

Liu et al., 2016; Fiori et al., 2019). No entanto, vale ressaltar que o presente estudo apresenta a 

limitação de não ter realizado ensaios funcionais para verificar o papel das proteínas 

relacionadas à assinatura dos LAFs e CAFs orais nos principais eventos biológicos associados 

à tumorigênese oral. 

A caracterização dos fibroblastos orais primários provenientes da coorte de pacientes 

com CEC oral deste estudo indica que a heterogeneidade dos CAFs orais representa um aspecto 

pertinente da biologia tumoral. Devido à existência de vários tipos de precursores celulares, as 

populações de CAFs se comportam como células complexas e com funções distintas entre 
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muitos tipos de câncer (Kalluri et al., 2016; Elyada et al., 2019; Biffi et al., 2019). A existência 

simultânea de CAFs com propriedades diferentes dentro do MT pode depender da origem da 

célula precursora e/ou do estágio evolutivo do microambiente em questão (Elyada et al., 2019), 

sendo coerente a afirmação de que os CAFs orais possam representar um fenótipo ou estado 

funcional, em vez de um tipo específico de célula (Li et al., 2015).  

Dessa forma, esses achados convergem na hipótese de que possam existir populações 

diferentes de CAFs para conjuntos específicos de funcionalidades dentro do microambiente 

tumoral do CEC oral, como contratilidade aprimorada e diferenças na síntese de proteínas, 

como citocinas, quimiocinas e moléculas relacionadas à apresentação de antígenos. Com base 

nesses dados, foi formulada a hipótese de que os LAFs primários com perfil de expressão  

diminuída estatisticamente significante do gene pró-inflamatório e apresentador de antígeno 

SLPI- e os CAFs com expressão aumentada estatisticamente significante, em especial de genes 

envolvidos no contexto da remodelação do citoesqueleto de actina, motilidade, geração de força 

contrátil, diferenciação, migração celular e formação de podossomos (ACTA2+, POSTN+, 

TAGLN+), poderiam levar à identificação de proteínas totais e secretadas que estivessem 

envolvidas na promoção de um microambiente permissivo no contexto das leucoplasia orais 

com displasia e do CEC oral. Em sequência, análises por espectrometria de massas com 

aquisição dependente de dados foram utilizadas para caracterizar o perfil proteico de 14 NAFs, 

11 LAFs e 22 CAFs e, também, do seu subproteoma em VEs. 

 

6.2 VES ISOLADAS DE NAF, LAF E CAF SÃO ENRIQUECIDAS DE TETRASPANINAS 

 

A caracterização das VEs por rastreamento de nanopartículas mostrou que todas as 

partículas isoladas por ultracentrifugação diferencial apresentaram tamanhos médios de 

116,0±18,1 nm de diâmetro e estão na faixa de tamanho esperado (50-150 nm) para serem 

classificadas como VEs (Willms et al., 2018; Niel et al., 2018; Kalluri & LeBleu, 2020). Esses 

resultados corroboram com os achados de trabalhos que também isolaram VEs de células em 

culturas primárias (Dourado et al., 2019; Principe et al., 2018). 

Os NAFs, LAFs e CAFs deste estudo foram enriquecidos de marcadores de VEs, 

incluindo as tetraspaninas CD9, CD63, CD81, classicamente usadas como marcadores de 

exossomos (Kowal et al., 2016; Kalluri e LeBleu, 2020) e proteínas citosólicas como TSG101, 
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PDCD6IP, SDCBP e CAV. Esses resultados estão de acordo com as diretrizes 

internacionalmente aceitas (Théry et al., 2018) e sugerem que provavelmente tais proteínas, 

especialmente as tetraspaninas, sejam bons marcadores pan-exossomo para VEs isoladas de 

fibroblastos orais. Curiosamente, marcadores considerados convencionais para VEs, como 

Flotilinas-1 e a proteína de choque térmico HSP90-beta (HSP90AB1), não foram identificadas 

e quantificadas em todas as amostras de fibroblastos orais humanos deste estudo. Além disso, 

proteínas de compartimentos intracelulares como mitocôndria (VDAC1) e núcleo (histonas, 

HIST1H* e CYC1) não foram identificadas no banco de dados de VEs deste trabalho, o que 

indica que as VEs isoladas não foram contaminadas por componentes intracelulares e mostra a 

pureza do isolamento dessas partículas. 

É importante salientar que os marcadores biológicos atuais podem não reconhecer todas 

as subpopulações de VEs com conteúdo específicos (Willms et al., 2018). O microambiente e 

a biologia inerente das células podem influenciar o conteúdo das VEs e de seus marcadores 

biológicos, o que impacta diretamente no tamanho das partículas e, consequentemente, nas 

células receptoras. Embora as análises do conteúdo vesicular exijam grandes pools de amostras, 

nem todas as VEs contêm uma abundância semelhante de uma determinada carga/conteúdo 

(Pathan et al., 2019).  

Ressalta-se ainda que os efeitos das VEs nas células receptoras podem ser diferentes 

devido a expressão variada de receptores de superfície celular, e dessa maneira, a 

heterogeneidade funcional pode resultar em um conjunto de VEs responsáveis por induzir a 

sobrevivência celular, outro conjunto responsável pela apoptose e um conjunto diferente 

induzindo imunomodulação etc., em diferentes tipos de células-alvo. A heterogeneidade 

também pode ser baseada no órgão e tecido de origem dos exossomos, incluindo se eles são de 

células neoplásicas, dando-lhes propriedades distintas como tropismo para certos órgãos e 

captação por tipos específicos de células (Pathan et al., 2019). 

