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O câncer bucal está situado entre as 10 neoplasias que mais 

frequentemente acometem homens e mulheres em todo o Brasil. O seu 

diagnóstico, nos dias de hoje, pode ser encarado como um grande desafio, já que 

grande parte é feito tardiamente, levando a medidas terapêuticas que acarretam 

desfigurações faciais com consequências socialmente relevantes. Diante deste 

fato, faz-se necessário o diagnóstico precoce da lesão, a fim de que abordagens 

terapêuticas não invasivas sejam priorizadas, preservando a integridade dos 

pacientes, contribuindo, assim, para uma melhora significativa na qualidade de 

vida dos mesmos. 

A tecnologia de bibliotecas apresentadas em fagos, conhecida como Phage 

display, tem sido importante para a identificação e caracterização de ligantes de 

alta afinidade e os seus receptores, em diversas doenças, incluindo o câncer. Por 

meio dessa metodologia é possível identificar proteínas que podem ser 

empregadas como biomarcadores para detecção precoce do câncer, predição do 

estádio tumoral, além de permitir o desenvolvimento de terapias inovadoras. 

Os fluidos corporais, nos últimos anos, têm se tornado alvos comuns de 

interesse dos pesquisadores que buscam incessantemente meios mais eficazes 

para o diagnóstico, acompanhamento e tratamento do câncer. A saliva é um bom 

exemplo disso, pois representa um fluido biológico facilmente acessível que pode 

ser repetidamente obtido para a detecção de cânceres humanos, predizendo a 

agressividade e as chances de recorrência do tumor, o que pode eventualmente 

levar ao desenvolvimento de importantes ferramentas clínico-oncológicas. 

Com o intuito de auxiliar no desenvolvimento de métodos diagnósticos mais 

simples, rápidos, sensíveis, reprodutíveis, além de minimamente invasivos, o 

presente trabalho teve por objetivo identificar e caracterizar novos biomarcadores 

potenciais para a detecção precoce do carcinoma oral de células escamosas em 

fluidos corporais. Nesse contexto, aplicou-se a tecnologia de Phage display para a 

seleção e caracterização de antígenos tumor-específicos, utilizando-se como alvo 

o repertório protéico salivar (Capítulo 1). De forma complementar investigou-se a 

expressão gênica por PCR em tempo real da Anexina A1, um marcador já 

previamente correlacionado ao câncer bucal, porém, pela primeira vez, avaliado 

em amostras de sangue periférico (Capítulo 2).  
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1. Carcinoma Oral de Células Escamosas 

1.1. Aspectos Epidemiológicos 

O câncer é uma terminologia mundialmente conhecida para uma série de 

doenças que possuem em comum a hiperproliferação de populações celulares 

específicas, com potencial de invasão de tecidos próximos e/ou distantes. Em 

termos patológicos, o câncer é classificado como uma neoplasia maligna, ou seja, 

é o desenvolvimento de novos clones celulares com atividade proliferativa 

superior às das células vizinhas e com caráter de invasão e destruição tecidual 

adjacente acentuada (Knowles e Selby, 2005).  

Em 2008, a Agência Internacional para Pesquisa em Câncer (IARC)/OMS 

(World Cancer Report 2008) estimou que ocorreriam 12,4 milhões de casos novos 

e 7,6 milhões de óbitos por câncer no mundo. Destes, os mais incidentes seriam o 

câncer de pulmão (1,52 milhões de casos novos), mama (1,29 milhões) e cólon e 

reto (1,15 milhões). Devido ao mau prognóstico, o câncer de pulmão foi a principal 

causa de morte (1,31 milhões), seguido pelo câncer de estômago (780 mil óbitos) 

e pelo câncer de fígado (699 mil óbitos). Para América do Sul, Central e Caribe, 

estimou-se em 2008 cerca de um milhão de casos novos de câncer e 589 mil 

óbitos. Em homens, o mais comum foi o câncer de próstata, seguido por pulmão, 

estômago e cólon e reto. Nas mulheres, o mais frequente foi o câncer de mama, 

seguido do colo do útero, cólon e reto, estômago e pulmão (INCA, 2009). 

No Brasil, as estimativas para o ano de 2010, que também serão válidas 

para o ano de 2011, apontam para a ocorrência de 489.270 casos novos de 

câncer. Em 2010 são esperados 236.240 casos novos para o sexo masculino e 

253.030 para sexo feminino. (INCA, 2009). 

O câncer de cabeça e pescoço é considerado um dos principais tumores 

no mundo e no Brasil, em função da sua mortalidade, prevalência, incidência e 

sobrevida. Sua origem histológica é majoritariamente em células epiteliais e 

glandulares, compreendendo cavidade bucal, glândulas salivares, faringe 

(nasofaringe, orofaringe e hipofaringe), seios paranasais e laringe. Os tumores de 

olhos, cérebro e crânio, músculos e ossos da cabeça e do pescoço são 

usualmente analisados separadamente (IARC, 2003). O câncer de boca é a mais 

freqüente dentre as neoplasias de cabeça e pescoço e incluem lesões nos lábios 
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e na cavidade oral (mucosa jugal, palato duro, assoalho bucal, língua, gengiva e 

região retromolar) (Figura 1). 

Mais de 90% dos cânceres de boca e garganta são carcinomas de células 

escamosas, também conhecidos como carcinomas espinocelulares ou ainda 

carcinomas epidermóides. O restante inclui adenocarcinomas (de origem 

glandular salivar), sarcomas, e raramente, melanomas (Mitchell et al., 2006). O 

câncer bucal é uma doença genética, complexa e multifatorial. É potencialmente 

fatal e continua a ter uma incidência global elevada, sendo considerado, assim, 

um problema de saúde pública. 

 

 

 

Figura 1: Carcinoma Oral de Células Escamosas 

diagnosticado em diferentes sítios anatômicos bucais. A-D: 

Lesões presentes em assoalho bucal, língua, lábio e rebordo 

alveolar, respectivamente. Imagens gentilmente cedidas pelo 

Prof. Dr. Antônio Francisco Durighetto Jr. (Unidade de 

Diagnóstico Estomatológico – Universidade Federal de 

Uberlândia) 

 

 

O carcinoma oral de células escamosas (OSCC) representa 3% de todos 

os tumores malignos, com estimativa mundial anual de 500.000 novos casos 

(Kesting et al., 2009), sendo considerado o sexto mais freqüente, com variações 

regionais de incidência e mortalidade (Khanna e Karjodkar, 2006).  De acordo 
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com dados do Instituto Nacional de Câncer (INCA), em relação ao câncer de boca 

no Brasil, é possível afirmar que a incidência dessa neoplasia foi crescente até o 

ano de 2009. O INCA estimou para o ano de 1999 o surgimento de 7.950 novos 

casos de câncer de boca; em 2003 as estimativas foram de 10.635 novos casos e 

em 2008, válidas também para 2009, aumentaram ainda mais, alcançando 14.160 

casos novos. Segundo a estimativa mais recente apresentada pelo INCA, são 

esperados 14.120 novos casos para o ano de 2010 no Brasil, sendo 10.330 no 

sexo masculino e 3.790 no sexo feminino. A região sudeste seria responsável por 

aproximadamente 53,7% de todos os casos de câncer de boca no país, com 

estimativas de 7.590 novos casos (INCA, 2009). 

Segundo Sartori (2004), o carcinoma epidermóide de boca possui 95% de 

prevalência, sendo que menos de 1% é diagnosticado em fase inicial. Essa 

situação traduz uma falta absoluta de diagnóstico precoce e, nessa condição, a 

sobrevida está relacionada diretamente à gravidade da doença e com o início 

precoce de tratamento especializado. O carcinoma de células escamosas 

representa, portanto, a condição mais séria entre as enfermidades que afetam a 

boca, resultando em óbito para a grande maioria dos pacientes que, 

desinformados, demoram a procurar ajuda profissional.  

Boing (2005) realizou um levantamento epidemiológico do número de 

óbitos causado por câncer de boca no período de 1979 a 2002 no Brasil. Neste 

período encontrou um total de 38.263 óbitos por esta patologia, correspondendo a 

1,8% das mortes por neoplasias no Brasil. As Regiões Sul e Sudeste 

apresentaram as maiores taxas durante todo o período, sendo igual a 1,40 e 1,52 

por 100.000 habitantes, respectivamente. Apenas as taxas de mortalidade do sul 

e do nordeste apresentaram tendência de acréscimo ao longo dos anos, as 

demais regiões mantiveram taxas estáveis.  

O câncer bucal afeta principalmente o sexo masculino, com idade acima de 

45 anos (Reichart, 2001; Scully e Bagan, 2009). O câncer de lábio é mais 

freqüente em pessoas brancas e registra maior ocorrência no lábio inferior em 

relação ao superior (INCA, 2009). Há mudanças nos padrões entre os cânceres 

de lábio e as lesões intra-orais. Durante um período de cerca de 30 anos houve 

uma diminuição na incidência de câncer de lábio em homens, mas vários estudos 

mostram um aumento nos tumores de língua, especialmente em pacientes mais 
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jovens, atualmente atribuídos ao tabagismo e ao consumo excessivo de álcool 

entre os mesmos (Scully e Bagan, 2009). 

 

1.2. Fatores de Risco 

 Acredita-se que as diferenças de incidência de tumores bucais nas 

diferentes populações estão diretamente relacionadas aos diferentes graus de 

exposição a fatores de risco nesses grupos. A maior prevalência de homens com 

tumores bucais em relação às mulheres deriva de sua maior exposição a tais 

fatores, como tabaco, álcool e radiação ultravioleta proveniente dos raios solares 

(Kumar et al., 2007). 

 Dentre os principais fatores de risco associados ao carcinoma oral, assume 

papel de destaque a exposição aos produtos do fumo e do álcool, havendo efeito 

sinérgico pelo consumo frequente de ambos os produtos; e a exposição à 

radiação ultravioleta do sol para as neoplasias de lábio. A consistência e a força 

dessas associações, bem como o aumento cumulativo do risco de acordo com o 

tempo de duração do hábito e a dose de consumo, foram demonstradas em 

numerosos estudos de coorte e caso-controle (Mahboubi e Sayed, 1996). Outros 

fatores, como composição da dieta, infecções virais e fatores hereditários são 

também apresentados como potenciais fatores de risco (Sciubba, 2001; Kojima et 

al., 2002).  

 O tabaco é fator causal de dezenas de doenças, dentre elas diversas 

neoplasias. Sua ação deletéria se dá por meio de mais de 4.000 substâncias 

tóxicas e cerca de 60 elementos cancerígenos que o usuário do produto absorve 

no organismo (WHO, 2002). A interação dos metabólitos oriundos dos agentes 

carcinogênicos com o DNA das células pode provocar severas alterações 

genotípicas, evento crítico para o desenvolvimento de tumores (Canevari e 

Rogatto, 2004). Configurando um efeito dose-resposta, há maior risco entre 

aqueles que apresentam padrão de maior e mais longo consumo de tabaco 

(MacFarlane et al., 1995; Garrote et al., 2001). Também há gradiente na 

magnitude da medida de associação de acordo com o tempo de cessação do 

tabagismo. A chance de desenvolver câncer de boca é menor conforme aumenta 

o tempo desde a interrupção do consumo (Schlencht et al., 1999). 
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 Hábito bastante difundido nas culturas ocidentais, o consumo de bebidas 

alcoólicas também tem sido indicado como fator de risco para cânceres do trato 

aero-digestivo superior (cavidade oral, faringe, laringe, esôfago). O álcool é 

considerado agente etiológico do carcinoma oral, exercendo ação independente e 

sinérgica com a do tabaco. O consumo elevado de bebidas alcoólicas pode levar 

à deficiência nutricional e imunossupressão, aumentando a susceptibilidade a 

substâncias carcinogênicas (Schottenfeld, 1979). As bebidas alcoólicas também 

exercem ação solvente, favorecendo a absorção intracelular de substâncias 

carcinogênicas do tabaco pelos tecidos do epitélio bucal (Dobróssy, 2005). 

Reichart (2001) explicou a associação entre etilismo e o câncer bucal em função 

do aumento da permeabilidade das células da mucosa oral aos agentes 

carcinogênicos do tabaco. Além disso, outros autores apontaram como causa a 

oxidação do etanol pela flora bucal, produzindo acetaldeído, substância 

considerada promotora tumoral (Homann et al., 2000; Kurkivuori et al., 2006). 

 Apesar do câncer de boca ocorrer com maior frequência em indivíduos com 

mais de 40 anos de idade, vem crescendo o número de casos dessa neoplasia 

em indivíduos mais jovens (Sherin et al., 2008). Além disso, na grande maioria 

dos casos, esses indivíduos não fumam e não têm o hábito de ingerir bebidas 

alcoólicas com frequência (Mackenzie et al., 2000; O’regan et al., 2006; Dahlstrom 

et al., 2008). Em relação ao histórico familiar, foi observado que mais indivíduos 

que desenvolveram câncer de boca com idade inferior a 40 anos possuíam 

familiares com história prévia de neoplasia maligna quando comparados a 

indivíduos com idade superior (Llewellyn et al., 2001; Hirota et al., 2008).  

