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RESUMO 

 

Leucoplasia bucal é a lesão cancerizável mais comum da cavidade bucal com 

índice de transformação maligna variando de 1 a 18%. Atualmente, os principais 

parâmetros para predição de malignização em leucoplasias são as características 

clínicas associadas com os achados histopatológicos. Contudo, esses indicadores 

não conseguem determinar com precisão quais lesões irão sofrer transformação 

maligna, sendo necessária a descoberta de marcadores biológicos com essa 

função. Estudos recentes têm demonstrado que alterações moleculares no gene 

supressor de tumor WWOX, localizado no cromossomo 16, na região q23.3–

q24.1, associado ao sítio de fragilidade FRA16D, estão presentes em diversas 

neoplasias malignas, incluindo o carcinoma de células escamosas. No presente 

trabalho, foi realizada uma análise molecular do gene WWOX em 23 casos de 

leucoplasias da cavidade bucal. Através da técnica de nested RT-PCR, a 

transcrição do RNA mensageiro estava alterada em 26% dessas lesões. Pela 

técnica de imunoistoquímica, uma redução da expressão da proteína Wwox foi 

observada em 26% dos casos em relação ao controle. Todas as lesões que 

mostraram alteração do WWOX apresentavam displasia epitelial, sendo 5 

amostras com displasia moderada/acentuada e 3 com displasia discreta. Esses 

resultados mostram que alteração no gene WWOX é um evento genético inicial e 

pode contribuir para o processo de carcinogênese na boca. 
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1 - INTRODUÇÃO 

 

1.1 - LEUCOPLASIA BUCAL 

 

A cavidade bucal é acometida por diversas lesões cancerizáveis que 

apresentam um potencial de transformação maligna, principalmente para o 

carcinoma de células escamosas (CCE) que é a principal lesão maligna da boca. 

Dentre as lesões cancerizáveis, a mais comum, na cavidade bucal, é a 

leucoplasia. A leucoplasia bucal é definida pela Organização Mundial de Saúde 

como “uma placa predominantemente branca na mucosa bucal que não pode ser 

caracterizada clínica ou patologicamente como nenhuma outra doença” 

(KRAMER et al., 1978; VAN DER WAAL & AXÉLL, 2002). O diagnóstico de 

leucoplasia é exclusivamente clínico feito a partir da exclusão de outras 

desordens - nevus esponjoso branco, queratose friccional, injúrias clínicas, 

candidíase pseudomembranosa aguda, candidíase hiperplásica crônica, 

leucoedema, líquen plano, reação liquenóide, doença do enxerto versus 

hospedeiro - que apresentam características clínicas, histopatológicas e 

etiológicas e bem definidas. O diagnóstico final dessa doença somente pode ser 

fechado após avaliação histológica e, quando necessário, com auxílio de exames 

laboratoriais complementares (WARNAKULASURYIA, et al., 2007).  

A leucoplasia bucal apresenta uma predileção por pacientes do sexo 

masculino acima de 40 anos de idade, havendo um aumento de prevalência com 

a idade (MEHTA et al.,1981, BOUQUOT & GORLIN, 1986). Menos de 1% dos 

homens abaixo de 30 anos são acometidos, mas essa porcentagem sobe para 
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8% naqueles com idade acima de 70 anos. Em mulheres com mais de 70 anos, a 

prevalência é de aproximadamente 2% (BOUQUOT & GORLIN, 1986). Essa 

lesão pode ocorrer em qualquer mucosa de revestimento da cavidade bucal, 

sendo mais comum na gengiva e mucosa bucal. Clinicamente pode ter aspecto 

homogêneo - apresentando-se como uma lesão branca, uniforme, superfície 

plana, aparência fina podendo exibir fendas rasas  ou possuir um padrão não-

homogêneo, caracterizado por uma lesão branca ou branca-vermelha, podendo 

assumir a forma nodular ou verrugosa (AXÉLL et al.,1996). As leucoplasias 

podem ser únicas ou múltiplas na mucosa bucal (VAN DER WALL & AXÉLL, 

2002). 

Os aspectos histológicos da leucoplasia bucal são caracterizados pela 

presença de uma espessa camada de queratina na superfície do epitélio 

(hiperqueratose) e/ou espessamento da camada espinhosa (acantose). 

Freqüentemente, células inflamatórias crônicas estão presentes no tecido 

conjuntivo subjacente. A presença de epitélio displásico ou carcinoma invasivo é 

encontrado em 5% a 25% dos casos (VAN DER WAAL & AXÉLL, 2002). As 

alterações histopatológicas das células displásicas são caracterizadas por 

pleomorfismo nuclear e celular, hipercromatismo nuclear, nucléolos proeminentes 

e irregulares, alteração na relação núcleo-citoplasma, aumento do número de 

figuras de mitose, figuras de mitoses atípicas, alteração na polarização da 

camada basal, queratose intra-epitelial, perda de estratificação e projeções 

epiteliais em forma de gota. A partir da presença dessas alterações morfo-

citológicas, do nível de acometimento das camadas epiteliais e da presença ou 

não de projeções epiteliais em forma de gota, as lesões podem ser graduadas em 

hiperqueratose com ou sem displasia epitelial. A intensidade da displasia epitelial 
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pode ser dividida em três tipos: discreta, moderada ou acentuada. As lesões de 

hiperqueratose sem displasia epitelial não apresentam alterações morfo-

citológicas. Nas lesões com displasia discreta, nota-se a presença de uma ou 

mais alterações morfo-citológicas no terço inferior do epitélio, mas sem projeções 

epiteliais em gota. Em lesões com displasia epitelial moderada observa-se a 

presença de uma ou mais alterações morfo-citológicas acometendo até a metade 

da espessura do epitélio além de projeções epiteliais em gota. As lesões com 

displasia epitelial acentuada possuem uma ou mais alterações morfo-citológicas 

acometendo mais da metade da espessura do epitélio e projeções epiteliais em 

gota (PAULA & GOMEZ, 2001). 