 

6.3 O REPERTÓRIO PROTEÔMICO DOS LAF-VE E CAF-VE ESTÃO ENVOLVIDOS NA 

MODULAÇÃO DA RESPOSTA IMUNOLÓGICA 

 

Neste estudo, dados proteômicos foram obtidos pela quantificação sem marcação (do 

Inglês, label-free) dos espectros gerados, assim como empregado em outros trabalhos que 

avaliaram amostras biológicas por LC-MS/MS (Carnielli et al., 2018; Busso-Lopes et al., 2021). 
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Cabe salientar que a combinação da análise proteômica das células e suas VEs isoladas de tecido 

primário permitiu a correlação entre a abundância dessas moléculas com informações clínico-

patológicas valiosas no contexto das lesões potencialmente malignas e do CEC oral.   

Outra abordagem relevante deste estudo foi o uso de ferramentas estratégicas de 

bioinformática para trabalhar com a grande quantidade de dados gerados, como o agrupamento 

do repertório proteômico aplicado para o conjunto de dados das células e das VEs, utilizando o 

VSCluster. Essa ferramenta permitiu identificar agrupamentos de proteínas que estão 

simultaneamente mais ou menos abundantes entre as condições estudadas, de maneira que o 

grau de associação entre elas é alto no mesmo cluster e baixo entre as proteínas de clusters 

diferentes, mostrado velos valores do Membership >0,5. Esse comportamento co-regulatório 

sugere que as proteínas de tal grupo compartilham de características funcionais e, portanto, 

podem ser mapeadas para os mesmos processos biológicos e redes moleculares.  

Em geral, os resultados obtidos mostraram que, enquanto o proteoma total dos 

fibroblastos é caracterizado principalmente pelos processos relacionados a tradução de proteína, 

no proteoma das VEs as moléculas participam da organização da matriz extracelular e dos 

processos de adesão célula-célula e célula-matriz e de vias de sinalização mediada por 

integrinas. Em especial, no conjunto de dados das VEs as proteínas estão envolvidas na 

modulação de processos importantes no contexto da progressão do câncer, como angiogênese 

e migração celular. Ao enriquecer as proteínas compartilhadas, nota-se a presença de processos 

relacionados a produção de glicose (Figura 5E, Apêndices 1-3). 

O agrupamento hierárquico dos casos evidenciou que a posição de qualquer amostra no 

dendrograma é determinada pela influência da variação biológica que reflete no padrão de 

abundância das proteínas (Figuras 6 e 7). Entretanto, ao agrupar os pacientes de acordo com 

suas características clínicas e histopatológicas em comum e correlacionar essas informações 

com suas respetivas posições no dendrograma, foi possível constatar associações estatísticas 

significantes, tanto do conjunto de dados das células quanto das VEs. Essa análise evidencia 

que apesar do agrupamento não ter sido perfeito, ele não aconteceu ao acaso e permitiu a 

constatação de associações significativas com características revelantes no contexto das 

patologias estudadas.  

Para explorar os processos biológicos refletidos pelas proteínas identificadas e 

quantificadas em NAFs, LAFs e CAFs, empregou-se o agrupamento do conjunto de dados de 
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Células e VEs na plataforma VSCluster (Schwämmle & Jensen, 2018). O agrupamento dos 

dados permitiu o reconhecimento de 3 padrões distintos, tanto do proteoma total quanto do 

proteoma das VEs (Figuras 10 e 11). Notavelmente, os padrões moleculares relacionados ao 

proteoma total dos fibroblastos mostram principalmente proteínas mais abundantes em NAFs, 

LAFs e CAFs, enquanto o agrupamento dos dados das VEs permitiu a identificação de um 

padrão distinto, conduzido por proteínas menos abundantes na leucoplasia oral (LAFs). A 

seguir, serão discutidas as principais vias biológicas enriquecidas no proteoma das células e das 

vesículas extracelulares. 

As proteínas mais abundantes nos CAFs orais, referentes ao Cluster-1 Cel. que 

simultaneamente estão menos abundantes em NAFs (Figura 10A), enriquecem principalmente 

vias regulatórias dependentes do citoesqueleto que controlam a migração das células, bem como 

a regulação dinâmica dos microtúbulos e atividades do ciclo celular. Dentre as vias associadas, 

se destaca principalmente o dobramento de actinas e tubulinas mediado pelas chaperoninas 

citosólicas TRiC/CCT e Prefoldina (p-valor=1,11E-16). Descobertas recentes mostraram que a 

biogênese eficiente de actinas e tubulinas está intimamente associada a uma maquinaria celular 

especializada, sendo o processo de dobramento associado a uma ampla gama de processos 

biológicos, incluindo o tráfego de proteínas e a regulação do ciclo celular (Gestaut et al., 2019; 

Kumar et al., 2004). A expressão de CCT/TRiC é regulada positivamente durante a transição 

de fase G1/S do ciclo celular, enquanto sua regulação negativa leva à inibição da proliferação, 

diminuição da viabilidade da célula, parada do ciclo celular e apoptose (Spiess et al., 2004). 