Outro fator a ser considerado em relação ao desenvolvimento do câncer de 

boca em indivíduos mais jovens é a dieta. Segundo Llewellyn et al. (2001), a 

maioria dos jovens com câncer de boca, de ambos os sexos, relataram um 

consumo diário de frutas e vegetais inferior ao recomendado pela Sociedade 

Americana de Câncer. Vários estudos têm avaliado hipóteses de hábitos 

alimentares potencialmente associados à manifestação de câncer bucal. Ao 

revisar estudos sobre fatores de risco de ordem sócio-cultural para a doença, Zain 

(2001) sintetizou as evidências disponíveis sobre a associação entre uma dieta 

mais pobre em nutrientes e risco de desenvolvimentos de neoplasias bucais e 

lesões potencialmente cancerizáveis. Dietas ricas em beta caroteno, frutas 
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frescas e fibras parecem exercer papel protetor em relação ao câncer de boca 

(Key et al., 2002; Toporcov et al., 2004). Deficiências nutricionais poderiam 

contribuir para a atrofia da mucosa oral, tornando-a mais suscetível a substâncias 

carcinogênicas de ação local (Woutersen et al., 1999). 

 Entre outros fatores relacionados ao carcinoma oral de células escamosas 

estão as imunodepressões, as infecções fúngicas e, conforme apontam algumas 

pesquisas, a presença de alguns vírus, em especial o papilomavírus humano 

(HPV) (Herrero et al., 2003; Ha e Califano, 2004; Schiffman et al., 2005; Li e 

Sturgis, 2006; Furniss et al., 2007; Termine et al., 2008). Estudos indicam que a 

detecção do HPV parece estar frequentemente aumentada em epitélios orais 

displásicos e carcinomatosos em relação ao epitélio de mucosa oral normal, 

porém, o papel real do HPV na carcinogênese oral ainda é controverso na 

literatura (Miller e Johnstone, 2001). Devido à semelhança entre a mucosa do colo 

uterino e a mucosa bucal, foi sugerida a possibilidade da associação do HPV com 

a carcinogênese bucal (Syrjanen et al., 1983). Diversos estudos têm sido 

realizados na tentativa de elucidar o papel do HPV no desenvolvimento do câncer 

oral, e os resultados desses estudos apontam o HPV 16 e 18 como os mais 

frequentes nas amostras estudadas (Yeudall e Campo, 1991; Nair e Pillai, 2005; 

Ragin et al., 2007). 

Velly e colaboradores (1998) reportaram que feridas decorrentes do uso de 

próteses dentárias mal adaptadas também estão associadas ao câncer de boca. 

A partir da análise dos dados de dois estudos multicêntricos de caso-controle 

conduzidos na América Latina e Europa Central, Guha et al. (2007) apontaram 

evidências adicionais sobre outros fatores comportamentais associados aos 

tumores de cabeça e pescoço. Esses autores relataram que a não escovação 

dentária, a ausência de dentes permanentes e o uso diário de anti-sépticos bucais 

mostraram-se também associados ao carcinoma oral, independente do uso de 

tabaco e álcool (Guha et al., 2007).  
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1.3. Estágios Clínicos de Desenvolvimento, Diagnóstico e 

Tratamento 

 De acordo com a Organização Mundial da Saúde (WHO, 2005), o 

carcinoma epidermóide bucal pode ser classificado como bem diferenciado, 

moderadamente e pouco diferenciado. Ele é histologicamente classificado como 

bem diferenciado quando se assemelha ao epitélio escamoso normal. O OSCC 

moderadamente diferenciado apresenta pleomorfismo nuclear e atividade mitótica 

distintos, incluindo mitoses atípicas e normalmente existe menos queratinização 

no tecido. Em lesões pouco diferenciadas existe o predomínio de células 

imaturas, com numerosas mitoses típicas e atípicas, além de mínima 

queratinização.  O sistema TNM (tumor-node-metastasis) para o estadiamento 

clínico do carcinoma oral de células escamosas foi desenvolvido para fornecer 

uma uniformidade clínica. O T é a medida do tumor primário, o N é uma 

estimativa de metástases em linfonodos regionais e o M é a determinação de 

metástases à distância. O uso desse sistema permite uma comparação mais 

precisa de dados de diferentes instituições e ajuda a guiar as decisões de conduta 

terapêutica. O estádio clínico avança de “0” a “4”, sendo que o prognóstico piora à 

medida que esse aumenta (Parise, 2000). 

Em estádios mais precoces o câncer bucal é assintomático e, na maioria 

das vezes, o paciente só percebe a lesão quando esta atinge dimensões 

consideráveis. A sua apresentação clínica é variável, podendo manifestar-se 

como lesão infiltrativa, ulcerada, exofítica, eritroplásica, leucoplásica ou como a 

combinação de mais de um padrão. As metástases envolvem principalmente os 

linfonodos cervicais superiores e mais tardiamente pulmão, ossos e fígado 

(Parise, 2000). 

O estadiamento clínico tem papel importante no planejamento do 

tratamento do paciente, na definição do prognóstico quanto às chances de 

disseminação neoplásica, sobrevida livre de doença e sobrevida global (Parise, 

2000). Em artigo de revisão, Wunsch-Filho (2002) verificou que no Brasil, em 

2000, 50% dos pacientes chegaram aos serviços de saúde no estágio IV 

(avançado) da doença, enquanto que 8,7% no estágio I (inicial). O diagnóstico 

tardio e a grande demanda nos hospitais fazem com que os pacientes recebam 

tratamento em momentos tardios, quando procedimentos mais invasivos tornam-
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se necessários e o tratamento desses casos implica muitas vezes em mutilações 

que podem inabilitar o paciente para a reintegração familiar, social e profissional, 

temporária ou definitivamente (Parise, 2000). 

O tratamento básico para os vários tipos de câncer bucal consiste na 

eliminação dos tecidos neoplásicos por meio de cirurgia com margem de 

segurança, radioterapia, quimioterapia ou uma associação destas três 

modalidades terapêuticas. A decisão sobre a escolha da modalidade terapêutica 

depende da extensão, estadiamento tumoral, relação com estruturas anatômicas 

anexas, envolvimento de cadeia linfática, idade e cooperação do paciente (Lung 

et al., 2007). Apesar de apresentar bons resultados, essas terapias apresentam 

várias complicações pós-tratamento. Mesmo com procedimentos de reconstrução 

cirúrgica, uma das consequências após os tratamentos é a ocorrência de algum 

grau de desfiguração facial, promovendo graves defeitos estéticos e funcionais. 

Nesses casos, a qualidade de vida dos pacientes tratados é fortemente 

comprometida, gerando alterações psicológicas e emocionais fortes, afetando seu 

grau de recuperação. Muitas vezes os pacientes tratados necessitam do 

acompanhamento de equipes multidisciplinares para a recuperação completa e 

retorno à vida cotidiana normal (Chandu et al., 2006). 

 Apesar dos avanços tecnológicos com as descobertas e aperfeiçoamentos 

de terapias alternativas como a radioterapia, quimioterapia, imunoterapia e a 

terapia fotodinâmica para o tratamento do câncer nos últimos 50 anos (Scully e 

Bagan, 2007), o prognóstico para o carcinoma epidermóide bucal continua 

obscuro, uma vez que sua base molecular ainda não é muito bem compreendida 

e envolve múltiplos eventos genéticos que culminam na carcinogênese, incluindo 

a ativação de oncogenes e a inativação de genes supressores de tumor (Bell et 

al., 2007). Estima-se que a sobrevida seja de 40% no primeiro ano, reduzindo 

para 10% no quinto ano (Perussi et al., 2002). Diversas teorias têm sido 

postuladas para explicar as diferenças de sobrevida entre os indivíduos. Dentre 

elas incluem-se diferentes exposições aos fatores de risco, a diferença no 

tratamento oferecido e aceito pelo paciente, acesso aos serviços de saúde, a 

condição sócio-econômica, a apresentação e comportamento da lesão no 

momento do diagnóstico e as diferenças na predisposição genética (Nichols e 

Bhattacharyya, 2007). 
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1.4. Fatores Genéticos  

A transformação celular maligna é iniciada por mutações genéticas e 

epigenéticas que ativam oncogenes e inativam vias supressoras de tumor. Sendo 

assim, o câncer surge quando as células somáticas escapam dos mecanismos 

intrínsecos e extrínsecos supressores de tumor no contexto de seu microambiente 

celular.  

A biologia molecular do carcinoma de células escamosas de cabeça e 

pescoço sugere que vias específicas são relevantes para o desenvolvimento e 

progressão desta doença. Durante a última década, investigações científicas 

relacionadas a estes eventos têm sido realizadas para investigar parâmetros 

biológicos, diagnósticos e prognósticos. Diferenças na superexpressão, 

supressão e/ou mutações de vários genes que codificam para moléculas 

envolvidas na progressão do ciclo celular, regulação do crescimento, apoptose, 

oncogênese, supressão de tumor, resposta a danos no DNA, fatores de 

crescimento e citocinas têm sido relatadas em casos de OSCCs (Shah et al., 

2009). No entanto, as alterações moleculares que são exatamente críticas na 

patogênese dessa neoplasia são ainda desconhecidas (Scully et al., 2000a; b; c; 

Schwartz, 2000). Cheong et al. (2009) identificaram, por meio da tecnologia de 

microarray, 281 genes diferencialmente expressos entre amostras de OSCC e 

mucosa oral normal independente de fatores etiológicos, incluindo MMP1 (Matrix 

metalloproteinase 1), PLAU (Plasminogen activator, urokinase), MAGE-D4 

(Melanoma antigen family D4), GNA12 (Guanine nucleotide binding protein alpha 

12), IFITM3 (Interferon induced transmembrane protein 3) and NMU (Neuromedin 

U). 

 Entre outras alterações conhecidamente envolvidas com o carcinoma oral 

de células escamosas estão a hipermetilação promotora no locus cromossômico 

9p21 que resulta na inativação do gene p16, um inibidor de cinase dependente de 

ciclina (Mao et al., 1996); mutações no gene supressor de tumor p53 estão 

relacionadas à progressão à displasia (Boyle et al., 1993); e alterações no gene 

da Ciclina D1 (localizado no cromossomo 11), que ativa caracteristicamente a 

progressão do ciclo celular, conferindo a habilidade de invasão de certos clones 

(Izzo et al., 1998). Rosin e colaboradores (2000) também demonstraram a relação 

entre alterações genômicas como perda de heterozigozidade, bem como 
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deleções nos loci 4q, 6p, 8p, 11q, 13q e 14q, e a progressão de carcinogênese 

oral. 

Dentre os demais mecanismos moleculares relacionados ao 

desenvolvimento do carcinoma epidermóide de boca, defeitos nas vias de reparo 

de DNA têm sido sugeridos na literatura como fatores associados ao 

desenvolvimento dessa neoplasia (Scully et al., 2000a). Kim e colaboradores 

(2006) encontraram defeitos no reparo do DNA mitocondrial induzidos por 4NQO 

(4-nitroqinolina-1oxido) em células provenientes de carcinoma epidermóide de 

cabeça e pescoço. De acordo com Bau et al. (2008), alterações genéticas 

relacionadas às vias de reparo da quebra da dupla hélice podem contribuir para 

uma vulnerabilidade genética a fatores de risco, como o fumo, causando danos ao 

DNA e, consequentemente, levando à carcinogênese bucal. 

 Além disso, ensaios de imuno-histoquímica têm revelado níveis alterados 

de expressão de outros marcadores celulares relacionados à progressão do 

carcinoma de células escamosas, como, por exemplo, citoqueratinas, enzimas 

(ciclooxigenase-2), genes anti-apoptóticos e pró-angiogênicos (famílias Bcl e 

VEGF, respectivamente), imunomoduladores (IL-10 e IL12) (Vishwanatha et al., 

2003) e mediador endógeno regulador de GCs (ANXA1). 

 A expressão da Anexina A1 (ANXA1) tem sido amplamente investigada 

em vários tipos de cânceres, incluindo o carcinoma oral de células escamosas, 

tanto em nível de RNA quanto protéico. Trata-se de uma proteína intracelular 

cálcio-dependente e que desempenha importantes papéis na proliferação celular, 

regulação da apoptose, fagocitose e carcinogênese (Coupade et al., 2000; Hsiang 

et al., 2006; Zhang et al., 2009). Há controvérsias acerca de seu papel na 

tumorigênese, pois sua expressão encontra-se diminuída em alguns tipos de 

câncer e aumentada em outros (Zhang et al., 2009), podendo alterar também 

conforme os distintos estágios tumorais (Kamal et al., 2005).  