O maior fator de risco para leucoplasia bucal é o consumo de tabaco em 

suas várias formas (cigarro, tabaco mascado) e o uso de pasta de betel 

(JOHNSON et al., 1996; NEVILLE & DAY, 2002). Numerosos estudos têm 

demonstrado uma forte associação entre leucoplasia bucal e o tabaco, confirmada 

pela relação dose-resposta (GUPTA, 1984; EVSTIFEEVA & ZARIDZE, 1992; LEE 

et al., 2003).  

A leucoplasia bucal é a lesão cancerizável mais comum da cavidade bucal, 

apresentando um índice de transformação maligna para CCE que varia de 1 a 

28% (SILVERMAN et al., 1984; SCHEPMAN et al., 1998), sendo a lesão 

cancerizável mais comum da cavidade bucal. Algumas características como a 

presença de displasia epitelial, aparência clínica e localização da lesão aumentam 

esse risco (VAN DER WAAL & AXÉLL, 2002). Leucoplasias com displasia 

acentuada apresentam maior risco de transformação maligna (43%), do que 

lesões com displasia discreta (3%) e moderada (4%) (Lee et al., 2000). Contudo, 



16 

 

é importante enfatizar que embora lesões com displasia epitelial apresentem 

maior susceptibilidade à malignização, alguns CCE’s originam-se de lesões que 

não apresentam displasias (PINDBORG et al., 1977). A transformação maligna é 

mais comum em lesões leucoplásicas de assoalho de boca, superfície ventral de 

língua e palato mole (KRAMER et al., 1978). A explicação para isso ainda é 

incerta; mas, uma possível explicação seria o fato de alguns desses lugares 

estarem mais em contato com as substâncias carcinogênicas presentes na saliva 

(LESCH et al., 1989). Com relação aos aspectos clínicos dessas lesões, a chance 

de surgimento de carcinoma de células escamosas em lesões classificadas como 

não-homogêneas é de 4 a 5 vezes maior do que em lesões homogêneas 

(SILVERMAN et al., 1984). 

Leucoplasias bucais são lesões que podem ser encontradas associadas 

com ou precedendo o CCE. Estudos têm demonstrado a presença de áreas 

leucoplásicas adjacentes a CCE em mais de 60% dos casos (REIBEL, 2003). O 

CCE é freqüentemente o estágio final de alterações no epitélio escamoso 

estratificado, que começa como uma displasia epitelial e vai progredindo até que 

as células do epitélio displásico rompam à membrana basal e invadam o tecido 

conjuntivo adjacente (SAPP et al., 1997). O desenvolvimento de CCE é 

geralmente um processo multi-fatorial, caracterizado por alterações genéticas, 

epigenéticas e fenotípicas. Muitas dessas alterações envolvem a ativação de vias 

de sinalização ou metabólica que favorecem o crescimento celular e aumentam a 

sobrevida das células (SUDBO et al., 2003). Diversos trabalhos têm mostrado que 

leucoplasias bucais apresentam muitas das alterações genéticas presentes no 

CCE (HA & CALIFANO, 2003). A desregulação de oncogenes e genes 

supressores de tumor, alterações citogenéticas e mutações mitocondriais têm 
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sido implicadas no desenvolvimento do CCE de boca; mas, essas alterações, 

também, estão presentes em graus diferentes em leucoplasias bucais, 

principalmente em lesões que apresentam alterações displásicas (MITHANI et al., 

2007). Apesar desses achados, ainda não foi descrito nenhum marcador biológico 

preditivo de possível transformação maligna dessas lesões, sendo ainda os mais 

utilizados para a identificação de potencial de malignização os aspectos 

histológicos (presença e a gradação de displasia) associados aos clínicos.  

 

1.2 - O GENE WWOX 

 

O gene WWOX começou a ser estudado no início da década de 90, 

quando DUTRILLAUX et al. (1990) relataram alterações citogenéticas no braço 

longo do cromossomo 16 (16q) em câncer de mama. PANDIS et al. (1992) 

mostraram que o braço longo do cromossomo 16 estava envolvido 

sistematicamente em translocações não balanceadas com o cromossomo 1. 

CHEN et al., (1996) em um estudo com carcinoma ductal in situ de mama 

identificaram, utilizando marcadores de regiões microsatélites, perda de 

heterozigosidade em mais de 70% dos casos na região do braço longo do 

cromossomo 16 (região q23.3-q24.1), sugerindo fortemente a presença de um 

gene supressor de tumor nessa região ou próxima a ela. Outros trabalhos de 

pesquisa mostraram que o braço longo do cromossomo 16, em particular a região 

16q23.3-q24.1, estava afetada em inúmeras outras neoplasias epiteliais tais como 

câncer de próstata (CHER et al., 1995; SUZUKI et al., 1996; ELO et al., 1999; LI 

et al., 1999), câncer de ovário (IWABUCHI et al., 1995; KAWAKAMI et al., 1999), 
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carcinoma hepatocelular (NISHIDA et al., 1992) e no tumor de Wilm’s 

(SKOTNICKA-KLONOWICZ et al., 2000). 

BEDNAREK et al. (2000) foram os primeiros a identificar o gene supressor 

de tumor WWOX. Usando marcadores altamente polimórficos em linhagens de 

células de câncer de mama, foram identificadas três regiões distintas de alta 

perda de heterozigosidade, sendo a região q23.3-q24.1 a mais afetada. Na 

tentativa de identificar possíveis genes candidatos na região 16q23.3-q24.1, eles 

utilizaram seqüências obtidas de clones de YAC e BAC e geraram novos STS’s. 