Corroborando com esses dados, outra via enriquecida no Cluster-1 Cel. refere-se à transdução 

de sinal por Rho GTPases. A família RHO de GTPases é grande e diversa, com muitos de seus 

membros considerados reguladores mestres do citoesqueleto de actina, e, consequentemente de 

todos os processos que dependem da reorganização dinâmica dessa estrutura, incluindo a 

migração celular, adesão celular, divisão celular, estabelecimento de polaridade celular e 

transporte intracelular mediado por vesículas (Bustelo et al., 2007). Interessante que as vias 

enriquecidas do Clster-1 Cel. corroboram com os dados de assinatura gênica myCAF deste 

estudo. 

O Cluster-1 das VEs (Figura 11A) também mostrou o agrupamento de proteínas mais 

abundantes nos CAFs orais, entretanto, envolvidas em vias distintas do Cluster-1 Cel. pois estão 

principalmente relacionadas à modulação da resposta imune, como a degranulação de 

neutrófilos, processamento e apresentação de antígeno mediado por MHC de Classe I, 
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sinalização de interferon e de citocinas e interações imunorregulatórias entre uma célula 

linfóide e uma célula não linfóide. Em conjunto, esses dados indicam que as proteínas 

secretadas nas VEs dos CAFs estão associadas a processos imunológicos no contexto do 

microambiente tumoral.  

Na comparação entre o cluster-2 de Cel. (Figura 10B) e o cluster-2 VEs (Figura 11B), 

nota-se que, enquanto o agrupamento das proteínas nas células mostra um padrão de moléculas 

mais abundantes em LAFs, que estão envolvidas em vários eventos de tradução proteica, como 

o direcionamento co-translacional de proteínas para o retículo endoplasmático mediado pelo 

complexo de ribonucleoproteína, conhecido como partícula de reconhecimento de sinal – SRP 

e na vigilância do mRNA, o repertório proteômico das VEs apresenta um padrão de abundância 

oposto: as proteínas estão menos abundantes em LAFs e participam da modulação da resposta 

imune, queratinização, morte celular programada e organização da matriz extracelular.  

No que se refere ao cluster-2 Cel. (Figura 10B) destaca-se principalmente que as 

proteínas estão envolvidas no mecanismo denominado de decaimento de RNA mensageiro 

(mRNA) mediado por nonsense (Nonsense-Mediated Decay, NMD; p-valor=1,11E-16). O 

NMD é parte de uma rede maior de vigilância de RNA que garante que apenas mRNAs com 

potencial de codificação adequado se tornem disponíveis para a síntese de proteínas. 

Especificamente, a maquinaria NMD reconhece mRNAs com códons de terminação prematura 

e medeia sua degradação. Se deixados disponíveis para tradução, estes mRNAs representam 

uma ameaça latente para a célula, pois podem codificar proteínas truncadas, sem funções ou 

com funções indesejadas (Pawlicka et al., 2020).  É importante enfatizar que o NMD não apenas 

degrada os transcritos mutados, ele também é um mecanismo de controle de qualidade que 

remove transcritos com splicing de forma aberrante, como aqueles resultantes de íntrons retidos 

ou éxons ignorados. Além disso, estima-se que o NMD regula ~10% do transcriptoma normal 

e, portanto, tem um impacto importante na expressão fisiológica do gene. Isso ocorre porque 

muitos transcritos têm características indutoras do NMD, mesmo na ausência de códons de 

terminação prematura. A regulação gênica por NMD é importante para o desenvolvimento do 

organismo e é particularmente crucial para a diferenciação de alguns tecidos e também para as 

respostas celulares ao estresse (Nickless et al., 2017). Com base nessas funções, o NMD regula 

vários processos biológicos e está envolvido na fisiopatologia de uma infinidade de doenças 

genéticas humanas, incluindo o câncer (Nogueira et al., 2021).  
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No cluster-2 VEs – menos abundantes em LAFs (Figura 11B) - as proteínas estão 

envolvidas principalmente na modulação de eventos relacionados ao sistema imune, na 

queratinização e apoptose. Ao comparar esse cluster (Figura 11B) com o cluster das proteínas 

upreguladas em CAF, cluster 1-ve (Figura 11A), nota-se que a modulação da resposta imune, 

mediada pela degranulação de neutrófilos, processamento e apresentação de antígenos por 

moléculas de MHCI e sinalização Interferon gama, alpha e beta, são vias importantes 

compartilhadas entre ambos. O que muda é a condição patológica analisada. Digno de nota, o 

único cluster-cel que apresentou vias relacionadas ao sistema imune foi o cluster-2, que também 

mostra proteínas mais abundantes nos LAFs, que estão envolvidas em vias de processamento e 

apresentação de antígeno mediado por MHC de classe I (Figura 11 B). 

É importante ressaltar que o objetivo dessa análise de agrupamento foi mostrar o perfil 

de regulação de vias associadas aos padrões de abundância proteica entre as condições clínicas 

estudadas. Para afirmar se tais vias estão mais ou menos reguladas em cada condição é 

necessário analisar individualmente as proteínas. Ademais, quando avaliados em conjunto, 

estes dados mostram que no repertório proteômico das VEs secretadas por LAFs e CAFs, as 

diferenças de abundância indicam que importantes mecanismos relacionados ao sistema imune 

estão presentes, especialmente orquestrados pelos fibroblastos do microambiente das LOs com 

displasia e CEC oral.  

O estudo do sistema imune em lesões potencialmente malignas da cavidade oral tem 

sido focado principalmente na verificação de células de Langerhans, que são células dendríticas 

derivadas da medula óssea que residem nas camadas de células suprabasais e espinhosas do 

epitélio escamoso estratificado oral (Pellicioli et al., 2017; Wang et al., 2017; Silva et al., 2020). 