De acordo com os achados de Nomura et al. (2009), a perda da ANXA1 é 

frequente nos eventos iniciais durante a carcinogênese oral, sendo que a mesma 

poderia contribuir para a manutenção da diferenciação epitelial em OSCC. Em 

outro estudo recente, Zhang e colaboradores (2009) demonstraram por meio das 

técnicas de Western blotting, PCR em tempo real e imuno-histoquímica que a 

expressão gênica e protéica da ANXA1 diminui em várias linhagens celulares e 
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também em amostras de tecido de OSCC quando comparados ao epitélio 

adjacente não-maligno. A localização celular da ANXA1 também foi sugerida 

como fator de prognóstico da doença, uma vez que sua expressão nuclear 

aumenta significativamente nos casos de OSCC quando comparada à mucosa 

oral normal, onde se localiza predominantemente na membrana celular (Lin et al., 

2008). Todos esses dados sugerem o potencial da ANXA1 como um biomarcador 

para o carcinoma oral de células escamosas.  

 

 

2. A Biologia Molecular no Estudo do Câncer 

2.1. Anticorpos Recombinantes  

O reconhecimento e remoção das células transformadas é uma 

incumbência permanente do processo de vigilância imunológica, sendo os 

anticorpos componentes fundamentais desta atividade anti-tumoral do sistema 

imune (Vollmers e Brändlein; 2009).  

Os anticorpos ou imunoglobulinas (Ig) são glicoproteínas de massa 

molecular elevada, em torno de 150 kDa, encontradas em abundância no soro de 

animais vertebrados. Essas moléculas são de natureza tetramérica, compostas 

por duas cadeias leves e duas cadeias pesadas, unidas por uma extensiva rede 

de interações não-covalentes, estabilizadas por pontes dissulfeto. Tanto as 

cadeias leves quanto as pesadas, contêm uma série de domínios globulares 

repetitivos homólogos, cada uma com cerca de 110 resíduos de aminoácidos que 

se enovelam independentemente em um motivo globular classificado como 

Domínio Imune (Padlan, 1994). 

Cada cadeia leve contém um domínio variável (VL) e um domínio constante 

(CL); as cadeias pesadas contêm um domínio variável (VH) e três domínios 

constantes (CH1, CH2 e CH3). A molécula de anticorpo pode ser subdividida em 

porções Fc e Fab, onde Fc é constituída pelos domínios constantes (CH2-CH3) e 

Fab constituída pelos domínios VH-CH1 e VL-CL, responsáveis pela ligação aos 

antígenos e, portanto, denominado sítio combinatorial para o antígeno. Dentro de 

cada domínio VH e VL existem três regiões hipervariáveis, onde a variabilidade 

está concentrada e loops são formados. Em uma imunoglobulina, as três regiões 

hipervariáveis da cadeia leve e as três regiões hipervariáveis da cadeia pesada 
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ocupam conjuntamente um espaço tridimensional para formar uma superfície de 

ligação para o antígeno. Como estas sequências formam uma superfície 

complementar à superfície tridimensional de um antígeno ligado, as regiões 

hipervariáveis são também chamadas regiões determinantes de 

complementaridade (CDRs) (Ferreira e Teixeira, 2005). 

Os fragmentos de anticorpos scFv (single-chain variable fragment) 

representam o menor domínio funcional VH-VL de um anticorpo necessário para 

uma ligação de alta afinidade a um antígeno. Os peptídeos conectores flexíveis 

que ligam as cadeias VH e VL são usualmente compostos por 10 a 25 

aminoácidos, sendo o decapentapeptídeo (Gly4Ser)3 o mais comum deles (Figura 

2) (Weisser e Hall, 2009). As regiões variáveis podem ser conectadas no sentido 

VH-conector-VL ou VL-conector-VH e a orientação das cadeias no scFv pode afetar 

a eficiência da expressão (Merk et al., 1999), estabilidade e capacidade de 

ligação do mesmo ao antígeno (Desplancq et al., 1994). 

Embora os tumores possam ter uma capacidade de obter diferentes 

respostas frente à transformação celular, o sistema imune frequentemente falha 

em reconhecer o câncer como uma ameaça ou se torna tolerante ao crescimento 

tumoral e metástases (Smyth et al., 2001).   

O interesse imediato na aplicação terapêutica da imunidade do câncer 

concentra-se em estimular o sistema imune contra os antígenos tumorais. Isso 

levou ao desenvolvimento de inúmeros protocolos de vacinação contra o câncer. 

A habilidade dessas vacinas de estimular a produção de anticorpos e de ativar os 

linfócitos T é observada com frequência, porém, clinicamente ainda não se 

converteram em uma resposta antitumoral objetiva (Dupont, 2002).  

Além disso, esforços têm sido também destinados à caracterização de 

marcadores que reconheçam especificamente alvos tumorais com utilidade 

diagnóstica. Um bom exemplo disso foi o trabalho em que foram mapeados os 

anticorpos produzidos por pacientes com câncer de próstata utilizando uma 

biblioteca de peptídeos apresentada em fagos, havendo a identificação um 

potencial marcador de progressão tumoral, a proteína GRP78, altamente 

expressa em metástases. Concluiu-se que, essa abordagem feita em larga 

escala, poderia permitir a identificação de marcadores moleculares específicos 

para cada tipo de tumor (Minitz et al., 2003).  
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Figura 2: Representação esquemática do fragmento 

scFv. Os domínios VH e VL presentes na molécula scFv 

aparecem nas cores verde e vermelho, respectivamente. O 

polipeptídeo (peptide linker) estabilizador dos domínios está 

indicado pela seta (Weisser e Hall, 2009). 

 

 

Tradicionalmente, a maioria dos métodos de identificação de marcadores 

tumorais é baseada em anticorpos monoclonais, com anticorpos contra proteínas 

das quais se tenha alguma suspeita e, dessa forma, buscam os mesmos 

marcadores para diversos tipos de câncer. A utilização de metodologias que 

fazem uma varredura das células tumorais, sem conhecimento prévio das 

proteínas nelas presentes, propicia a identificação de marcadores tumorais novos. 

A técnica de bibliotecas apresentadas na superfície de fagos permite a utilização 

não apenas de um anticorpo monoclonal, mas de uma vasta biblioteca de 

anticorpos ou peptídeos contra o conjunto das proteínas do tumor. Por esta 

vantagem, a técnica de Phage Display vem sendo empregada visando à 

identificação de marcadores tumorais (Austin, 1989). 
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2.2. Phage Display 

Diversas metodologias de apresentação de moléculas na superfície de 

vírus e células têm sido descritas, incluindo as técnicas de Phage-Display (Ph.D.) 

(McCafferty et al., 1990), Ribossome Display (Hanes e Pluckthun, 1997; He e 

Taussig, 1997) e Cell-Surface Display (Francisco et al., 1993), por meio das quais 

polipeptídeos podem ser selecionados pela maturação da reatividade a antígenos 

de interesse.  

A tecnologia Phage Display de apresentação de polipeptídeos na superfície 

de bacteriófagos filamentosos foi introduzida por George Smith em 1985, que 

expressou pela primeira vez a enzima de restrição EcoRI como uma fusão da 

proteína pIII do capsídeo do fago (Smith, 1985). Desde então, bibliotecas de 

peptídeos randômicos lineares ou conformacionais (Miceli et al., 1994; Parhami-

Seren et al., 1997), bibliotecas de fragmentos de antígenos ou anticorpos 

(Christmann et al., 2001; Mullaney e Pallavicini, 2001), ou ainda uma combinação 

de ambos (Stephen et al., 1995; Fack et al., 1997; Coley et al., 2001), são 

utilizadas no mapeamento de epítopos protéicos. Bibliotecas de peptídeos 

combinatoriais, que podem ser construídas contendo bilhões de cópias de 

sequencias peptídicas, representam ricas fontes de moléculas com diferentes 

potenciais de interação molecular (Uchiyama et al., 2005; Irving et al., 2001). 

Estratégias de seleção e construção de bibliotecas randômicas de peptídeos, 

flexíveis ou constritas, têm sido extensivamente discutidas. (Pelletier e Sidhu, 

2001; Nestler, 2005; Eichler, 2005). Nesse propósito, bibliotecas de peptídeos 

apresentados em fagos têm sido muito utilizadas como uma eficiente ferramenta 

biotecnológica para a seleção e caracterização de proteínas-alvo ligante-

específicas de órgãos, tumores ou outras proteínas antigênicas. (Pasqualini e 

Ruoslahti, 1996; Ellerby et al., 1999; Joyce et al., 2003; Koivunen et al., 1999). 

Recentemente, Hsiao e colaboradores (2009) utilizaram uma biblioteca de 

peptídeos expressa em fagos para selecionar proteínas-alvo câncer-específicas 

em linhagem celular de carcinoma oral de células escamosas. Foi identificado e 

caracterizado, nessa investigação, um peptídeo que se liga preferencialmente à 

integrina αv6; uma proteína que, além de ter sua expressão elevada em mais 

90% dos casos de OSCC, também se encontra superexpressa em tumores de 

pele, glândula salivar, ovário, mama, pâncreas e estômago, estando 
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correlacionada a um pior prognóstico em tumores cervicais e coloretais. Tais 

dados evidenciam a eficácia da metodologia de Phage Display, que possibilitou a 

identificação de um peptídeo que certamente será útil em um vasto repertório de 

aplicações clínico-oncológicas. 

Os anticorpos representam uma das ferramentas mais poderosas no 

âmbito da terapêutica e do diagnóstico. Fragmentos de anticorpos recombinantes, 

tais como moléculas scFvs (Single-Chain Variable Fragment),  vêm tornando-se 

cada vez mais uma alternativa ao uso de anticorpos monoclonais completos no 

tratamento do câncer, bem como de doenças inflamatórias, auto-imunes e 

doenças virais crônicas; uma vez que são menores, possuem algumas 

particularidades que são vantajosas em certas aplicações clínicas, como por 

exemplo a grande variabilidade, sua produção é mais econômica e são mais 

facilmente manipulados (Weisser e Hall, 2009). 

 Em 1990, foram obtidos os primeiros fragmentos de anticorpos expressos 

em fagos (McCafferty et al., 1990). Normalmente, bibliotecas combinatórias de 

anticorpos são sintetizadas a partir da construção de genes dos fragmentos de 

anticorpos recombinantes na forma de scFv ou Fab e, em seguida, estes genes 

são introduzidos por manipulação genética em plasmídeos fusionados ao gene 

codificador de uma proteína capsídica. No caso das bibliotecas são utilizados 

genes codificadores para milhões de fragmentos distintos. A descoberta de que 

sítios funcionais de anticorpos, como os scFvs, podem ser apresentados na 

superfície de bacteriófagos permitiu a seleção de anticorpos contra antígenos de 

interesse sem a necessidade da utilização da tecnologia de produção de 

hibridomas (McCafferty et al., 1990). Bibliotecas de scFv apresentadas em fagos 

consistem em diversos domínios de cadeias leves e pesadas fusionados à 

proteína pIII do fago e apresentados externamente como um scFv. O DNA 

codificador para uma biblioteca de scFv pode ser clonado no genoma de um fago 

ou em um vetor fagomídeo para produzir uma fusão scFv-pIII (Vaughan et al., 

1996). 

Tipicamente, são utilizados bacteriófagos da família Inoviridae (M13, fd, f1), 

vírus bacteriófagos filamentosos que parasitam bactérias gram-negativas que 

possuem o pílus F (Sidhu, 2001). O vírus aproveita a maquinaria de replicação, 

transcrição e tradução da bactéria para se reproduzir. O bacteriófago M13 não 
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provoca lise na célula hospedeira, mas induz um estado no qual a célula infectada 

origina e libera partículas virais, causando uma queda na taxa de reprodução 

bacteriana (Azzazy e Highsmith, 2002). 

A partícula de fago é formada por uma fita simples de DNA envolta por uma 

capa protéica constituída por cinco proteínas (pIII, pVI, pVII, pVIII e pIX) (Figura 

3). Destas cinco proteínas, existem aproximadamente 2800 cópias da pVIII e 

cinco cópias da pIII. Neste sistema, o gene codificador do peptídeo ou proteína de 

interesse é geralmente fusionado ao gene de uma dessas duas proteínas da capa 

protéica do fago (Phizicky e Fields, 1995). 

 

 

 

Figura 3: Estrutura básica de um bacteriófago 

filamentoso. A - Sítio de clonagem junto à sequência 

da proteína pIII. B - Estrutura do capsídeo viral, 

mostrando as proteínas de superfície pIII, pVI, pVII, 

pVIII e pIX. C - Sub-unidades D1 e D2 da proteína pIII, 

mostrando a extremidade N-terminal da proteína 

(Holliger e Williams, 1999). 