Além disso, cDNAs da área de interesse foram isolados de BAC e de glândula 

mamária humana, obtidas da biblioteca de cDNA. Depois de sequenciar e analisar 

mais de 35 cDNA’s candidatos, foi identificado apenas 1 cDNA da região de 

interesse que apresentava uma estrutura do tipo exon-intron. O gene foi nomeado 

WWOX por apresentar os domínios WW e Oxidoredutase. Simultaneamente, 

RIED et al., (2000) com o propósito de identificar o gene situado na região do sítio 

de fragilidade FRA16D, no braço longo do cromossomo 16, que poderia mediar os 

efeitos biológicos da instabilidade do DNA associado ao FRA16D em câncer, 

clonou o mesmo gene e o chamou de FOR (Sítio de Fragilidade Oxidoredutase - 

FRA16D). O gene identificado é composto de nove exons e possui um tamanho 

de 1.113.822 pb. A região codificadora é muito pequena considerando o tamanho 

do gene. Os introns 5 e 8 são muito longos, com o intron 8 apresentando 779,639 

bp (BEDNAREK et al., 2000; RIED et al., 2000). 
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1.3 - WWOX E SÍTIO DE FRAGILIDADE COMUM FRA16D 

 

KRUMMEL et al. (2000) associaram o gene WWOX ao sítio de fragilidade 

comum FRAD16, ao realizar um mapeamento físico mais detalhado da região 

16q23.3-24.1, demonstrando que o sítio de fragilidade comum FRA16D se 

encontrava na região do gene WWOX situado, possivelmente, na região do intron 

e exon 8 do gene.  

Sítios de fragilidade são regiões que freqüentemente ocorrem troca de 

material genético entre cromátides irmãs, translocações cromossômicas, 

deleções, amplificações de genes e a integração de vírus oncogênicos 

(POPESCU, 2003). A maioria, senão toda a população apresenta sítios de 

fragilidade cromossômica do tipo comum, ao passo que aproximadamente 5% 

dos indivíduos apresentam sítios de fragilidade do tipo raro (hereditária). Existem 

aproximadamente 104 tipos diferentes de sítios de fragilidade cromossômica, 

sendo 24 do tipo raro e 80 do tipo comum, ocupando cerca de 100 Mb do DNA 

(POPESCU, 2003).  

Regiões que apresentam sítios de fragilidade cromossômica possuem a 

tendência de se duplicarem tardiamente durante o ciclo celular, fornecendo um 

longo alvo para rupturas e recombinações (RICHARDS, 2001). O fato de os sítios 

de fragilidade comum estar relacionados com genes funcionais foi primeiramente 

demonstrado pela clonagem do gene FHIT, que se encontra na região do sítio de 

fragilidade comum FRA3B (OHTA et al., 1996). Desde então o gene WWOX que 

se encontra na região FRA16D, e o gene Parkin, na região FRA6E, (WANG et al., 
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2004) foram clonados e caracterizados. Todos eles mostram características 

semelhantes como: ocupam grandes áreas genômicas, são afetados por 

translocações e deleções homozigóticas, em particular, afetando regiões 

intrónicas e exónicas que levam a perda da expressão da proteína em tumores e 

linhagens celulares de câncer (CROCE et al., 1999). Em muitos casos de 

deleções hemizigóticas, pontos de mutações não são encontrados no alelo 

remanescente. Os três mais conhecidos genes que se encontram em regiões de 

fragilidade comum (WWOX/FRA16D, FHIT/FRA3B e Parkin/FRA6E) estão 

desregulados em múltiplos tipos de câncer, o que sugere o envolvimento dos 

sítios de fragilidade no processo de carcinogênese (LUDES-MEYERS et al., 

2004). 

 

1.4 - WWOX E FUNÇÃO 

 

 O gene supressor de tumor WWOX apresenta um mRNA de comprimento 

total de 2264pb com uma abertura de fragmento de leitura de 1245pb. Codifica 

uma proteína de 414 aminoácidos com duas porções distintas em sua estrutura. 

Uma porção N-terminal de 88 aminoácidos com uma seqüência altamente 

conservada da família de proteínas do domínio WW e uma porção C-terminal, de 

326 aminoácidos, homóloga às superfamílias de proteínas com cadeia curta 

desidrogenase/redutase (SDR), relacionada com metabolismo de esteróides 

(BEDNAREK et al., 2000).  
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 Wwox é uma proteína citoplasmática contendo dois domínios WW na 

extremidade N-terminal, relacionados com a interação entre proteínas, associados 

com vias de sinalização em uma variedade de processos celulares tais como 

regulação transcricional e estabilidade protéica. Estudos têm demonstrado que os 

domínios WW ligam-se em seqüências PPxY encontradas em um grande número 

de fatores de transcrição tais como o p73, AP2γ e c-Jun. A proteína Wwox liga-se 

a eles no citoplasma da célula, impedindo a translocação desses fatores para o 

núcleo e, conseqüentemente, regulando a atividade transcricional deles 

(AQUEILAN et al., 2004a,b GAUDIO et al., 2006). Além disso, foi determinada a 

interação entre a proteína p53 e o domínio WW da proteína WOX1 de 

camundongos (ortólogo da proteína WWOX de humanos). Segundo os autores, a 

proteína WOX1 induz apoptose quando superexpressa, levando ao aumento da 

expressão da proteína p53 que, por sua vez, eleva a capacidade da proteína 

WOX1 em induzir apoptose. Os autores demonstraram ainda que a proteína 

WOX1 consegue induzir apoptose sem a presença da p53, porém esta, necessita 

da proteína WOX1 para levar a célula a apoptose CHANG et al. (2001) 

  

1.5 - WWOX E CÂNCER 

 

 Alterações genéticas são comuns em genes localizados em regiões de 

fragilidade comum, que são regiões de alta instabilidade no DNA. O gene WWOX, 

associado ao sítio de fragilidade comum FRA16D, apresenta várias alterações 

genéticas e epigenéticas no câncer. Interessante é o fato de que todos os tipos de 

neoplasias malignas estudados de vários tecidos e órgãos apresentavam alguma 



22 

 

alteração nesse gene. Em nenhum caso de tecido normal foram detectadas 

modificações nesse gene, o que mostra a sua importância no processo de 

carcinogênese (AQEILAN & CROCE, 2007). 