Como sentinelas do sistema imunológico, as células dendríticas de Langerhans (CDL) atuam 

como apresentadoras de antígenos profissionais que captam e processam antígenos no epitélio 

oral e migram para a lâmina própria e posteriormente para a área paracortical do linfonodo de 

drenagem, local onde processam as proteínas em peptídeos antigênicos e desempenham sua 

função de apresentação aos linfócitos T CD4+ e CD8+. Consequentemente, os mecanismos 

efetores mediados por células T contra antígenos específicos, incluindo antígenos displásicos e 

de células cancerosas, são ativados (Wang et al., 2017). Alguns trabalhos, usando a técnica de 

imunohistoquímica, têm mostrado o aumento gradual no número de CDL da mucosa oral 

normal para displasia epitelial e, posteriormente, em CEC oral (Bondad-Palmarioet al., 1995; 

Araújo et al., 2010; Öhman et al., 2012; Kindt et al.,2016; Wang et al., 2017). Em contrapartida, 
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outros trabalhos já demonstraram um declínio gradual no número de CDL durante a progressão 

da carcinogênese oral (Gomes et al.,2016; Upadhyay et al., 2012; Girod et al., 1994). No 

entanto, ainda não existem estudos sobre a modulação das respostas imunes nos DOPM, sejam 

orquestrados por fibroblastos, células dendríticas ou mesmo mostrando as interações entre 

LAFs e CAFs com os componentes do microambiente imunológico das LOs e do CEC oral.  

No Cluster 3-Cel – mais abundantes em NAFs e simultaneamente menos abundantes 

em CAFs (Figura 10C) – as proteínas estão envolvidas na maioria das vias já descritas no 

Cluster 2-Cel – mais abundantes em LAFs e simultaneamente menos abundantes em NAFs e 

CAFs. Na verdade, as proteínas de ambos os clusters estão modulando vias relacionadas à 

vigilância da qualidade de mRNA, mas é possível notar que a diferença entre eles foi a presença 

de vias de Splicing de mRNA adicionadas ao agrupamento 3-Cel. O splicing de RNA, que é a 

remoção dos íntrons seguida pela ligação do exon, é um processo essencial que governa muitos 

aspectos da proliferação, sobrevivência e diferenciação celular. Para os RNAs mensageiros, 

esse processo resulta numa sequência codificadora de proteína. Para RNAs transportadores 

(tRNAs) e ribossômicos (rRNAs), esse processo resulta na produção de moléculas funcionais 

para a maquinaria da tradução. A flexibilidade desse processo tem desempenhado um papel 

fundamental na evolução de organismos superiores, promovendo a expansão do proteoma e 

ajudando a regular a expressão gênica. Considerando a importância desse mecanismo na 

regulação gênica, alterações nesta via têm sido implicadas em muitos cânceres humanos. 

Estudos genômicos em grande escala descobriram um espectro de mutações na maquinaria de 

splicing que contribuem para a tumorigênese (Wang et al., 2020). 

O agrupamento das proteínas do Cluster-3 VE –mais abundantes em LAFs (Figura 11C) 

– estão enriquecendo principalmente a degranulação de plaquetas. Tem sido reportado que as 

plaquetas contribuem para a metástase do câncer por meio da facilitação da migração de células 

tumorais, invasão e até mesmo fornecem proteção contra as defesas do sistema imunológico do 

hospedeiro. A ativação e degranulação plaquetária promove sobrevivência e sinalização pró-

angiogênica em células de câncer de ovário (Egan et al., 2011). Outras vias estão enriquecidas 

nesse agrupamento, como por exemplo organização da MEC e a comunicação célula-célula, 

entretanto, merece destaque a via de sinalização JAK-STAT após estimulação com interleucina-

12. A via de sinalização Janus Kinase/Transdutores de Sinal e Ativadores de Transcrição 

(JAK/STAT) é uma das mais importantes vias de sinalização para transdução do sinal usadas 

pelas citocinas, envolvida na proliferação e sobrevivência da célula, além de desempenhar um 
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papel central nas respostas imunes e diferenciação celular. A família STAT contém o resíduo 

de tirosina próximo ao C terminal que é fosforilado pela família JAK na presença de receptores, 

dentre eles a família de citocinas IL-3, citocinas com receptores gp130 (IL-6, IL-11, IL-12), 

assim como o receptor IFN-γ. Notavelmente, existem várias citocinas com funções distintas, e 

às vezes opostas, que provavelmente ativam a mesma proteína STAT (Sanz-Moreno et al., 

2011). Recentemente foi reportado que no adenocarcinoma ductal pancreático, a cascata de 

sinalização induzida por IL-1 ativa a via JAK/STAT e promove a transformação de myCAFs 

em CAFs inflamatórios, sugerindo plasticidade potencial entre esses dois subtipos celulares 

(Biffi et al., 2019).  

Outra comparação interessante é que, enquanto as proteínas do Cluster 2-ve – menos 

abundantes em LAFs (fig. 11B) – modulam as principais vias de sinalização do interferon 

(gama, alpha e beta), as proteínas do Cluster 3-ve – mais abundantes em LAFs (Figura 11C) – 

enriquecem a via JAK-STAT e, curiosamente, os interferons (que também são considerados 

citocinas), sinalizam classicamente por meio da via JAK / STAT para estimular a expressão 

gênica. O IFN-y, por exemplo, modula positivamente os genes envolvidos com apresentação 

de antígenos de classe I e II (MHC I, MHCII) através da via JAK / STAT (Schroder et al., 

2004).  