 

 

A seleção das moléculas expressas em fagos é um procedimento 

relativamente padronizado que envolve a exposição dos fagos ao antígeno alvo, 
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permitindo a ligação e o enriquecimento daqueles que expressam moléculas 

antígeno-específicas em um processo conhecido como panning (Figura 4). No 

processo de seleção, a biblioteca de fagos apresentando os polipeptídeos é 

incubada com o antígeno alvo que está imobilizado em um suporte sólido, como 

uma placa de microtitulação (Schofield et al., 2007) ou ligada a antígenos 

biotinilados em solução (Parmley e Smith, 1988). Os fagos não ligantes são 

removidos por sucessivas lavagens e os ligantes eluídos pela incubação dos 

mesmos em soluções com valores de pH extremamente altos ou baixos 

(MacKenzie e To, 1998; Pincus et al., 1988), por clivagem proteolítica (Goletz et 

al., 2002) ou pela incubação com antígenos livres (Meulemans et al., 1994).  

 

 

Figura 4: Ciclos de seleção de proteínas a partir de uma biblioteca de 

Phage Display. Bibliotecas de proteínas (coloridas) são apresentadas em 

partículas de fagos fusionadas às proteínas de superfície (preto). Bibliotecas 

altamente diversas podem ser apresentadas em fagos e clones com 

especificidade a determinados antígenos podem ser selecionados pela ligação 

aos antígenos imobilizados, seguido pela lavagem e remoção dos fagos não 

ligantes. Os fagos ligantes podem ser amplificados pela infecção em bactérias e 

utilizados em outros ciclos de seleção para enriquecimento dos fagos ligantes ao 

antígeno de interesse. O DNA de cada clone selecionado pode ser sequenciado 

e revelar a sequência da proteína apresentada que possui afinidade com o 

antígeno (Adaptado de Sidhu e Koide, 2007). 
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Em função da ligação de fagos não específicos, principalmente quando se 

faz uso dos suportes sólidos (Levitan, 1998), são necessários sucessivos ciclos 

de seleção com o aumento da estringência para que os clones com alta afinidade 

ao alvo sejam enriquecidos. A estringência pode ser aumentada pela diminuição 

da concentração do antígeno ou pelo aumento do número de lavagens em cada 

ciclo de seleção. 

 

2.3. Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real  

A reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real é um refinamento 

do revolucionário método da PCR, desenvolvido por Kary Mullis em meados da 

década de 80, o qual permite aos pesquisadores amplificar segmentos 

específicos de DNA mais de um bilhão de vezes (Mullis, 1990; Mullis e Faloona, 

1987; Saiki et al., 1985). Estratégias baseadas na técnica de PCR potencializaram 

os estudos de biologia molecular, uma vez que facilitaram de maneira indiscutível 

a manipulação dos ácidos nucléicos. Isso tornou possível o desenvolvimento de 

ferramentas indispensáveis para a engenharia genética como, por exemplo, a 

clonagem e o sequenciamento. Porém, como técnica analítica, o método original 

da PCR apresenta algumas limitações (Kubista et al., 2006). 

A PCR em tempo real é uma ferramenta extremamente sensível e 

reprodutível de quantificação da expressão gênica.  Como método diagnóstico 

clínico e molecular, a PCR em tempo real pode ser utilizada na determinação de 

cargas virais, bacterianas, ou ainda auxiliar na avaliação do estadiamento de 

tumores (Valasek e Repa, 2005). 

A habilidade de identificar sequências específicas de DNA é crucial em 

qualquer análise molecular, inclusive na área da oncologia clínica. A PCR em 

tempo real pode ser utilizada, por exemplo, para detectar e, em algumas vezes, 

quantificar translocações cromossômicas ou ainda fusões gênicas presentes em 

amostras de pacientes que apresentam mínimos resíduos de malignidade. Esta 

técnica tem sido utilizada na detecção de vários produtos de fusões gênicas 

característicos da leucemia mieloblástica aguda (Krauter et al., 2001), leucemia 

linfoblástica aguda (Pongers-Willemse et al., 1998), ou ainda na avaliação da 

resposta de pacientes ao tratamento com interferons por meio da quantificação do 

produto gênico da fusão BCR-ABL no caso da leucemia mielóide crônica (Barthe 
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et al., 2001). A PCR em tempo real pode ainda ser usada na determinação do 

número de cópias de DNA que podem levar à malignidade (Ginzinger et al., 

2000), ou ser usada para analisar a expressão gênica em tumores sólidos a partir 

de alvos muito restritos, como as punções (Ohnmacht et al., 2001). Detecções 

assim tão sensíveis e precisas, como as permitidas pela técnica de PCR em 

tempo real, podem ser úteis não apenas para um melhor entendimento do câncer 

ou da biologia dos tumores, mas também para a determinação de estratégias 

terapêuticas mais eficazes e melhores perspectivas dos riscos de 

desenvolvimento e de recorrência da doença (Valasek e Repa, 2005). 

A PCR em tempo real é uma técnica altamente específica, pois se baseia 

na detecção de fluorescência emitida por sondas fluorogênicas ou corantes 

intercalantes, como o SyBRGreen.  À medida que o produto amplificado aumenta, 

o sinal de fluorescência cresce proporcionalmente. A quantificação dos amplicons 

ocorre durante a fase exponencial da reação e o limiar desta fase é determinado 

pelo ciclo no qual é detectada emissão de fluorescência significativa, denominado 

de cycle threshold (CT) (Applied Biosystems, 2004). 

Os corantes intercalantes emitem fluorescência apenas quando associados 

ao DNA de fita dupla (dsDNA) (Bustin, 2000; Peters, et al. 2004). A fluorescência 

emitida pelas moléculas de SYBRGreen em suspenção no meio, quando ocorre a 

desnaturação, é pequena e subtraída pelo software ao longo da reação (Bustin, 

2000). Durante a polimerização catalisada pela enzima DNA polimerase, as 

moléculas de SYBRGreen se ligam ao produto recém sintetizado e um aumento 

da fluorescência é observado em tempo real, o que possibilita o monitoramento 

contínuo da reação (Applied Biosystems, 2004). No ciclo seguinte, na etapa de 

desnaturação do DNA, as moléculas do fluoróforo são liberadas e uma queda no 

sinal da fluorescência é observada. Apesar de o SYBRGreen não ser específico, 

podendo ligar-se à dímeros de primers ou outros produtos inespecíficos, é 

possível monitorar essas situações pela análise da curva de dissociação 

observando a temperatura melting (Applied Biosystems, 2004). 

Nos sistemas em que se utilizam sondas, o método de detecção mais 

comum é a utilização de sondas marcadas com um corante repórter na 

extremidade 5’ e um quencher na 3’. Quando a sonda está intacta, o quencher 

capta a energia emitida pelo repórter devido a proximidade dos dois corantes por 
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meio da transferência de energia por ressonância de fluorescência  através do 

espaço (FRET). Quando a sonda é clivada pela atividade exonuclease 5’ da DNA 

polimerase, os fluoróforos são separados, aumentando o sinal da fluorescência 

que é detectado pelo aparelho (Applied Biosystems, 2004). 

A quantificação dos produtos da PCR é realizada, principalmente, por dois 

métodos: a quantificação absoluta e relativa. Pelo método da quantificação 

absoluta utiliza-se uma curva padrão, previamente padronizada, que deve estar 

presente em todas as placas de ensaio. Interpolando as quantidades da amostra 

alvo com base na curva padrão, o software fornece a quantidade exata de 

moléculas alvo contidas na amostra (Applied Biosystems, 2004). 

A quantificação relativa é subdividida em dois métodos, o método da curva 

padrão e o método do CT comparativo. Com base no método CT comparativo 

deve-se, primeiramente, avaliar se a eficiência das amplificações do alvo e do 

controle endógeno são equivalentes. A eficiência da reação é calculada pela 

construção de uma curva padrão que é graficamente representada como uma 

regressão linear semi-log do valor do CT  em comparação ao log da quantidade 

inical do ácido nucléico. Um slope da curva padrão próximo de -3,32 indica uma 

reação com 100% de eficiência e produzirá um aumento de 10 vezes no amplicon 

a cada 3,32 ciclos durante a fase exponecial de amplificação (log2 10 = 3,3219). 

Valores que diferem muito desses podem indicar má qualidade da amostra ou 

erro de pipetagem. Para cada curva padrão o software procura o melhor ajuste 

entre os pontos, calcula a regressão linear e fornece o R2 que mede quão próximo 

é o ajuste entre a regressão linear da curva padrão e os valores individuais de CT 

das amostras padrão (ideal R2 ≥ 0.99), slope e o y-intercept que indicam o valor 

esperado de CT para uma amostra com quantidade 1. Para esse método é 

também necessário utilizar uma amostra padrão em todas as placas de ensaio, o 

calibrador, que deve ser uma amostra de concentração conhecida. Durante a 

reação de rqPCR, o alvo é normalizado com um gene housekeeping (controle 

endógeno) e comparado diretamente com o calibrador, contabilizando uma 

quantidade maior ou menor de RNAm (Applied Biosystems, 2004). 

São várias as vantagens da PCR em tempo real em relação à 

convencional, dentre elas destacam-se a maior sensibilidade, pois a PCR em 

tempo real utiliza a fluorescência para detecção do amplicon; e maior 
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reprodutibilidade, pois fornece a quantificação em números. Enquanto isso, a 

PCR convencional utiliza gel de agarose e corantes intercalantes, como o 

brometo de etídio, que é altamente tumorigênico e, além disso, baseia-se no 

cálculo da densidade óptica para quantificação, o que diminui sua sensibilidade e 

reprodutibilidade (Applied Biosystems, 2004). 

Para ambos os sistemas, o desenho do experimento e a padronização da 

reação são essenciais para a obtenção de bons resultados (Bustin, 2000; Livak e 

Schmittegen, 2001).  

 

3.  Métodos Não Invasivos: A Saliva como Fluido Diagnóstico 

Pacientes em estágios avançados de câncer frequentemente desenvolvem 

recorrência local, bem como metástases à distância. Estes dados indicam que os 

métodos tradicionais de diagnóstico, como a histopatologia e radiologia, não são 

sensíveis o bastante para detectar um pequeno número de células tumorais que 

podem ser deixadas para trás, definida como doença residual mínima. Métodos 

diagnósticos sensíveis baseados em marcadores moleculares parecem ser 

poderosas ferramentas para melhorar o acompanhamento desses casos (van 

Houten et al., 2000). 

É sabido que a biópsia do tecido é o modelo ideal para o estudo de 

biomarcadores. No entanto, em termos de diagnóstico e prognóstico da doença, a 

utilização de testes baseados em fluidos corporais humanos (por exemplo, 

sangue, urina, líquor, saliva, líquido sinovial, líquido aspirado do mamilo, fluido 

lacrimal e líquido amniótico) parece ser muito mais atrativa, visto que oferece 

várias vantagens importantes, incluindo a pequena invasão, o custo mínimo e a 

facilidade da coleta e processamento do material biológico. A análise do proteoma 

de fluidos corporais se tornou uma das abordagens mais promissoras para a 

descoberta de biomarcadores para doenças humanas (Hu et al., 2006).  

A saliva é a secreção das glândulas salivares, a qual garante a estabilidade 

no ambiente da cavidade oral. A base da saliva é líquido intersticial dos capilares 

sanguíneos que entra através dos ductos das glândulas salivares, onde ele é 

modificado de isotônico em líquido hipotônico (Pink et al., 2009). A água é o maior 

componente da saliva, representando 99% da sua composição. Os componentes 

sólidos, moléculas orgânicas e inorgânicas encontram-se dissolvidos no 



25 
 

constituinte aquoso, variando amplamente de um indivíduo para outro e ainda no 

mesmo indivíduo algumas vezes durante o dia. A parte inorgânica é composta por 

íons fracos e fortes, tais como Na+, K+, Cl-, Ca2+, HCO3, Mg2+ e NH3. O conteúdo 

orgânico contém componentes, como produtos de secreção (uréia, ácido úrico e 

creatinina), produtos de putrefação (putrescina, cadaverina, lipídeos como 

colesterol e ácidos graxos), e mais de 400 tipos de proteínas. As proteínas mais 

relevantes têm origem glandular (amilase, histatinas, cistatinas, lactoferrinas, 

lisozimas, mucinas e proteínas ricas em prolina (PRPs)) ou são derivadas do 

plasma (albumina, imunoglobulinas, transferrinas) (Lima et al., 2009). 