 Um dos mecanismos de desregulação da expressão do gene WWOX 

ocorre através da produção de transcritos alternativos de mRNA com deleção 

total ou parcial do domínio SDR. Vários transcritos alternativos do gene WWOX 

têm sido detectados em diversos tipos de câncer. Em tecido normal, somente o 

transcrito completo mRNA (wild-type) é expresso e codifica a proteína contendo 

os domínios WW e o SDR. Em tumores malignos, podem ser encontrados o 

transcrito normal e vários tipos de transcritos alternativos. Como os transcritos 

alternativos são expressos somente em câncer, eles foram denominados 

transcritos aberrantes (BEDNAREK et al., 2001). 

 BEDNAREK et al., (2001) detectaram a ocorrência de transcritos 

aberrantes em linhagens de células de mieloma múltiplo, de células de 

adenocarcinoma de cólon, de estômago e carcinoma de mama. Além disso, os 

transcritos aberrantes foram produzidos por células que não apresentavam 

deleções genômicas de exons do gene WWOX. Portanto, as formas aberrantes 

de transcrição poderiam ser formadas por splices alternativos do mRNA ou 

deleção de um alelo do gene WWOX. Outros autores encontraram novos 

transcritos aberrantes em linhagens de células de adenocarcinoma gástrico, 

carcinoma de mama e de ovário (RIED et al., 2000; PAIGE et al., 2001; DRIOUCH 

et al., 2002). Em nenhum desses trabalhos, os transcritos aberrantes foram 

encontrados em tecido normal (RIED et al., 2000; BEDNAREK et al., 2001; 

DRIOUCH et al., 2002 AQEILAN, et al., 2004a, PARK, et al., 2004). 
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 Freqüentemente o silenciamento da expressão de um gene supressor de 

tumor ocorre como resultado da metilação de resíduos de citosina CpG dentro da 

área promotora do gene. KUROKI, et al. (2004) encontraram ilhas de CpG 

metiladas na região promotora do gene WWOX em 2 das 4 linhagens celulares de 

câncer de pâncreas e 2 de 7 pacientes com câncer de pâncreas. Metilação da 

região promotora e desacetilação de histona também foram determinados como 

um dos mecanismos que levam a baixa expressão protéica do gene WWOX em 

neoplasias hematopoiéticas (ISHII et al., 2003). Recentemente, ILIOUPOULOS et 

al. (2005) estudaram uma região de 406 pb que apresenta 66% de resíduos de 

nucleotídios CpG, “upstream” ao sítio de início da transcrição do gene WWOX em 

câncer de pulmão, mama e bexiga e demonstraram que a expressão desse gene 

estava reduzida em câncer de pulmão e bexiga devido a hipermetilação do gene 

WWOX. 

 Expressão da proteína Wwox tem sido examinada em uma variedade de 

tecidos normais e tumorais usando imunoistoquímica. Diversos estudos têm 

encontrado que a expressão da proteína Wwox está associada com múltiplos 

tipos de câncer, como o de mama, ovário, próstata e tireóide (LUDES-MEYERS et 

al., 2003; NUNEZ et al., 2005a; QIN et al., 2006; DIAS et al., 2007). A expressão 

da proteína WWOX foi reduzida em 54,6% e 60% dos tumores de mama, através 

da imunoistoquímica (GULER et al., 2004; NUNEZ et al., 2005b). Além disso, 65% 

dos adenocarcinomas gástricos foram negativos para expressão da proteína 

Wwox (AQEILAN et al., 2004a). Redução dos níveis de Wwox foi correlacionada 

com o tipo histológico e metástase cervical (AQEILAN et al., 2004a; GULER, et 

al., 2004). NUNEZ et al., (2005a) observaram que 30% dos carcinomas de ovário 

tinham expressão da proteína Wwox reduzida e que esta foi correlacionada com o 
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estágio avançado da doença e com os subtipos mucinoso e de células claras que 

são mais resistentes a quimioterapia. 

 Recentemente, um trabalho realizado em nosso laboratório com 

carcinomas de células escamosas primários demonstrou alterações no gene 

WWOX em 50% desses casos. Análise do mRNA via RT-PCR detectou alteração 

da transcrição em 35% dos casos estudados. Redução na expressão da proteína 

Wwox através da técnica de imunoistoquímica foi observada em 40% dos 

tumores. Além disso, o seqüenciamento genético revelou uma nova mutação 

somática do tipo missense, com a transição de um C para T no segundo 

nucleotídio do códon 329 (exon 8) que resultou na substituição de uma Serina 

para Fenilalanina (PIMENTA et al., 2006).  

 Uma importante questão permanece para ser respondida. As alterações no 

gene WWOX associado ao FRA16D são causa ou conseqüência da progressão 

das neoplasias malignas? Alguns autores acham que essas alterações ocorrem 

devido à presença do sítio de fragilidade associado ao gene. LE BEAU et al., 

(1998) estudando o gene FHIT, associado ao sítio de fragilidade comum FRA3B, 

concluíram que as anormalidades afetando esse gene poderiam ser 

conseqüência da localização do gene em uma região comumente afetada por 

rearranjos cromossômicos do que propriamente relacionado com a origem de 

neoplasia maligna. Contudo, CHEN et al., (1996) e Guler et al., (2005) detectaram 

alterações no gene WWOX (perda de heterozigosidade e da expressão da 

proteína) em carcinoma ductal in situ de mama que representa um estágio inicial 

do desenvolvimento do câncer de mama, mostrando que essas alterações podem 

ser, sim, passos iniciais para que o tecido sofra transformação maligna.
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2 - OBJETIVOS 

 

2.1 - Objetivo Geral 

 

- Realizar a análise molecular do gene WWOX em leucoplasias bucais. 