Entretanto, o papel da via de sinalização JAK / STAT induzida por IL-6 ou IL-12 ainda 

é desconhecido na progressão do CEC oral, mas esses dados reforçam o importante papel dos 

LAFs no microambiente das leucoplasias orais e revelaram possíveis vias biológicas associadas 

à malignização. Além disso, as VEs dos LAFs e CAFs parecem influenciar o recrutamento e a 

atividade das células imunes e facilitar a degradação e remodelação da MEC. 

 

6.4 AS PROTEÍNAS PRIORIZADAS EM CÉLULAS E VES DOS NAF, LAF E CAF DESEMPENHAM 

PAPÉIS BIOLÓGICOS RELEVANTES 

 

Apesar dos avanços em pesquisas e terapias oncológicas ao longo das décadas, não 

foram observadas melhorias significativas nas taxas de sobrevida dos pacientes com CEC oral 

em todo o mundo, o que está principalmente associado ao diagnóstico em estágios avançados 

(Rivera et al., 2017). Assim, esta doença ainda representa importante causa de morbidade e 

mortalidade, o que implica maior agressividade da doença e tratamentos mutiladores (Miller et 
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al., 2019). Estima-se que aproximadamente 50% dos pacientes com CEC oral sobrevivem após 

cinco anos do diagnóstico (Leemans et al., 2011; Rivera et al., 2015). 

A leucoplasia oral é definida como uma placa branca que apresenta risco aumentado de 

transformação maligna, tendo excluído outras doenças conhecidas sem risco aumentado de 

desenvolvimento de câncer (Warnakulasuriya et al., 2007) e, normalmente, a escolha do 

tratamento para esta lesão depende do risco estimado de transformação maligna, que muitas 

vezes difere entre os serviços de saúde (Wetzel et al., 2020).  Lesões de baixo risco podem ser 

tratadas pela cessação do hábito e acompanhamento clínico rigoroso, enquanto o tratamento 

para lesões de alto risco geralmente envolve métodos mais invasivos, como excisão cirúrgica 

ou ablação a laser (Dionne et al., 20015). No entanto, a decisão sobre observar ou tratar a LO 

por intervenções invasivas é um desafio na prática clínica diária e, mesmo após a excisão 

cirúrgica, pode haver recorrência ou transformação maligna (Lodi et al., 2008; Pletcher & 

Pignone, 2011). Nesse contexto, identificar e caracterizar aspectos moleculares indicativos de 

transformação maligna é uma estratégia valiosa para o desenvolvimento de planos de 

tratamento individualizados (Pletcher & Pignone, 2011; Smith et al., 2009; Zaini et al., 2018; 

Mello et al., 2020; Odell et al., 2021). 

Entretanto, a transformação maligna das lesões com displasia epitelial permanece pouco 

compreendida a nível molecular. Nesse cenário, a displasia epitelial oral é o diagnóstico 

histopatológico que descreve o estágio potencialmente maligno, caracterizado por uma série de 

alterações celulares e morfológicas do tecido que são semelhantes às encontradas no CEC, 

entretanto, ainda restritas às células epiteliais e delimitadas pela membrana basal, portanto sem 

invadir o conjuntivo adjacente. A displasia deve ser reconhecida e o seu significado histológico 

deve ser interpretado clinicamente, baseado no conhecimento dos processos patológicos da 

carcinogênese oral (Tilakaratne et al., 2011; Sperandio et al., 2013; Alaizari et al., 2018; Odell 

et al., 2021).  

Diferentes fatores estão associados um risco estatístico aumentado de alteração maligna, 

como por exemplo idade, sexo, localização anatômica, tamanho da lesão, grau de displasia 

epitelial, consumo de álcool e tabaco (Warnakulasuriya et al., 2007; Warnakulasuriya & 

Ariyawardana 2016). Da mesma forma que a assinatura molecular de um tumor pode diferir de 

acordo com o perfil clínico do indivíduo, a progressão da carcinogênese oral não é uniforme e 

vários fatores podem afetar a suscetibilidade de um indivíduo com LO a desenvolver o CEC 
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oral. É bem estabelecido na comunidade científica que a carcinogênese oral é um processo 

multifatorial associado a fatores de risco modificáveis – como dieta, álcool e tabaco - e não 

modificáveis - como por exemplo idade, sexo e predisposição genética. Embora a descoberta e 

validação de biomarcadores moleculares para transformação maligna dos DOPM possa ajudar 

a reduzir a incidência do câncer oral em todo o mundo, a influência dos fatores de risco na 

expressão de biomarcadores e o valor da combinação de perfis clínicos e moleculares para 

desenvolver modelos de risco devem ser considerados na interpretação de estudos moleculares 

(Sperandio et al., 2013; Speight et al., 2018; Mello et al., 2021; Odell et al., 2021). 