Muitas vezes chamado de "espelho do corpo" ou "uma janela sobre o 

estado de saúde", o fluido oral é um meio perfeito para ser explorado na vigilância 

dos estados saúde/doença (Segal e Wong, 2008). Um número crescente de 

evidências tem sido estabelecido para o uso da saliva como uma ferramenta 

eficaz para o monitoramento de doenças sistêmicas.  Existe uma grande 

expectativa no sentido de que as aplicações de diagnósticos salivares de doenças 

bucais sejam, em breve, seguidas por uma aplicação de alto-impacto em doenças 

sistêmicas, utilizando-se painéis altamente informativos de biomarcadores 

salivares genômicos e proteômicos.  Isto possibilitará aos investigadores uma 

conexão entre pesquisas da saúde oral e o diagnóstico de doenças sistêmicas por 

meio de um biofluido que é filtrado, processado e secretado a partir da 

vasculatura que nutre as glândulas salivares dentro da cavidade oral (Figura 5) 

(Wong, 2006).  

Nos últimos anos, a proteômica surgiu como uma tecnologia poderosa para 

identificar a expressão diferencial de proteínas associadas ao desenvolvimento e 

progressão do câncer. Suas duas técnicas mais populares e confiáveis, 

eletroforese bidimensional e espectrometria de massa, têm sido amplamente 

aplicadas na investigação de diversos tipos de câncer, incluindo o carcinoma oral 

de células escamosas em amostras de tecido (He et al., 2004, Chen et al., 2004; 

Turhani et al., 2006, Lo et al., 2007) e linhagens celulares (Koike et al., 2005; 

Mlynarek et al. 2007; Staab et al., 2007).  

O proteoma salivar pode ser explorado para a detecção precoce de 

cânceres humanos, predizendo a agressividade e as chances de recorrência do 

tumor, o que pode eventualmente levar ao desenvolvimento de simples 
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ferramentas clínicas com dois propósitos principais, assim como nas análises 

sanguíneas: o primeiro, identificar os indivíduos com a doença e, o segundo, 

acompanhar o progresso do indivíduo afetado em tratamento. Avanços na 

utilização da saliva como fluido diagnóstico têm sido tremendamente afetados 

pela atual evolução tecnológica. Por exemplo, a capacidade de medir e controlar 

uma ampla gama de componentes moleculares na saliva e compará-los aos do 

soro tornou viável o estudo de micro-organismos, produtos químicos e 

marcadores imunológicos. Como consequência, estende a utilidade da saliva 

além das análises de saúde bucal, podendo ser explorada também na avaliação 

de características essenciais da saúde como um todo (Streckfus e Bigler, 2002).  

 

 

Figura 5: Mecanismos de transporte de proteínas e íons do soro 

para os ductos das glândulas salivares. a: transporte ativo de 

compostos selecionados. b: difusão passiva de compostos lipídicos 

solúveis. c: filtração simples de compostos selecionados. d: células 

acinares bombeiam ativamente íons sódio (Na+) para dentro dos 

ductos, seguido pela água. e: células do ducto bombeiam Na+ de 

volta para o sangue, produzindo saliva hipotônica. f: membrana 

celular. g: poro da membrana celular. h: espaço intracelular. i: célula 

acinar. Cl−: íon cloro. K+:íon potássio . (Adaptado de: Wong, 2006). 
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Devido à proximidade anatômica entre as glânduas salivares e os sítios de 

neoplasias orais, a saliva seria aparentemente ideal para o rastreamento dessas 

lesões. Vários investigadores têm testado esta hipótese. Por exemplo, um estudo 

realizado por Boyle et al. (1994) examinou o possível valor do supressor de tumor 

p53 na saliva como um marcador para o carcinoma de células escamosas. 

Curiosamente, eles detectaram e identificaram mutações tumor-específicas neste 

gene em amostras de saliva pré-operatórias de indivíduos que apresentavam 

carcinoma epidermóide de cabeça e pescoço. Resultados positivos foram 

observados em 71% dos pacientes estudados. Em outra investigação relacionada 

foram encontrados anticorpos salivares anti-p53 elevados entre os pacientes com 

carcinomas orais (Tavassoli et al., 1998). Estudos com outros marcadores 

oncológicos têm demonstrado que testes salivares podem também ser úteis na 

detecção de câncer de mama. O produto protéico do oncogene c-erbB-2 

encontra-se elevado na saliva das mulheres diagnosticadas com câncer de mama 

(Streckfus et al., 2000a). Tal investigação demonstrou que este marcador salivar é 

confiável e também pode ser utilizado no seguimento pós-operatório das 

pacientes (Streckfus et al., 1999, 2001). Esse mesmo grupo também constatou a 

presença de CA15-3, receptor de EGF, catepsina-D, p53, e Waf-1 na saliva e 

investigam também sua utilidade coletiva em um painel diagnóstico para detecção 

de câncer (Streckfus et al, 2000b). A saliva tem sido também utilizada de forma 

consistente na detecção de HIV 1 e 2, e hepatite viral A, B e C (Lee et al., 2009).  

A coleta da saliva é um processo totalmente não invasivo, que pode ser 

realizado em qualquer ambiente e não requer habilidades nem equipamentos 

especiais. A fisiologia da cavidade oral permite o fluxo contínuo do fluido 

secretado atualizando o conteúdo líquido da boca constantemente. Portanto, a 

composição da saliva, em qualquer momento, temporariamente reflete a atividade 

metabólica dos elementos secretores que geram esse fluido (Streckfus et al., 

2008). Como uma ferramenta clínica, a saliva tem muitas vantagens, incluindo a 

facilidade de coleta, armazenamento e transporte, e pode ser obtida a baixo custo 

em quantidades suficientes para várias análises (Wong, 2006). Uma desvantagem 

do uso saliva como fluido diagnóstico seria o fato de que os analitos informativos 

são geralmente presentes em menor quantidade na saliva do que no soro. Porém, 
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com o desenvolvimento de novas técnicas altamente sensíveis, o nível mais baixo 

dos analitos na saliva já não é uma limitação (Miller, 1994). 

Apesar da incorporação de novas tecnologias pelo setor de saúde nos 

últimos anos, o câncer de boca continua tendo efeitos devastadores para o 

paciente. As desfigurações faciais decorrentes têm consequências socialmente 

relevantes e acarretam prejuízos na comunicação, na alimentação e no paladar 

(Gelrich et al., 2002). Nesse contexto, a busca por métodos eficazes de 

diagnóstico precoce e não invasivos tem recentemente emergido com soluções 

biotecnológicas inovadoras que, além de todas as outras vantagens já citadas, 

ajudam a melhorar a qualidade de vida do paciente tanto em relação ao 

diagnóstico, representando alternativas às biópsias que são muitas vezes 

desconfortáveis e/ou dolorosas, quanto em relação ao tratamento, evitando 

procedimentos cirúrgicos mutiladores.  
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RESUMO 

 

A detecção precoce do carcinoma oral de céulas escamosas (OSCC) é fator 

importante na diminuição das taxas de mortalidade e o sucesso do tratamento 

relaciona-se diretamente com seu diagnóstico em fases iniciais. Contudo, 

infelizmente, a maioria dos carcinomas orais é diagnosticada em fases tardias da 

doença. No presente trabalho, pela primeira vez, é descrito um fragmento scFv, 

selecionado por Phage Display contra proteínas totais salivares, que reconhece 

efetivamente antígenos com potencial diagnóstico para a detecção precoce do 

câncer oral. A análise de reatividade por meio do teste imunoenzimático ELISA 

em 30 amostras de saliva de pacientes com OSCC e 30 indivíduos saudáveis, 

mostrou que o scFv D09 reconhece antígenos presentes na saliva tumoral 

(p<0.0001). O teste diagnóstico apresentou elevado poder discriminativo, avaliado 

estatisticamente pela curva ROC (AUC=0.97), além de 100% de especificidade. 

Ensaios de imunohistoquímca mostraram que o anticorpo seleciondo também 

apresenta afinidade por estruturas teciduais características de carcinomas orais 

bem diferenciados, como, por exemplo, pérolas de queratina. A análise 

proteômica bidimensional revelou que o scFv D09 reconhece 2 spots nas 

amostras de saliva (~50 kDa; pI 5.75 e 5.86) e apenas um nas amostras de tecido 

(~28 kDa and pI 4.68). A caracterização final das sequências peptídicas está em 

andamento por meio de espectrometria de massas. Esses dados, embora 

preliminares, alteram significativamente o diagnóstico do câncer oral, pois 

fornecem fortes evidências de que a saliva representa uma poderosa ferramenta 

clínica para sua detecção precoce, por meio de um método diagnóstico de baixo 

custo, minimamente invasivo e altamente sensível.  

 

Palavras chave: Carcinoma oral de células escamosas, Phage Display, 

fragmentos de anticorpos scFv, Saliva.  
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ABSTRACT 

 

Early detection of oral squamous cell carcinoma (OSCC) is an important factor to 

reduce mortality rates and treatment success is directly related to its diagnosis at 

early stages. However, unfortunately, most oral carcinomas are diagnosed in late 

stages of the disease. This is the first study that describes an scFv fragment, 

selected by Phage Display against total salivary proteins, that effectively recognize 

antigens with diagnostic potential for early detection of oral cancer. ELISA 

immunoassays in 30 samples of saliva from OSCC patients and 30 healthy 

subjects showed that the scFv D09 recognize antigens present in tumoral samples 

(p <0.0001). The diagnostic test showed high discriminative power with a 

significant ROC curve (AUC=0.97) and 100% specificity. Imunohistochemistry 

tests revealed that the selected antibody also showed higher affinity to tissues 

related to well differentiated oral carcinomas, such as keratin pearls. The two-

dimensional proteomic analysis revealed that the scFv D09 recognizes two spots 

in saliva samples (~50 kDa; pI 5.75 e 5.86) and only one in tissue samples  (~28 

kDa and pI 4.68). Final characterization of the peptides sequences is under 

investigation through mass spectrometry. These data, although preliminary, may 

significantly alter the diagnosis of oral cancer, once they provide strong evidence 

that saliva is a powerful clinical tool for early detection through a non-invasive and 

highly sensitive diagnostic method.  

 

Keywords: Oral squamous cell carcinoma, Phage Display, scFv antibody 

fragments, Saliva. 
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1.  Introdução 

 

O carcinoma oral de células escamosas (OSCC) é o tumor malígno mais 

comumente encontrado na cavidade bucal, compreendendo mais de 90% de 

todos os casos de câncer de boca.1 É uma doença que acomete particularmente 

indivíduos do sexo masculino, principalmente aqueles com idade acima de 45 

anos. Essa neoplasia apresenta uma taxa de sobrevida de 5 anos de 

aproximadamente 50%.2 A alta taxa de mortalidade de tumores malignos como o 

OSCC é geralmente atribuída à dificuldade em detectar a doença numa fase 

inicial tratável. O diagnóstico clínico atual da maioria dos cânceres epiteliais, 

incluindo o carcinoma oral, geralmente envolve a realização de biópsias invasivas, 

seguidas de exame histológico do tecido proveniente da excisão. O procedimento 

pode causar, além de risco de infecção, traumas psicológicos para o paciente.3 

Ademais, o diagnóstico histopatológico convencional é baseado em alterações 

morfológicas e estruturais em nível celular ou tecidual, que podem não ser óbvias 

para tumores em estágios iniciais.4  

Estudos têm demonstrado que alterações precoces na tumorigênese 

podem ser identificadas com sucesso em fluidos corporais que drenam o órgão 

afetado pelo tumor. Diante desta perspectiva, enormes esforços têm sido 

dedicados na identificação e quantificação em larga escala de proteínas e/ou 

peptídeos em fluidos corporais humanos, sendo que diversas plataformas 

tecnológicas têm sido testadas com este propósito.  Em termos de diagnóstico e 

prognóstico, fluidos, tais como sangue, urina, lágrima ou saliva, oferecem muitas 

vantagens relevantes, incluindo a mínima invasão, o baixo custo e a facilidade da 

coleta e processamento. A análise do proteoma dos fluidos corporais tornou-se 

uma das abordagens mais promissoras na busca por novos biomarcadores 

clínicos e alvos terapêuticos.5 

A saliva contém uma grande variedade de proteínas, muitas das quais 

podem ser bastante informativas para detecção de patologias humanas.5 Além 

disso, o proteoma salivar, em contraste com o do soro, é altamente suscetível a 

vários processos fisiológicos e bioquímicos.6 A análise da saliva pode ser utilizada 

na avaliação de alterações específicas relacionadas à carcinogênese como, por 

exemplo, marcadores tumorais epiteliais, que têm se mostrado significativamente 
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aumentados na saliva de pacientes com OSCC,7 podendo ainda ser uma 

ferramenta clínica poderosa no monitoramento da agressividade e das 

possibilidades de recorrência do tumor.8 Dentre outras vantagens, a saliva é fácil 

de coletar, armazenar e transportar, e pode ser obtida a baixo custo em 

quantidades suficientes para várias análises. Para os pacientes, as técnicas não 

invasivas de coleta reduzem drasticamente a ansiedade e o desconforto, e 

simplificam o recolhimento de repetidas amostras para o acompanhamento da 

doença ao longo do tempo.9  

A análise do potencial de centenas ou milhares de proteínas diferentes que 

constituem um proteoma exige um elevado número de ferramentas versáteis e 

altamente específicas, perfis de expressão representativos e profundos estudos 

funcionais.10 A tecnologia de Phage display tem sido amplamente bem sucedida 

na geração de ligantes contra uma grande variedade de alvos, incluindo 

antígenos tumor-associados.11 Bibliotecas de fragmentos de anticorpos scFv 

(Single chain fragment variable) expressas em bacteriófagos possuem várias 

características vantajosas que, em alguns casos, superam as limitações dos 

anticorpos monoclonais. Esses fragmentos, que representam os sítios funcionais 

de ligação ao antígeno, podem ser expressos rapidamente, em grandes 

quantidades e a um custo mais baixo em comparação à geração dos anticorpos 

monoclonais em cultura de células animais.12  

O presente trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de um método 

diagnóstico não invasivo baseado na identificação de um potencial biomarcador 

salivar para a detecção precoce do carcinoma oral de células escamosas, por 

meio da tecnologia de Phage display. 
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2.  Pacientes e Métodos 