 

2.2 - Objetivos Específicos 

 

- Investigar a presença de transcritos aberrantes no mRNA; 

- Investigar a expressão da proteína Wwox; 

- Investigar se as possíveis alterações no WWOX estão relacionadas com o grau 

de displasia das leucoplasias; 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         3. ARTIGO



28 

 

 



29 

 

 



30 

 

 



31 

 

 



32 

 

 



33 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     4. CONSIDERAÇÕES FINAIS



35 

 

4 - CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A leucoplasia bucal é a lesão cancerizável mais comum, representando 

85% de todas as lesões com potencial de malignização da cavidade bucal 

(BOUQUOT & GORLIN, 1986; NEVILLE & DAY, 2002). A incidência de 

transformação maligna dessas lesões varia de 3,6 a 6% (SILVERMAN et al., 

1984). Contudo estudos recentes mostram um aumento desse índice oscilando 

entre 8,9 a 17,5% (BOUQUOT & WHITAKER, 1994; BOUQUOT et al., 2006).  

 Ainda hoje, os aspectos clínicos (como leucoplasia homogênea/não-

homogênea) associados com os achados histopatológicos (presença ou ausência 

de displasia celular) são os principais parâmetros usados para a indicação de 

possibilidade de transformação maligna em lesões cancerígenas (REIBEL, 2003). 

Contudo, nem todas as leucoplasias com presença de displasia irão sofrer 

transformação maligna e cerca de 15% de lesões leucoplásicas sem atipia celular 

sofrem malignização (SILVERMAN. et al., 1984). 

O uso de marcadores biológicos preditivos para a transformação maligna 

das leucoplasias seria essencial para a melhor determinação da evolução de 

algumas dessas lesões para o CCE de boca. Diversos estudos têm demonstrado 

alterações genéticas e epigenéticas nessas lesões, sendo também encontradas 

no CCE de boca. A perda de heterozigosidade é um exemplo, no qual a perda no 

braço curto dos cromossomos 3 e 9 aumenta o risco de transformação maligna 

em 3,8 vezes e uma adicional perda no braço curto dos cromossomos 8 e 17 e no 

braço longo dos cromossomos 4, 11 e 13 elevam a chance em 33 vezes (ROSIN 

et al., 2000). Hibridização in situ de cromossomos tem sido utlizada para detecção 
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de replicação anormal de cromossomos em leucoplasias. Estudos indicam que 

um número anormal dos cromossomos 7 e 17 (LEE et al., 1993) e lesões com 

uma proporção acima de 3% de células com trissômia do cromossomo 9 tem uma 

chance de transformação maligna bem maior. (LEE et al., 1993). A perda da 

função do gene p53 é também encontrada nessas lesões devido a mutações, 

perda de heterozigosidade e alterações na região promotora. A função do p53 

como um gene supressor de tumor faz das mutações ou alteração de sua 

expressão um poderoso mecanismo na carcinogênese (PARTRIDGE et al., 1998). 

Hipermetilação da região promotora de genes como RAR-β2, p16, MGMT e p53 

também já foram descritas em lesões leucoplásicas (LOPES et al., 2003; 

YOUSSEF et al., 2004). Apesar das alterações moleculares encontradas nas 

leucoplasias bucais, nenhum dos estudos demonstrou o efetivo uso dessas 

modificações como método de identificação das lesões que podem sofrer ou não 

transformação maligna (REIBEL, 2003). Futuros estudos são importantes para 

descoberta de novos marcadores para a determinação do progresso dessas 

lesões para CCE (ODANI et al., 2006).  

 No presente trabalho, demonstramos que a expressão do gene WWOX 

está comumente alterada na leucoplasia bucal. Análise dos dados obtidos com o 

estudo de RNA e proteína mostrou que o WWOX está alterado em 35% das 

leucoplasias estudadas, com 26% dos casos mostrando transcritos aberrantes ou 

ausência de mRNA e 26% dos casos com redução da expressão da proteína 

Wwox. Relacionando esses achados com a presença de alterações no WWOX 

em 50% dos casos de carcinomas de células escamosas, no trabalho de 

PIMENTA et al. (2005) pode-se sugerir o envolvimento do gene WWOX no 

processo inicial da carcinogênese do epitélio de revestimento da cavidade bucal. 
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Apesar de alguns autores acreditarem que as alterações nesse gene estão 

relacionadas com a progressão das neoplasias malignas, alguns achados 

corroboram com nossa opinião. Primeiro, o fato de que alterações no gene 

WWOX foram descritas em lesões pré-câncer de mama (CHEN et al., 1996; 

GULER et al., 2005); segundo, linhagens de células de câncer de mama com 

expressão reduzida ou ausente do gene WWOX perdiam a sua capacidade de 

proliferar quando os níveis de expressão do gene WWOX eram restabelecidos via 

reposição do gene por infecção por AdWWOX (BEDNAREK et al., 2001). 

 Evidências têm demonstrado que o gene supressor de tumor WWOX 

participa do processo de carcinogênese em inúmeros tipos diferentes de tumores 

malignos. O gene WWOX está localizado no braço longo do cromossomo 16 

(região 23.3-q24.1) associado a região do sítio de fragilidade comum FRA16D. 

Sítios de fragilidade são regiões cromossômicas que apresentam atraso na 

duplicação do material genético, levando ao surgimento de quebras ou rupturas 

na região do cromossomo em decorrência da duplicação incompleta do DNA. 