Nesse cenário, a proteômica baseada em espectrometria de massas é uma estratégia 

promissora que permite identificar e quantificar proteínas em uma determinada condição 

biológica, seja em cultura de células, microdissecção de tecidos e análises em fluidos, e assim 

compreender vias de sinalização e processos biológicos regulados por essas proteínas que 

estejam associados a um determinado fenótipo (Carnielli et al., 2018; Sá et al., 2021; Irmisch 

et al., 2021). A determinação da abundância diferencial proteica de fibroblastos orais associados 

ao tecido controle não maligno, leucoplasia oral e carcinoma espinocelular oral, e também das 

suas vesículas extracelulares, combinada com os dados clínico-patológicos dos pacientes foi a 

estratégia adotada por este estudo para priorização de moléculas-alvos que possam estar 

relacionadas à transformação maligna oral.  

Para priorizar as proteínas para as próximas etapas desse estudo, foi realizada a 

correlação das características clínico-patológica dos casos de LO e CEC oral com as 49 

proteínas que apresentaram diferenças estatisticamente significantes entre NAFs, LAFs e CAFs 

dos conjuntos de dados de células e VEs. Além disso, foram consideradas proteínas associadas 

com a transformação maligna aquelas que apresentaram diferenças estatísticas significantes 

com os fibroblastos isolados do tecico controle não maligno em relação aos LAFs e CAFs. Essa 

seleção foi fundamentada nos resultados de proteômica baseada em descoberta e proteínas 

adicionais poderão fazer parte desse painel se a abundância diferencial em relação ao controle 

(NAF) for confirmada por métodos direcionados, como por exemplo RT-qPCR ou proteômica 

dirigida baseada em alvos. 

Todas as proteínas priorizadas, CAMK2D, SH3BGRL, AK1 e TNFRSF11B, já foram 

descritas na literatura científica por desempenhar algum papel biológico em câncer, o que 

confirma a robustez e reprodutibilidade da metodologia empregada neste estudo. A maioria já 
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foi reportada como marcador prognóstico favorável ou desfavorável em carcinomas como o 

urotelial (TNFRSF11B), cervical (TNFRSF11B), renal (TNFRSF11B) e gástrico (SH3BGRL; 

AK1), de acordo com a indicação do Human Protein Atlas (http://www.proteinatlas.org). 

A proteína CAMK2D é uma serina /treonina quinase pertencente à superfamília de 

quinase dependente de Ca++ que, juntamente com a proteína quinase (PKC), está envolvida em 

uma cascata de sinalização que regula processos envolvidos na tumorigênese, incluindo 

proliferação celular, migração, invasão e angiogênese (Nguyen & Shively, 2016). Neste estudo, 

a proteína CAMK2D mostrou aumento da abundância gradual entre NAF, LAF e CAF – cel., 

com diferenças estatisticamente significantes em relação ao tecido controle não maligno e 

mostrou correlação com os casos de CEC que apresentavam idade >60 anos. A literatura recente 

sugere que superexpressão dessa proteína resulta na regulação positiva de muitas cascatas de 

sinalização como MAPK, NF-κB, Wnt5a e HDAC5 frequentemente correlacionadas 

positivamente com os carcinomas de próstata (Yamamoto et al., 2010) mama (Kennett et al., 

2004), pâncreas (Trauzold et al., 2003) e pele (Jadali et al., 2010).  

As proteínas SH3BGRL e AK1 foram correlacionadas com as características dos 

pacientes com LO, especificamente com a quantidade de cigarros consumidos por dia e com o 

tamanho da lesão leucoplásica, respectivamente. Ambas mostraram maior abundância 

estatisticamente significativa na comparação entre NAF-cel vs. CAF-cel e NAF-cel vs. LAF-

cel. Nesse contexto, é amplamente reconhecido que o consumo de tabaco em todas as suas 

formas e o consumo crônico de álcool são os fatores etiológicos mais importantes, com 

atividade sinérgica e dose dependente para as LO e CEC oral (Warnakulasuriya et al., 2007; 

Scully, 2014; Alsahafi et al., 2019). Dentre os aspectos reconhecidos por aumentar 

estatisticamente o risco de progressão para malignidade das LOs, se destaca a presença de 

lesões com tamanhos que excedem 2cm de diâmetro (van der Waal, 2009; Warnakulasuriya & 

Ariyawardana, 2016; Odell et al., 2020).  

A proteína rica em ácido glutâmico de ligação ao domínio SH3 (SH3BGRL) é um 

membro da família SH3BGR, expressa em muitos tecidos e órgãos humanos, incluindo medula 

óssea, coração, pulmão, fígado e rim. Com exceção da SH3BGRL3, esta família de proteínas 

(que também inclui SH3BGR, SH3BGRL2 e SH3BGRL3) contém um domínio rico em prolina 

altamente conservado. O papel fisiopatofisiológico da família SH3BGR permanece 

http://www.proteinatlas.org/
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desconhecido, entretanto, suas funções têm sido implicados na transdução de sinal, rearranjos 

do citoesqueleto e tráfego de membrana (Mazzocco et al., 2002).  

A família de isoenzimas da adenilato quinase (AK) pertence à maquinaria de síntese de 

nucleotídeos celulares, envolvida no metabolismo energético e na homeostase das proporções 

de nucleotídeos de adenina em diferentes compartimentos intracelulares (Klepinin et al., 2020). 