 

2.1. Coleta e Preparo do Material Biológico  

 Foram coletadas amostras de 30 pacientes com carcinoma oral de células 

escamosas, no momento da internação pré-cirúrgica para exérese total da lesão, 

no Hospital de Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia. Com os pacientes 

em jejum, o fluxo salivar foi coletado sem estimulação prévia utilizando-se tubos 

Salivette (Sarstedt) durante cinco minutos sem interrupção. Como controles 

negativos amostras de saliva de 30 voluntários saudáveis sem histórico pessoal 

de quaisquer tipos de câncer e sem histórico familiar de carcinoma oral foram 

coletadas exatamente da mesma maneira, no momento em que recorreram à 

Unidade de Diagnóstico Estomatológico da Universidade Federal de Uberlândia 

para tratamento de outras doenças bucais, não-neoplásicas. Os mesmos foram 

orientados a enxaguarem a boca repetidamente com água potável antes da 

coleta. Aproximadamente 2 mL de saliva obtidos de cada indivíduo foram levados 

ao Laboratório de Nanobiotecnologia e imediatamente centrifugados por 10000 x 

g durante 10 minutos a 4°C para a remoção de debris celulares. O sobrenadante 

foi removido e estocado em pequenas alíquotas a –80°C até o momento das 

análises. As amostras de tecido foram coletadas no momento da cirurgia e 

imediatamente congeladas a –80°C. Para a quantificação das proteínas totais foi 

utilizado o kit BCATM Protein Assay (Thermo Scientific). Todas as lesões foram 

histopatologicamente analisadas e informações clínicas como sexo, idade, 

históricos de etilismo, tabagismo, recorrência e tratamentos foram também 

coletadas. O estadiamento dos tumores foi determinado após a cirurgia de acordo 

com o sistema TNM (Tumor-Node-Metastasis)13 e a classificação histopatológica 

segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS).14 A fim de se preservar a 

identidade de cada paciente, todos foram identificados por meio dos seus 

respectivos números de prontuário. O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa/UFU sob o número de protocolo 249/09, e todos os pacientes 

assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 
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2.2. Biblioteca de Fragmentos de Anticorpos scFv 

A biblioteca de fragmentos de anticorpos scFv utilizada foi construída a 

partir de amostras de RNA total obtidas de leucócitos (sangue periférico) de 25 

pacientes com carcinoma bem diferenciado de tireóide, um tipo de tumor de 

cabeça e pescoço, assim como o carcinoma epidermóide bucal. O Kit Super 

Script III (InvitrogenTM) foi utilizado para a síntese do cDNA. Em seguida, as 

regiões variáveis das imunoglobulinas foram amplificadas em 55 reações 

independentes de PCR, utilizando-se 20 primers diferentes para a síntese das 

cadeias pesada e leve (VH e VL, respectivamente), esta última formadas pelas 

cadeias kappa κ e lambda λ. Para a amplificação das sequências scFv, os 

produtos de PCR das cadeias VH e VL foram reunidos em quantidades iguais para 

gerar um produto final de sobreposição (overlap) que foi purificado e em seguida 

submetido a uma reação de restrição com a enzima de restrição Sfi I (Fermentas 

Life Sciences) para a clonagem. A digestão do vetor fagomídeo pComb3X com a 

mesma enzima foi feita simultaneamente e a reação de ligação foi realizada com 

a enzima T4 DNA Ligase (Promega). Ao final de todo o processo de construção, 

foi obtida uma biblioteca da ordem de 1,2 x 106 sequências de fragmentos de 

anticorpos scFv.15 

 

2.3. Seleção por Phage display dos anticorpos scFv (Panning) 

Foram conduzidos dois ciclos de seleção, sendo cada um deles antecedido 

pela re-amplificação da biblioteca de scFv em E.coli XL1-Blue (Stratagene) com o 

auxílio do fago helper VCSM13 (Stratagene) para montagem e replicação das 

proteínas virais.16 Para a seleção dos fagos apresentando fragmentos de 

anticorpos scFv com maior afinidade ao alvo, 10 µg de proteínas totais de saliva 

diluídos em 50 µL de tampão TBS (Tris-HCl 50 mM NaCl 150 mM, pH 8,6)  foram 

imobilizados em cada poço de uma placa de microtitulação (MaxiSorpTM, Nunc). 

Quatro poços foram sensibilizados com um pool de saliva total de 20 indivíduos 

saudáveis e um poço foi sensibilizado com um pool de saliva de 20 indivíduos 

com OSCC. A placa foi mantida sob agitação em câmara úmida durante 18 horas 

a 4°C. Ao final da sensibilização, o excesso de saliva que não se ligou foi 

descartado e substituído por 350 µL de solução de bloqueio TBS-BSA 3% (p/v). A 

placa foi selada e incubada por 1 hora a 37°C. A solução de bloqueio foi então 
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descartada e o primeiro poço contendo saliva de indivíduos controle foi submetido 

a seis lavagens de um minuto cada, com de tampão TBST 0,05% (v/v). Foram 

adicionados 50 µL da biblioteca recém amplificada ao primeiro poço e a placa foi 

incubada por 1 hora a 37°C. Aos demais poços, foram adicionados 200 µL de 

tampão TBS e permaneceram selados. O sobrenadante foi coletado em um 

microtubo. O segundo poço, que também continha saliva de indivíduos controle, 

foi submetido a seis lavagens com tampão TBST 0,05%. O sobrenadante retirado 

do primeiro poço foi adicionado ao segundo poço e novamente incubado por 1 

hora a 37°C. Esse procedimento foi repetido mais duas vezes para subtrair os 

fagos ligantes às proteínas salivares de indivíduos saudáveis. Após as quatro 

etapas de seleção negativa, a biblioteca foi adicionada ao quinto poço contendo 

saliva dos indivíduos portadores de OSCC, sendo incubada por 2 horas a 37°C. 

Os fagos não ligantes foram removidos por lavagem por seis vezes com TBST 

0,05% no primeiro ciclo e dez lavagens com TBST 0,1% no ciclo seguinte. Os 

fagos ligantes foram eluídos por meio de solução ácida (Glicina-HCl, pH 2,2)  e 

posteriormente neutralizados com 2M de Tris-HCl, pH 7,4. Os fagos eluídos de 

cada ciclo de seleção foram estocados a 4°C. 

 

2.4. Produção dos anticorpos scFv solúveis  

Células de E. coli da linhagem não supressora TOP10 (Invitrogen) 

transformadas com a biblioteca de scFv selecionada foram cultivadas em meio SB 

suplementado com 50 µg/mL de carbenicilina e 2% de glicose 2M (v/v). Após 

atingir uma D.O.600nm=0,9, a cultura foi centrifugada a 3.700 rpm por 10 minutos e 

o sobrenadante desprezado. As células foram ressuspensas em meio SB 

contendo 50 µg/mL de carbenicilina e IPTG em uma concentração final de 2,5 

mM, para indução da expressão dos fragmentos scFv por meio do promotor LacZ 

presente na sequência do vetor fagomídeo.16 O sobrenadante contendo os 

anticorpos solúveis livres da proteína pIII do bacteriófago foi coletado após 18 h 

de indução a 30°C sob agitação de 300 rpm e, então, armazenado a 4°C. 

 

2.5. Ensaio de Dot-blotting  

Após o cultivo dos clones isolados induzidos por IPTG, avaliou-se a 

presença dos fragmentos scFv no sobrenadante da cultura por meio de um ensaio 
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de dot-blotting. A detecção do scFv na forma solúvel torna-se possível utilizando-

se anticorpos comercialmente disponíveis contra um decapeptídeo viral 

Hemaglutinina (HA), que é produzido na porção C-terminal da proteína 

recombinante.16 Para tanto, 5 µL do sobrenadante de cultura de cada clone 

expresso foram aplicados em uma membrana de nitrocelulose HybondTM ECL de 

0,2 µm (Amersham Biosciences) e deixados secar por 15 minutos a 37°C. Em 

seguida, a membrana foi bloqueada com uma solução de PBS e BSA 3% (p/v) por 

1 hora a 37°C. Após o bloqueio, a membrana foi lavada 2 vezes com PBST 0,05% 

(v/v) e então incubada em uma solução de PBS contendo o anticorpo anti-HA 

marcado com peroxidase (Roche Applied Science) em diluição de 1:2500 por 1 

hora a 37°C. Em seguida, a membrana foi lavada 3 vezes com PBST 0,05% e 

revelada com SIGMAFASTTM 3,3’-Diaminobenzidine (Sigma-Aldrich).  

 

2.6. Sequenciamento de DNA e Bioinformática 

O DNA plasmidial dos clones selecionados após o panning foi extraído das 

culturas de bactérias TOP10, utilizando-se o kit GenEluteTM Plasmid Miniprep 

(Sigma-Aldrich), seguindo-se as recomendações do fabricante. As reações de 

sequenciamento foram realizadas em sequenciador automático capilar 

MegaBaceTM 1000 (GE Healthcare) utilizando-se o kit DyEnamic ET Dye 

Terminator Cycle Sequencing e os seguintes primers: MMB4 (5’- 

GCTTCCGGCTCGTATGTTGTGT - 3’) e MMB5 (5’- 

CGTTTGCCATCTTTTCATAATC - 3’). As cadeias leves e pesadas das 

imunoglobulinas e suas respectivas famílias gênicas foram determinadas 

utilizando-se o banco de dados Ig-BLAST.17 

 

2.7. Purificação dos anticorpos scFv por Cromatografia de Afinidade em HPLC 

A cromatografia líquida de alta afinidade para purificação de proteínas é 

fundamentada na capacidade de alguns aminoácidos doadores de elétrons, tais 

como a histidina (his), o triptofano (trp) e a fenilalanina (phe), de se ligarem de 

maneira reversível a íons metálicos (como o níquel) imobilizados em uma matriz. 

Após a indução, as moléculas de scFv solúveis foram purificadas utilizando-se a 

coluna HisTrap HP (GE Healthcare) em sistema de HPLC (AKTATM purifier)  por 

meio da captura da cauda de hexa-histidina (His6) que encontra-se fusionada à 
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porção C-terminal da proteína recombinante.16 A purificação foi conduzida 

segundo as recomendações do fabricante. As frações que apresentaram maiores 

concentrações de anticorpos foram liofilizadas por 24 horas, ressuspensas em 

água bidestilada e estocadas a -20°C. 

 

2.8. Ensaio Imunoenzimático 

 No ensaio de ELISA foi avaliada a afinidade de um dos clones 

selecionados (scFv D09) pelos antígenos salivares tumorais. O teste foi 

conduzido em duplicatas para 30 pacientes portadores de OSCC e 30 indivíduos 

controles. Placas de microtitulação MaxisorpTM (Nunc) foram sensibilizadas com 5 

g/poço de proteínas totais salivares diluídos em tampão carbonato (NaHCO3 

0,1M, pH=8,6), por 18 horas a 4°C. Em seguida, as placas foram bloqueadas por 

1 hora a 37°C com BSA 3% em PBS (p/v). Após o bloqueio, 50 L (5 mg/mL)da 

solução contendo os fragmentos de anticorpos scFv purificados e concentrados 

foram adicionados a cada poço. Após incubação de 2 horas à temperatura 

ambiente, as placas foram lavadas por 3 vezes com PBST 0,05% (v/v) e 

incubadas por 1 hora à temperatura ambiente com anticorpo anti-HA conjugado 

com peroxidase diluído em solução de bloqueio na proporção de 1:3000. As 

placas foram novamente submetidas a 3 lavagens com PBST 0,05% e  reveladas 

com OPD SigmaFastTM (Sigma-Aldrich). As leituras foram realizadas a 492 nm. 