Esse atraso pode ser acentuado sob ação de agentes externos como, por 

exemplo, a afidicolina, que é um inibidor das DNA polimerases do tipo α e δ. 

Trabalhos têm demonstrado uma alta freqüência de seqüências recombinantes 

geradas de rearranjos, em lesões malignas, nas regiões cromossômicas onde se 

encontram os sítios de fragilidade (POPESCU, 2003). 

Sítios de fragilidade do tipo comum são regiões susceptíveis e 

preferencialmente alvos de agentes carcinogênicos, podendo ocorrer alterações 

em mais de um sítio de fragilidade, concomitantemente. Resultados com 

carcinoma hepatocelular sustentam fortemente a noção que, alterações de genes 
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associados a sítios de fragilidade são conseqüência da exposição a agentes 

carcinogênicos (CROCE et al., 1999; PARK et al., 2004). Alterações no gene 

WWOX também poderiam ser comuns em cânceres causados primariamente por 

exposição a agentes carcinogênicos. Isto é sustentado por trabalhos prévios em 

carcinoma de células escamosas de esôfago, pulmão e boca, que são tumores 

fortemente associados à exposição a agentes carcinógenos, como o tabaco e o 

álcool (KUROKI et al., 2002; YENDAMURI et al., 2003, DONATI et al., 2007). 

Outros trabalhos reforçam essa relação entre genes que expandem sítios de 

fragilidade e agentes carcinogênicos, como LAI et al. (2005) e ISHII et al., (2005) 

em carcinoma de células escamosas de pele, associado à radiação ultravioleta e 

AQEILAN et al. (2004a) em adenocarcinoma gástrico associado ao H. pylori e 

tabaco. 

Presença de alterações displásicas na leucoplasia, ao exame 

histopatológico, varia de 5 a 25% (VAN DER WAAL & AXÉLL, 2002). Enquanto 

lesões com displasia acentuada são mais susceptíveis a transformação maligna, 

esse processo é também encontrado em lesões com grau discreto, moderado ou 

ausente. No nosso estudo, todos os casos com alteração no gene WWOX 

apresentavam displasia epitelial (5 dos 11 casos com displasia 

moderada/acentuada e 3 dos 8 casos com displasia discreta), mostrando uma 

associação entre presença de displasia e alterações no gene WWOX. 

Transcritos alternativos têm sido encontrados associados a várias doenças 

(VENABLES, 2004). Transcritos aberrantes ocorrem com maior freqüência em 

câncer devido ao aumento da atividade da proliferação celular ou outros 

problemas na maquinaria da transcrição do mRNA. Além disso, anormalidades da 
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transcrição geralmente afetam genes que apresentam transcritos longos tais 

como o gene WWOX (LUDES-MEYERS et al., 2003). 

Embora 4 das 6 lesões com transcritos alterados/ausente do mRNA do 

WWOX apresentaram redução da expressão da proteína, em 2 casos, foram 

detectadas apenas alterações no mRNA com expressão normal da proteína 

Wwox. Por outro lado, 2 casos apresentaram redução da imunolocalização dessa 

proteína, sem qualquer alteração na transcrição do mRNA. Como as duas 

técnicas de análise foram realizadas em fragmentos distintos da lesão, essa 

discrepância provavelmente ocorreu devido à heterogeneidade da expressão do 

WWOX. Além disso, em todos os casos que foram detectados transcritos 

aberrantes do mRNA, havia também a presença do transcrito normal. A presença 

do transcrito normal pode ser em decorrência de sua expressão pelas células 

leucoplásicas, mas também de contaminação de tecido adjacente normal ou 

conjuntivo. Por mais que se tenha cuidado de fazer a microdissecção algumas 

vezes, uma pequena quantidade de células normais pode contaminar a amostra e 

ser suficiente para a sua expressão, devido à alta sensibilidade da técnica de RT-

PCR.
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5 - CONCLUSÕES 

 

Através desse estudo podemos concluir: 

 

- O gene WWOX está alterado em 35% dos casos de leucoplasia bucal 

analisados, sugerindo a participação desse gene no processo de 

carcinogênese do CCE de boca; 

 - Existem transcritos aberrantes do gene WWOX em leucoplasia bucal; 

- Redução da expressão da proteína WWOX ocorreu em 26% dos casos de 

CCE de boca;  

- Alterações no gene WWOX foram encontradas principalmente em lesões 

apresentando displasia epitelial; 

- Alterações no gene WWOX podem estar relacionadas com o início do 

processo de carcinogênese do CCE de boca; 
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ANEXO A 
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

FACULDADE DE ODONTOLOGIA 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Esse documento tem como finalidade propor a sua participação no projeto de pesquisa 
“Análise Molecular do Gene Supressor de Tumor WWOX em Leucoplasias Bucais”. A 
leucoplasia bucal é a lesão cancerizável mais comum da cavidade bucal. Apresernta uma 
incidência de transformação que varia em torno de 1 a 30% dos casos. Como se tem 
estabelecido que cigarro e álcool são as principais causas do câncer de boca e que estes 
hábitos podem levar a alterações genéticas no gene WWOX, este projeto de pesquisa tem 
como objetivo, estabelecer uma relação entre alterações no gene WWOX e leucoplasia bucal. 
Para esse estudo, preciso coletar um fragmento da lesão, durante o procedimento de biópsia 
que é necessária para o diagnóstico do tumor. Este estudo não é necessário para o 
diagnóstico, mas é de fundamental importância para a realização desta pesquisa. Além disso, 
não oferecerá riscos adicionais à sua saúde. Esta pesquisa nos ajudará a entender melhor 
essa patologia e isso será muito importante para que num futuro próximo possamos tratá-la 
melhor. 