Os nucleotídeos, por sua vez, compõem a estrutura dos ácidos nucléicos e também são 

importantes no metabolismo celular, seja como fonte de energia química ou como 

intermediários ativados em muitas vias biossintéticas, na sinalização celular e como 

componentes de coenzimas (Panayiotou et al., 2014). Em geral, a localização intracelular 

distinta e as propriedades cinéticas das isoformas de AK favorecem o suporte energético de 

processos celulares específicos que variam de contração muscular, atividade elétrica, 

motilidade celular e energética mitocondrial/nuclear. É importante ressaltar que uma marca 

registrada das células cancerosas é a capacidade de religar seus circuitos bioenergéticos e de 

sinalização metabólica para alimentar sua proliferação e metástase descontrolada (Klepinin et 

al., 2020).  Recentemente, uma nova estrutura de "reprogramação do metabolismo do estroma 

tumoral" ou "efeito Warburg reverso" foi introduzida na oncologia experimental. De acordo 

com esse paradigma, há acoplamento metabólico entre as mitocôndrias nas células malignas e 

o catabolismo nas células do estroma, que consequentemente promove o crescimento tumoral 

e metástase. Em outras palavras, as células cancerosas podem induzir a reprogramação do 

microambiente tumoral em direção ao fenótipo Warburg (Klepinin et al., 2020). Collavin e 

colaboradores (1999) clonaram seis novos transcritos regulados positivamente por p53 em 

fibroblastos murinos Val5 e relataram que um desses clones codifica uma nova forma 

alternativa de adenilato quinase citosólica (AK1), diferindo de AK1 por ter 18 aminoácidos 

extras no N-terminal. Os autores demonstraram que a nova isoforma de AK1 é regulada 

positivamente em células Val5 após a ativação de p53. Essas descobertas sugerem que, dentro 

de um programa genético dependente de p53, uma isoforma específica de adenilato quinase tem 

uma função reguladora de crescimento que pode não exigir necessariamente sua atividade 

bioquímica já bem caracterizada. Nesse contexto, é importante ressaltar o gene supressor de 

tumor p53 é o alvo mais frequente de alterações genéticas já identificadas no câncer humano. 

Em relação as proteínas diferencialmente abundantes entre NAF-ve, LAF-ve e CAF-ve, 

apenas a proteína TNFRSF11B foi selecionada. O membro 11B da superfamília do fator de 

necrose tumoral (TNFRSF11B), também conhecida como osteoprotegerina (OPG), pertence à 
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superfamília do receptor do fator de necrose tumoral (TNFRSF) e inicialmente foi identificada 

como moduladora da homeostase e turnover ósseo devido à sua capacidade de se ligar ao 

receptor ativador do fator nuclear kappaB (NF-kB) (Holen et al., 2005; Holen et al., 2006). 

Entretanto, um número crescente de estudos considera que a proteína TNFRA11B/OPG exerça 

uma ação anti-apoptótica, protetora em tumores que a expressam, ao superar o mecanismo 

fisiológico de vigilância tumoral exercido por TRAIL (ligante indutor de apoptose relacionado 

ao TNF e protagonista da vigilância imunológica tumoral). Junto com a inibição da apoptose 

induzida por TRAIL, a OPG pode ligar-se a vários receptores da superfície celular e, assim, 

ativar a sobrevivência e as vias proliferativas em células malignas (Holen et al., 2005; Holen et 

al., 2006; De Toni et al., 2006). Ademais, tem sido reportado que TNFRA11B também induz a 

angiogênese e facilita a metástase nos tumores (Malyankar et al., 2000; Scatena et al., 2002). 

Um papel potencial pró-tumoral e pró-metastático da OPG tem sido estudado em um 

rico repertório de tumores e inclui estudos in vitro (mama, próstata, câncer gástrico) e in vivo 

(mama, próstata, gástrico, câncer de bexiga), bem como em dados clínicos relativos às 

concentrações séricas de OPG (mama, próstata, câncer de bexiga) e expressão de OPG em 

tecidos malignos (mama, próstata, câncer gástrico) (Holen & Shipman, 2006). Da mesma 

forma, a expressão de mRNA de OPG em tecidos de câncer colorretal humano foi 

significativamente correlacionada com o comportamento agressivo do tumor (Tsukamoto et al., 

2011). Entretanto, na presente pesquisa, a proteína TNFRA11B foi significativamente mais 

abundante em fibroblastos controles, isolados de tecidos não malignos, com diminuição 

progressiva de abundância em LAF-ve e CAF-ve. Esse resultado foi coerente com as 

correlações clínicas constatadas, visto que a diminuição da abundância dessa proteína nos CAFs 

e LAFs se correlacionou com a ausência de invasão angiolinfática dos casos de CEC oral e nos 

casos de LO que não apresentaram variação anormal do tamanho dos núcleos das células 

epiteliais displásicas. Entretanto, o papel da TNFRSF11B ainda não foi investigado em 

fibroblastos de leucoplasias orais e CEC oral e é uma potencial candidata para estudos futuros. 

Notavelmente, os resultados desse estudo indicam, por meio da análise de expressão 

gênica, que os LAFs e CAFs apresentam expressão diminuída do gene associado à inflamação 

e apresentação de antígeno, SLPI, em comparação com os NAFs, entretanto sem correlação 

com as características clínico-patológicas dos pacientes de LO e CEC oral. Em acréscimo, as 

proteínas AK1 (células) e TNFRSF11B (VEs), identificadas e quantificadas por LC-MS/MS, 

apresentam-se diferencialmemte abundantes entre NAFs vs. LAFs e NAFs vs. CAFs, sendo a 



119 

 

abundância dessas proteínas em LAFs similares aos CAFs, e foram correlacionadas com 

características clínico-patológicas dos pacientes, portanto, podem ser considerados potenciais 

alvos associados à transição da leucoplasia oral para o carcinoma espinocelular oral.  