Os valores das absorbâncias individuais foram obtidos pela seguinte fórmula: 

[médias dos valores de D.O. do paciente] – [média dos valores de D.O. do BSA]. 

 

2.9. Análises Estatísticas 

O software GraphPad Prism 4.0 foi utilizado para a análise descritiva dos 

dados, as análises de correlação e criação do diagrama. Como os dados 

apresentaram uma distribuição normal, foi utilizado o Teste t não pareado com 

correção de Welch para comparar as médias das absorbâncias (D.O.492nm) obtidas 

no teste imunoenzimático ELISA entre os grupos de pacientes com OSCC e 

indivíduos controles. As diferenças foram consideradas significativas quando p < 

0,05. 

Para discriminar o melhor ponto de corte (cutoff point) do teste diagnóstico, 

foi utilizada a curva ROC (Receiver operating characteristic). A análise foi feita por 
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meio de um método gráfico simples, no qual se representa no eixo das ordenadas 

(Y) a sensibilidade e no eixo das abscissas a proporção de falsos positivos, ou 

seja, 1 - especificidade. O desempenho do teste foi avaliado por um índice de 

precisão associado à curva ROC, mais especificamente, pela área abaixo desta 

(AUC - area under the curve). O sistema no qual a curva ROC se aproxima do 

canto superior esquerdo (AUC próximo de 1.0) fornece um maior poder 

discriminativo. O software Statistical Package for Social Sciences (SPSS) foi 

utilizado para a construção da curva.  

Com base no cutoff obtido, a razão de chances (odds ratio, OR) foi 

calculada para avaliar a probabilidade de ocorrência do câncer quando o teste 

ELISA for positivo, com o respectivo intervalo de confiança de 95%. A 

especificidade, sensibilidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo 

negativo (VPN) e acurácia do teste diagnóstico foram calculados com base no 

cutoff pré-estabelecido, de acordo com as seguintes expressões: sensibilidade = 

VP(verdadeiros positivos)/VP+FN (falsos negativos); especificidade = VN 

(verdadeiros negativos)/VN+FP (falsos positivos); VPP = VP/VP+FP, VPN = 

VN/VN+FN. 

 

2.10. Imuno-histoquímica 

Após seleção e purificação do scFv D09, sua capacidade de ligação 

também por tecidos de carcinoma oral e outras anomalias bucais não-neoplásicas 

foi verificada por imuno-histoquímica. Todos os blocos de tecidos foram cedidos 

pelo Laboratório de Patologia Bucal da Universidade Federal de Uberlândia.  

Cortes de 5 µm foram preparados em micrótomo (Lupe). Foi utilizado um caso de 

carcinoma bem diferenciado de lábio, e como controle negativo foi usado o tecido 

proveniente de uma mucocele, um tipo de lesão bucal não-neoplásica. Para a 

reação de imuno-histoquímica, as secções foram submetidas à recuperação 

antigênica com tampão citrato de sódio por 1 hora a 90°C. Em seguida, os cortes 

foram incubados com 3% de peróxido de hidrogênio em água (v/v) por 15 minutos 

para bloqueio da peroxidase endógena e com 10% de BSA em PBS (p/v) à 

temperatura ambiente para bloqueio dos sítios inespecíficos. Os cortes foram 

lavados com PBS e o anticorpo scFv D09 purificado e concentrado  foi 

adicionado, seguido por incubação durante 18 horas a 4°C. A ligação dos 
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fragmentos de anticorpos ao antígeno foi verificada pela incubação das secções 

com o anticorpo anti-HA conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich), diluído em 

PBS na proporção de 1:400. Nos cortes utilizados como controles negativos da 

reação, a incubação com o scFv D09 foi substituída por PBS. As lâminas foram 

reveladas com 5 mg/mL de SIGMAFASTTM 3,3’-Diaminobenzidine (Sigma-

Aldrich), contra-coradas com hematoxilina de Harris e examinadas ao microscópio 

de luz Olympus BX 40. 

 

2.11.Eletroforese Bidimensional em Gel SDS-PAGE e Western Blotting 

Os experimentos de eletroforese bidimensional foram todos realizados no 

Laboratório de Células Tronco do Instituto Nacional de Câncer (INCA).  

Os tumores foram macerados, reconstituídos em tampão de extração de 

proteínas totais (50mM de Tris pH 7,5; 5mM EDTA; 10mM EGTA; 50mM NaF; 

20mM -Glicerofosfato; 250mM NaCl; 0.1% de Triton X-100), acrescidas de um 

mistura de inibidores de proteases (240 g/mL AEBSF; 10 g/mL Bestatina; 10 

g/mL Pepstatina; 10 g/mL Leupeptina; 18 g/mL E-64), na proporção 1:100 de 

tampão de extração, incubadas durante trinta minutos a 4°C e depois 

centrifugadas a 12.000 x g  durante 30 minutos. O sobrenadante foi retirado, 

novamente centrifugado por 2 minutos, sendo o sobrenadante desta última 

centrifugação considerado o extrato de proteínas totais. Os extratos foram 

quantificados e armazenados em alíquotas a -70°C. 

Para as análises em gel bidimensional, 320 µg do extrato protéico de tecido 

tumoral e de saliva bruta de pacientes com OSCC, foi precipitado com o Kit 2-D 

Clean-up (GE Healthcare), conforme especificações do fabricante. Os 

precipitados secaram por, no máximo, 5 minutos e foram imediatamente 

ressuspensos em 200 L tampão de re-hidratação (6M uréia; 2M Thiouréia; 2% 

ASB-14 (p/v); 15 mM DTT; 0,002% Azul de Bromofenol 1%) acrescidos de 0,5% 

(v/v) de IPG Buffer, pH 3-10 (GE Healthcare). A re-hidratação foi realizada no 

sistema IPGPhor III (GE Healthcare) e se deu sob voltagem de 40V por 14 horas. 

Foram utilizadas tiras de poliacrilamida com gradiente de pH imobilizado 

(Immobiline DryStrip) com faixa de pH 4-7 e 11 cm de comprimento (GE 

Healthcare). Após a re-hdratação, as tiras foram submetidas à focalização 
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isoelétrica (IEF) no sistema IPGphor III (GE Healthcare), em um programa com 

total de 34636 V/h. 

As tiras focalizadas foram equilibradas em duas fases, em 10 mL de 

solução de equilíbrio por 15 minutos (1,5M Tris-HCl pH 8,8; 6M Uréia; 30% 

Glicerol; 2% w/v SDS; 0,002% Azul de Bromofenol 1% w/v). Na primeira fase 

foram adicionados 10 mg/mL de DTT (USB)  à solução de equilíbrio e na segunda 

foram adicionados 25 mg/mL de iodocetomida (Sigma). As tiras foram 

submetidas, posteriormente, à eletroforese em gel SDS-PAGE 8-18% (GE 

Healthcare) no sistema Multiphor II, de acordo com o programa sugerido pelo 

manual do fabricante. O padrão de massa molecular utilizado foi o BenchMark 

protein ladder (Invitrogen). Os géis foram corados com Comassie Blue coloidal 

(2% (w/v) Coomassie G-250), por 72 horas, descorados com água destilada e 

mantidos em ácido acético 1% (v/v) até a sua digitalização. Após a eletroforese 

bidimensional, os géis foram digitalizados no scanner Image Scanner (GE 

Healthcare), utilizando-se o programa Image Master LabScanTM v 5.0 (com 

resolução de 300 dpi). As análises foram feitas visualmente e também pelo 

programa Image Master 2D Platinum v 6.0 (GE Healthcare), conforme 

recomendações do manual.  

Em seguida, procedeu-se o ensaio de Western blotting com o intuito de 

identificar a(s) proteína(s) alvo do reconhecimento do anticorpo scFv D09, tanto 

na amostra de saliva, como na de tecido de OSCC. Os géis 2D foram transferidos 

para membrana de nitrocelulose (Hybond, GE HealthCare) em sistema de 

transferência semi-dry (GE HealthCare). Após a transferência, as membranas 

foram bloqueadas com 5% (p/v) de leite em pó desnatado Molico (Nestlé Brasil 

Ltda) em TBS-T 0,01% (v/v). Após o bloqueio, as membranas foram lavadas 2 

vezes por 10 minutos em TBS-T 0,5% e incubadas nessa solução com o 

anticorpo scFv D09 durante 16 h a 4°C. Após esse período, as membranas foram 

lavadas 2 vezes por 10 minutos em TBS-T 0,01%. Em seguida, as membranas 

foram incubadas por 2 h com anticorpo anti-HA conjugado com peroxidase em 

TBS-T 0,01%. Por fim, as proteínas foram detectadas por quimiluminescência 

(ECL detection reagents® – GE HealthCare) captada por autoradiograma. 
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3.  Resultados 

Partículas de fagos expressando moléculas scFv ligantes a proteínas 

salivares de pacientes com carcinoma oral foram isoladas da biblioteca com 

sucesso. Este processo ocorreu em dois ciclos de seleção, os quais consistiram 

em ligações dos fragmentos de anticorpos scFv aos antígenos, lavagens das 

sequências não ligadas, eluição e amplificação dos fagos específicos. Para obter 

sequências com alta afinidade, houve aumento na pressão de seleção mediante 

aumento progressivo na quantidade de lavagens do 1° para o 2° ciclo de seleção. 

Devido à elevação na estringência, ocorreu enriquecimento na quantidade de 

clones eluídos do 1° para o 2° ciclo, sendo os títulos obtidos de 6,5 x 103 e 7,8 x 

104, respectivamente. 

Após a indução com IPTG, clones isolados de bactérias TOP10 

transformadas foram avaliados quanto à expressão dos scFv solúveis, livres da 

proteína pIII viral. A presença das imunoglobulinas heterólogas nos 

sobrenadantes induzidos foi detectada indiretamente pela observação da 

expressão do epítopo da hemaglutinina (HA) fusionado ao anticorpo clonado no 

vetor pComb3X. O reconhecimento do epítopo HA pelo anticorpo monoclonal anti-

HA reflete a expressão correta deste epítopo e, consequentemente, pela sua 

proximidade ao fragmento scFv, pode-se inferir a integridade de todo o sistema de 

expressão. Dez clones diferentes expressaram o epítopo da hemaglutinina e 

foram reconhecidos pelo anticorpo anti-HA no ensaio de dot blotting. Como 

controle negativo, foi utilizado o sobrenadante de cultura de bactérias TOP10 

transformadas com o vetor pComb3X vazio e que foram induzidas nas mesmas 

condições descritas para as bactérias que expressaram os fragmentos de 

anticorpos. Os controles negativos não exibiram marcação (dados não 

mostrados).  

Todos os dez clones com expressão positiva foram sequenciados 

eficazmente (Figura 1). As regiões variáveis dos anticorpos scFv selecionados 

derivaram-se  de oito famílias distintas do gene V. A análise da sequência do DNA 

por meio do IgBLAST (Figura 1) mostrou que os genes VH foram derivados de 

quatro famílias gênicas (VH1, VH3, VH4 e VH5). Quanto aos subgrupos VL, foram 

selecionadas as famílias gênicas 1 e 3, tanto para Vλ quanto para Vκ. Apesar de 

algumas sequências repetidas, nenhum clone sequenciado foi idêntico ao outro.     
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CADEIA LEVE 
  
Clone  Família      FWR1           CDR1        FWR2       CDR2              FWR3  

C09      VK3    VLTQSPATLSLSPGERATLSC   RASQSVSS-YLA   WYQQKPGQAPRLLIY  DASNRAT   G--IPARFS-GSGSGTDFTLTIS--SLEPEDFAVYYC-  

C10      VK3    VLTQSPGTLSLSPGERATLSC   RASQSVSNNYLA   WYQQKPGQPPRLLIY  DAFSRAT   G--IPDRFS-GSVSGTDFLLTIS--SLXPEDFAVYYC-  

D09      VK3    VMTQSPATLSLSPGERATLSC   RASQSVSS-NLA   WYQQKPGQASRPLIY  GASTRAT   G--IPARFS-GSGSGTEFTLTIS--SLQSEDFAVYYC-  

D06      VL1    VLTQPPSASATPGQRVAI-SC   SGGSSNIGSNSVN  WYQQLPGTAPNSSFI  NNSQLAL   G-SLTDSLA-P-SLAPTASLAISG--LQSEDEADYYC- 

H07      VK1    QMTQSPSFLSS--IDRVTITC   LGQSGHQLFS     GISKNQGKAPKLLIY  AASTLQS   G--VPSRFTRQVDLGQEFTXHNHRPALQPKTFCNLLP- 

A10      VK1    QMTQSPSFLSASVGDRVTITC   RASQGISS-YLA   WYQQKPGKAPKLLIY  AASTLQS   G--VPSRFS-GSGSGTEFTLTIQAALASPERFWQLIYW 

A02      VK1    QMTQSPSFLSASVGDRVTITC   RASQGISS-YLA   WYQQKPGKAPKLLIY  AASTLQS   G--VPSRFS-GSGSGTEFTLTIS--SLQPEDFATYYC- 

B08      VL3    VVTQPPSVSVAPGQTAR—ITC   --GGSDIGSKSVH  WYQQRPGQAPVLVVY  DDSDRPS   RGSLSDSLA-P-NLGTRLPPSAVV--ESRGGRLLL--- 

C01      VL3    VLTQPPSVSVAPGKTAS—ITC   --GGNNVGGKNVH  WYQQKPGQAPVLVVY  DDSDRPS   TGSLSDSLA-P-TLGTRHPDHQQX--SKPGMSADYFC- 

C02      VL3    VLTQPPSVSVAPVTDGQDYL    WC-GNNVGSKSVH  WYQQKPGQAPVLVVY  DDSDLAS   X--IPERFS-GSNSGNTAPPSAG---SKPGMRPTITV- 

 