Mesmo não concordando em participar desta pesquisa, o seu tratamento odontológico será 
realizado normalmente. Se houver algum problema durante o mesmo, você deve seguir os 
procedimentos normais da clínica, ou seja, ligar para o profissional que o atender. 

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO 
 Li e entendi as informações fornecidas. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as 
minhas dúvidas foram respondidas a contento. Autorizo a coleta do fragmento da lesão para este 
projeto de pesquisa. Permito também a utilização dos dados para divulgação e ensino, 
respeitando sempre meu direito de não ser identificado. 

 Este formulário está sendo assinado voluntariamente por mim. Em qualquer momento da 
pesquisa, posso retirar este consentimento, havendo a continuação normal do tratamento. 

LOCAL: ___________________________________   DATA: ____ / ____ / __________ . 

 

            

                  NOME DO PACIENTE            NOME DO RESPONSÁVEL 

 

             

            ASSINATURA DO PACIENTE     ASSINATURA DO RESPONSÁVEL 

 

DOCUMENTO APRESENTADO: _____________________________    No._______________ 

 

Pesquisador: Flávio Juliano Garcia Santos Pimenta. Telefone: (31) 9195-0339/(31) 3335-8527. 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG (COEP). Em caso de 
dúvida, você pode ligar para o COEP através do número (31) 3248-9364.   
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ANEXO B 

 

FICHA CLÍNICA       Nº _____ 
 

1- Nome: __________________________________   Data:___/___/___ 
 

2- Local de Coleta:___________________________________ 
 

3- Data de Nascimento:___/___/___ Cor: _____ Sexo: _____ 
 

4- Endereço: _____________________________________ 
     

5- Profissão: _____________________________________ 
 

6- Hábitos: 
 

Tabagismo 

- Tipo:____________________ 
 

- Freqüência:_______________ 
 

- Tempo: __________________ 
 

Etilismo 

- Tipo:____________________ 
 

- Freqüência:_______________ 
 

-    Tempo: __________________  

 

7- Localização da lesão: ______________________________ 
 

8- Diagnóstico Histopatológico: ________________________ 
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ANEXO C 

 

SOLUÇÕES UTILIZADAS PARA EXTRAÇÃO DE RNA 
 

- Água DEPC 

DEPC           10 mg 

Água Deionizada q.s.p  100 ml 

Autoclavar para inativar o DEPC. 
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ANEXO D 

SOLUÇÕES UTILIZADAS PARA PAGE 

- Solução de Acrilamida/Bisacrilamida 30% 

 Acrilamida        29 g 

 Bisacrilamida       1 g 

 Água destilada q.s.p.      100 ml 

 

- Tampão TBE 10x pH 8,3 

 Tris base        60,50 g 

 Ácido bórico        30,85 g 

 EDTA dissódico bi-hidratado     3,72 g 

 Água destilada q.s.p.      1000 ml 

 

- Gel de poliacrilamida a 6,5% 
 

 Solução de acrilamida/bis-acrilamida 30% (29:1)  1,079 ml 

 TBE 10x        0,65 ml 

 Água destilada       3,22 ml 

 Persulfato de amônio 10%      40 µl 

 TEMED        4,0 µl 
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- Tampão TBE 1x 

 TBE 10x        10 ml 

 Água destilada q.s.p.      100 ml 

 

- Tampão de amostra (Gel loading buffer) 

 Azul de bromofenol       0,25% 

 Xileno cianol        0,25% 

 Glicerol        30% 

 Água destilada q.s.p.      100 ml 
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ANEXO E 

 

SOLUÇÕES UTILIZADAS NA COLORAÇÃO PELA PRATA 

 

- Solução de prata (estoque) 

 

 Nitrato de prata       20,38 g 

 Água destilada  q.s.p.      1.000 ml 

 

 

- Solução de prata (uso) 

 Solução de estoque       8 ml 

 Água destilada       100 ml 

 Formaldeído 37%       150 µl 

 

 

- Revelador 
 Carbonato de sódio       2,97 g 

 Água destilada q.s.p.      100 ml 

 Formaldeído 37%       150µl 

 Tiossulfato de sódio 10mg/ml      40 µl 

Deve ser utilizado quando em temperatura entre 10 e 18°C 
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- Solução Fixadora 

 

 Ácido acético glacial      100 ml  

 Água destilada q.s.p.      1.000 ml 

 

- Solução de Tiossulfato de sódio 

 

 Tiossulfato de sódio      10 mg 

 Água destilada q.s.p.      1 ml 
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ANEXO F 

 

SOLUÇÕES UTILIZADAS NA PURIFICAÇÃO PELA COLUNA 

- Tampão TAE 40x 

Tris base         193,6 g 

Acetato de sódio trihidratado     108,9 g 

EDTA dissódico bihidratado     15,2 g 

Água destilada q.s.p.      1000 ml 

 

- Tampão TAE 10x 

Tampão TAE 40 x        250 ml 

Água destilada q.s.p.      1.000 ml 

 

- Tampão TAE 1x 

Tampão TAE 40x       25 ml 

Água destilada       1.000 ml 

 

- Gel de Agarose 

Agarose        2.0 g 

TAE 1x        100 ml 

 

- Solução de Brometo de etídeo 

Brometo de etídeo        20 µl 

Água destilada       200 ml 
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ANEXO G 

 

SOLUÇÕES UTILIZADAS NA REAÇÃO DE SEQUENCIAMENTO 

 

- Terminator Ready Reaction Mix 
 

- “ A- Dye Terminator, marcado com dicloro[R6G]” ; 

- “ C- Dye Terminator marcado com dicloro[ROX]”;  

- “ G- Dye Terminator marcado com dicloro[R110]; 

- “ T- Dye Terminator marcado com dicloro[TAMPRA]”. 