É importante destacar que a grande maioria dos casos estudados nesta pesquisa 

apresentou um perfil de leucoplasia oral com característica clínica homogênea (54,5%) e com 

lesões de tamanho <2,0cm (63,6%), sendo este perfil descrito na literatura e visto na prática 

clínica em estomatopatologia como de menor possibilidade de transformação maligna. 

Ademais, os critérios citológicos e arquiteturais avaliados revelaram, em conjunto, que 70% 

dos casos mostraram um baixo risco de malignização das displasias epiteliais. Apesar disso, as 

estratégias empregadas neste estudo permitiram encontrar moléculas associadas às 

características clínico-patológicas dos pacientes que podem estar relacionadas à transformação 

maligna das lesões de LOs estudadas. Estes resultados reforçam claramente a importância do 

diagnóstico das LOs, da realização de biópsias independente do tipo clínico da lesão suspeita e 

sugerem a necessidade da vigilância clínica rigorosa e revisões regulares para o 

acompanhamento dos casos.  

Finalmente, entender os processos moleculares que mediam a transformação maligna 

das leucoplasias orais ainda é um desafio para a ciência e esse estudo aponta um papel relevante 

dos LAFs e suas VEs no microambiente das leucoplasias orais com displasia, dada a sua 

similaridade com CAFs. Estudos adicionais serão realizados para confirmar os resultados da 

análise da expressão gênica e de proteômica baseada em descoberta em cortes maiores e 

independentes, utilizando técnicas direcionadas como RT-qPCR e proteômica dirigida a alvos 

em tecidos e biofluidos, bem como comparar com os bancos de dados de repositórios públicos. 

Além disso, estudos funcionais serão realizados para avaliar o papel das proteínas priorizadas 

nesse estudo na iniciação e progressão tumoral. 

 

  



120 

 

7 CONCLUSÃO 

 

 

1. A caracterização dos fibroblastos por marcadores de fenótipo myCAF, iCAF e apCAF 

mostrou que os LAFs apresentam um perfil de expressão diminuída estatisticamente 

significante do marcador pró-inflamatório e apresentador de antígeno SLPI- em 

comparação com os NAFs. Por outro lado, os CAFs mostraram assinatura 

miofibroblástica, com expressão aumentada estatisticamente significante de genes 

envolvidos no remodelamento do citoesqueleto de actina, motilidade e geração de força 

contrátil (ACTA2+); diferenciação, migração celular e formação de podossomos 

(TAGLN+); e cicatrização de feridas (POSTN+); além de expressão diminuída 

estatisticamente significante do marcador inflamatório CXCL12- em relação aos NAFs 

e do marcador SLPI- em relação aos NAFs e LAFs.  

2. O repertório proteômico dos fibroblastos foi caracterizado principalmente pelos 

processos relacionados à tradução de proteínas e controle da polaridade celular, 

enquanto no proteoma das suas VEs os processos biológicos enriquecidos foram 

relacionados à organização da matriz extracelular, adesão celular, migração celular e 

angiogênese.   

3. O agrupamento do conjunto de dados usando a ferramenta VSCluster permitiu 

identificar perfis de abundância distintos de proteínas que estão simultaneamente mais 

ou menos abundantes entre as condições estudadas e esse comportamento co-regulatório 

mostrou que as proteínas mais ou menos reguladas em LAFs e CAFs estão envolvidas 

principalmente na modulação da resposta imune.  

4. A proteína AK1 de células e TNFRSF11B de VEs, ambas derivadas de fibroblastos, 

apresentam potencial de serem consideradas marcadoras de malignização de leucoplasia 

oral para carcinoma espinocelular oral.  
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APÊNDICE 1 – Processos biológicos enriquecidos estatisticamente significantes 

referentes às proteínas identificadas e quantificadas nas células (Top 15). 

Análise realizada no DAVID, v6.8. aplicando o teste estatístico Benjamini e Hochberg, 

FDR ≤0,05. 
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APÊNDICE 1 – Processos biológicos enriquecidos estatisticamente significantes 

referentes às proteínas identificadas e quantificadas nas células (Top 15). 

Análise realizada no DAVID, v6.8. aplicando o teste estatístico Benjamini e Hochberg, 

FDR ≤0,05. 

(conclusão) 
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APÊNDICE 2 – Processos biológicos enriquecidos estatisticamente significantes 

referentes às proteínas identificadas e quantificadas nas VEs (Top 15).  

Análise realizada no DAVID, v6.8. aplicando o teste estatístico Benjamini e Hochberg, 

FDR ≤0,05. 
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APÊNDICE 3 – Processos biológicos enriquecidos estatisticamente significantes 

referentes às proteínas compartilhadas entre células e VEs (Top 15).  

Análise realizada no DAVID, v6.8. aplicando o teste estatístico Benjamini e Hochberg, 

FDR ≤0,05. 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (continuação). 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (continuação). 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (continuação). 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (continuação). 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (continuação). 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (continuação). 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (continuação). 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (continuação). 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (continuação). 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (continuação). 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (continuação). 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (continuação). 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (continuação). 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (continuação). 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (continuação). 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (continuação). 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (continuação). 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (continuação). 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (continuação). 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (continuação). 
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ANEXO 1 - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (continuação). 
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ANEXO 2 – Relatório de verificação de originalidade e prevenção de plágio 

 

 