- Deoxinucleotídeos trifosfatos (dATP, dCTP, dITP, dUTP) 

- AmpliTaq DNA polymerase, FS, com estabilizador térmico 

- MgCl2 

- Tris-HCl buffer, pH9.0 

 

- Tampão de diluição: 

- 400mM de Tris-HCl pH 9, 10 mM de MgCl2 

 

- ABI PRISM 310 Genetic Analyser Buffer with EDTA 

 

- Template Supression Reagent (TSR) 
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ANEXO H 

 

SOLUÇÕES UTILIZADAS NA IMUNOISTOQUÍMICA 
 

- Tampão TRIS-HCL 20 mM 

 TRIS-HCL        2,42 g 

 NaCl         8,5 g 

Acertar o pH para 7.4 e completar o volume para 1.000 ml com água destilada. 

 

- Solução para Recuperação Antigênica (EDTA 1 mM) 

 EDTA         0,37 g 

Acertar o pH para 8.0 e completar o volume para 1.000 ml com água destilada. 

 

- Solução de Hidróxido de Amônio 10% 

 Hidróxido de Amônio      30 ml 

 Álcool Etílico Absoluto      270 ml 

 

- Solução Reveladora 

Diaminobenzidina (DAB)      25 mg 

 Tampão TRIS-HCL 20 mM     120 ml 

 Peróxido de Hidrogênio 10 volumes    1,2 ml 
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ANEXO I 

 

SEQUÊNCIA DO cDNA  DO GENE WWOX 

 

  1    gcagtgcgca ggcgtgagcg gtcgggcccc gacgcgcgcg ggtctcgttt ggagcgggag 
   61   tgagttcctg agcgagtgga cccggcagcg ggcgataggg gggccaggtg cctccacagt 
   121  cagccatggc agcgctgcgc tacgcggggc tggacgacac ggacagtgag gacgagctgc 
   181  ctccgggctg ggaggagaga accaccaagg acggctgggt ttactacgcc aatcacaccg 
   241  aggagaagac tcagtgggaa catccaaaaa ctggaaaaag aaaacgagtg gcaggagatt 
   301  tgccatacgg atgggaacaa gaaactgatg agaacggaca agtgtttttt gttgaccata 
   361  taaataaaag aaccacctac ttggacccaa gactggcgtt tactgtggat gataatccga 
   421  ccaagccaac cacccggcaa agatacgacg gcagcaccac tgccatggaa attctccagg 
   481  gccgggattt cactggcaaa gtggttgtgg tcactggagc taattcagga atagggttcg 
   541  aaaccgccaa gtcttttgcc ctccatggtg cacatgtgat cttggcctgc aggaacatgg 
   601  caagggcgag tgaagcagtg tcacgcattt tagaagaatg gcataaagcc aaggtagaag 
   661  caatgaccct ggacctcgct ctgctccgta gcgtgcagca ttttgctgaa gcattcaagg 
   721  ccaagaatgt gcctcttcat gtgcttgtgt gcaacgcagc aacttttgct ctaccctgga 
   781  gtctcaccaa agatggcctg gagaccacct ttcaagtgaa tcatctgggg cacttctacc 
   841  ttgtccagct cctccaggat gttttgtgcc gctcagctcc tgcccgtgtc attgtggtct 
   901  cctcagagtc ccatcgattt acagatatta acgactcctt gggaaaactg gacttcagtc 
   961  gcctctctcc aacaaaaaac gactattggg cgatgctggc ttataacagg tccaagctct 
   1021 gcaacatcct cttctccaac gagctgcacc gtcgcctctc cccacgcggg gtcacgtcga 
   1081 acgcagtgca tcctggaaat atgatgtact ccaacattca tcgcagctgg tgggtgtaca 
   1141 cactgctgtt taccttggcg aggcctttca ccaagtccat gcaacaggga gctgccacca 
   1201 ccgtgtactg tgctgctgtc ccagaactgg agggtctggg agggatgtac ttcaacaact 
   1261 gctgccgctg catgccctca ccagaagctc agagcgaaga gacggcccgg accctgtggg 
   1321 cgctcagcga gaggctgatc caagaacggc ttggcagcca gtccggctaa gtggagctca 
   1381 gagcggatgg gcacacacac ccgccctgtg tgtgtcccct cacgcaagtg ccagggctgg 
   1441 gccccttcca aatgtccctc caacacagat ccgcaagagt aaaggaaata agagcagtca 
   1501 caacagagtg aaaaatctta agtaccaatg ggaagcaggg aattcctggg gtaaagtatc 
   1561 acttttctgg ggctgggcta ggcataggtc tctttgcttt ctggtggtgg cctgtttgaa 
   1621 agtaaaaacc tgcttggtgt gtaggttccg tatctccctg gagaagcacc agcaattctc 
   1681 tttcttttac tgttatagaa tagcctgagg tcccctcgtc ccatccagct accaccacgg 
   1741 ccaccactgc agccgggggc tggccttctc ctacttaggg aagaaaaagc aagtgttcac 
   1801 tgctccttgc tgcattgatc caggagataa ttgtttcatt catcctgacc aagactgagc 
   1861 cagcttagca actgctgggg agacaaatct cagaaccttg tcccagccag tgaggatgac 
   1921 agtgacaccc agagggagta gaatacgcag aactaccagg tggcaaagta cttgtcatag 
   1981 actcctttgc taatgctatg caaaaaattc tttagagatt ataacaaatt tttcaaatca 
   2041 ttccttagat accttgaaag gcaggaaggg aagcgtatat acttaagaat acacaggata 
   2101 ttttgggggg cagagaataa aacgttagtt aatccctttg tctgtcaatc acagtctcag 
   2161 ttctcttgct ttcacattgt acttaaacct cctgctgtgc ctcgcatcct atgcttaata 
   2221 aaagaacatg cttgaatatc aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaa 
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