CADEIA PESADA 
 

Clone Família         FWR1          CDR1      FWR2           CDR2                 FWR3  

D06     VH3   EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS  N-YAMT  WVRQAPGKGL-EWVS  SISG---SGGSTQYAGSVRG  RFTISRDNSKN--TLYLQMN-SLRAEDT-AVYYCAN 

C01     VH3   EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS  S-YDMS  WVRQAPGKGL-EWVS  VISG---SGGSTYYADSVKG  RFTVSRDNSKN--TLYLQMN-SLRAEDT-AVYYCAK 

C09     VH3   --QLVESGGGVVQPGRSPETLLLQRLDSPS  AMACT   GSCQAPGKGA-GVVG  VIWY---DGSNKYYADSVKG  RFTISRDNSKN--TLYLQMN-SLRAEDT-AVYYCAK 

A02     VH3   -VQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS  S-YWMS  WVRQAPGKGL-EWVA  NIKQ---DGSEKYYVDSVKG  RFTISRDNAKN--SLYLQMN-SLRAEDT-AVYYCVR  

A10     VH3   -VQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS  S-YWMS  WVRQAPGKGL-EWVA  NIKQ---DGSEKYYVDSVKG  RFTISRDNAKN--SLYLQMN-SLRAEDT-AVYYCVR 

H07     VH3   -VQLVQSGGRLWSSLGXVPGDSPVQPLDSP  S-YWMS  ------GKGVWSWVS  YYKSXRMGSEXILYVDLXRA  RFTXSRDNEPKXLPLYLHNDTSLSSXDTACILHVE- 

C02     VH3   --QTGGVWGSLVRPGGSSDSPCAASGFTFD  D-YGMS  WVRQAPGKGL-EWVS  GINW---NGGSTGYADSVKG  RFTISRDSAKN--SLYLQMN-STESRGHGCVLLCE- 

C10     VH1   -VQLVESGAEVKKPGPQRSPARLLDSPSP-  DYLHP   GVRHGPMDKDTECDG  MGQ----ILTVLSRHVAVSG  RVSMPRDTSTN--TASMELR-NLNSGDT-AVYYCAR 

D09     VH4   QVQLQESGPGLVKPSGTLSLTCAVSGGSIS  SSNWWS  WVRQPPGKGL-EWIG  EIYH---SGS-TNYNPSLKS  RVTISVDKSKN--QFSLKLS-SVTAADT-AVYYCAR 

B08     VH5   EVQLLESGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFT  S-YWIG  WVRQMPGKGL-EWMG  IIYP---GDSDTRYSPSFQG  QVTISADKSIN--TAYLQWS-SLKASDTSHVLLCE- 

 

 
 

 

 

Figura 1: Alinhamento das sequências de aminoácidos das cadeias leve (VL e VK) e pesada (VH) dos dez clones selecionados. As 

famílias encontram-se organizadas de acordo com os subgrupos. Alinhamento gerado pelo programa Clustal W2. 
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Devido à pequena quantidade de antígenos tumorais presentes na saliva, 

os valores das absorbâncias do teste imunoenzimático ELISA, utilizando-se como 

anticorpos primários as moléculas de scFv diluídas no sobrenadante da cultura, 

foram indetectáveis. Sendo assim, os clones que expressaram os anticorpos scFv 

foram escolhidos, aleatória e individualmente, para expressão em larga escala, 

purificação em HPLC, liofilização e, então, avaliação por meio do ELISA. 

O teste ELISA com o clone D09 purificado e concentrado, o primeiro a ter 

sua imunoafinidade avaliada, revelou diferença estatisticamente significativa (p < 

0,0001) entre as médias das absorbâncias dos pacientes com OSCC (n=30) e os 

indivíduos controles (n=30) (Figura 2A). Pode-se observar uma reatividade do 

scFv selecionado às proteínas salivares dos pacientes com carcinoma oral muito 

superior àquela encontrada na saliva de indivíduos saudáveis. O sucesso obtido 

no teste ELISA demonstra a eficiência da estratégia de seleção adotada, uma vez 

que foram realizados quatro passos de subtração utilizando-se saliva de 

pacientes controles, eliminando potenciais ligantes às proteínas presentes na 

saliva de indivíduos sadios.  

  

  

 

Figura 2: Imunoreatividade do fragmento de anticorpo scFv D09 em ELISA. (A) O 

diagrama mostra diminuição estatisticamente significativa das médias dos valores de 

absorbância obtidas na saliva de indivíduos saudáveis em comparação com os pacientes 

portadores de OSCC (*p < 0,01). (B) Curva ROC representativa do teste ELISA, 

indicando a eficiência do diagnóstico por meio de AUC e respectivo valor de p. 
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O melhor ponto de corte ou valor de cutoff para o teste ELISA obtido por 

meio da curva ROC (Figura 2B), indicando melhores índices de sensibilidade e 

especificidade para o teste diagnóstico, foi de 1.020. Com base nesse valor, 

foram calculados, além da sensibilidade e especificidade, o odds ratio, valores 

preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN), e acurácia. Foram considerados 

positivos os pacientes que apresentaram valores médios de absorbância acima 

do cutoff estabelecido.  

De acordo com o odds ratio obtido, as chances para ocorrência do 

carcinoma oral de células escamosas para valores ELISA superiores ao cutoff é 

de aproximadamente 160 vezes maior (p < 0.0001, IC 95% 8.854 - 2948). Dos 30 

pacientes com OSCC analisados, 8 apresentaram scores abaixo de 1.020, 

mostrando que o teste possui uma taxa de falsos negativos de 26,67%. Contudo, 

nenhum indivíduo sadio foi diagnosticado como positivo, o que caracteriza uma 

especificidade e VPP de 100% para o teste ELISA. O valor preditivo do teste 

negativo foi de 78,95%, enquanto que a sensibilidade e acurácia foram de 73,33% 

e 86,67%, respectivamente. O poder diagnóstico do teste avaliado por meio de 

AUC apresentou um valor de 0.97 (95% IC; 0.939 - 1.020, p < 0.0001) (Figura 

2B). 

Após a confirmação da reatividade do scFv selecionado (clone D09) frente 

às proteínas tumorais salivares, foi realizado um ensaio de imuno-histoquímica 

visando verificar uma possível reatividade deste clone também em amostras de 

tecido de carcinoma oral.  Foi observada imunoreatividade no caso de OSCC 

avaliado, principalmente na margem de invasão tumoral, ou seja, região onde o 

epitélio neoplásico maligno invade o interior do tecido conjuntivo adjacente e nas 

pérolas de queratina, estruturas formadas por camadas concêntricas 

características dos tumores espinocelulares bem diferenciados (Figura 3, painéis 

C e B, respectivamente). Curiosamente, foi observada imunomarcação também 

nos ductos das glândulas salivares, como pode ser observado no painel A (Figura 

3). Como controle negativo, foi utilizada uma amostra de mucocele, uma lesão 

cística benigna causada pelo rompimento de ductos salivares menores, 

mostrando ausência de reatividade ao scFv D09 (Figura 3, painéis G, H e I). Da 

mesma forma, o controle da reação no qual foi suprimida a incubação com o scFv 

D09 também não apresentou imunomarcação (Figura 3, painéis D, E e F).  
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Figura 3: Análise imuno-histoquímica de amostras de tecido de OSCC e mucocele. 

(A - C): Corte de OSCC bem diferenciado de lábio, mostrando imunoafinidade do scFv 

selecionado nos ductos das glândulas salivares, pérola de queratina e na margem de 

invasão tumoral, respectivamente. (D - F): Controles da reação com o scFv D09 

suprimido. As setas indicam ductos de glândulas salivares (D) e pérola de queratina (E). 

(G - I): Amostra de mucocele utilizada como controle negativo, demonstrando ausência 

de reatividade. Aumento 10X (C, F, I), 20X (H) ou 40X (A, B, D, E, G). 

 

Com o intuito de se identificar os alvos do fragmento de anticorpo D09, as 

proteínas totais de pools de 10 amostras de saliva e de tecido de pacientes com 

OSCC foram separadas por eletroforese bidimensional em géis SDS-PAGE. Após 

a coloração com Comassie coloidal, as análises bidimensionais mostraram que as 

proteínas dos tecidos de OSCC apresentaram pl entre 4.3 a 6.7 e massa na faixa 

entre 10 a 150 kDa, com aproximadamente 170 spots. O mapa eletroforético 

bidimensional salivar apresentou 130 spots totais, com pI entre 4.5 e 6.6, e massa 

variando de 13 a 94 kDa, aproximadamente. Em seguida, foi realizado um ensaio 

de Western Blotting utilizando-se o scFv selecionado como anticorpo primário. A 

figura 4 mostra a eletroforese em duas dimensões das proteínas totais de tecido 
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(A) e saliva (B). Como pode ser observado, foi reconhecida pelo clone D09 uma 

única proteína na amostra de tecido, com aproximadamente 28 kDa e pI de 4.68. 

No ensaio feito com as amostras de saliva, o scFv reconheceu dois spots, ambos 

apresentando cerca de 50 kDa e pI de 5.75 e 5.86.  Neste último, é provável que 

sejam isoformas de uma mesma proteína devido às suas características 

semelhantes. Contudo, é possível afirmar quais são essas proteínas somente a 

partir das análises das sequências das cadeias polipeptídicas, por meio de 

espectrometria de massas. Os spots reconhecidos pelo clone D09 já foram 

isolados e a identificação por MALDI-TOF-TOF encontra-se em andamento. 

 
 

Figura 4: Eletroforeses bidimensionais e respectivos ensaios de Western blotting 

para identificação das proteínas ligantes ao scFv D09. (A) Gel com pool de amostras 

de tecido de OSCC evidenciando o reconhecimento de apenas 1 spot. (B) Gel de 

proteínas totais salivares com 2 spots reconhecidos pelo scFv D09. Géis SDS-PAGE com 

gradiente de concentração de 8-18%, com variação de pI de 4 a 7 e corados com 

Comassie Blue coloidal. As setas indicam os spots que foram reconhecidos pelo clone 

D09 nos géis e nos respectivos filmes de autoradiografia. M- Padrão de massa molecular.  
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4. Discussão 

 

 Este trabalho descreve pela primeira vez na literatura um fragmento de 

anticorpo scFv, selecionado por Phage Display,  que reconhece antígenos 

salivares em pacientes com carcinoma oral de células escamosas e que possui 

um alto potencial diagnóstico para este carcinoma. A detecção precoce do câncer 

oral é fator importante na diminuição nas taxas de mortalidade e o sucesso do 

tratamento relaciona-se diretamente com seu diagnóstico em fases iniciais. 

Contudo, infelizmente, a maioria dos carcinomas orais é diagnosticada numa fase 

tardia da doença, quando o paciente torna-se sintomático aos efeitos da doença 

primária ou quando metástases linfáticas são palpáveis.18    

Optar pelo uso da saliva como ferramenta diagnóstica possui diversas 

vantagens. Dentre elas, uma consideração importante é que a coleta da saliva é 

um procedimento minimamente invasivo que pode ser conduzido em qualquer 

ambiente e não requer habilidades e nem equipamentos especiais, oferecendo 

menor risco de contaminação em seu manuseio. Em contraposição à saliva, o 

sangue apresenta-se em um “circuito fechado” e pode conter proteínas que estão 

circulantes por dias, semanas ou meses. Enquanto a saliva, um fluido 

continuamente produzido, secretado e renovado, reflete o estado atual do 

organismo. Portanto, a saliva pode ser descrita como um meio o qual provê 

resultados em “tempo real”.19 Sendo assim, a saliva torna-se uma poderosa aliada 

na detecção das alterações iniciais da tumorigênese, alterações estas que 

precedem as manifestações fenotípicas detectadas pelos métodos diagnósticos 

tradicionais.  

O fragmento scFv isolado na presente investigação foi capaz de identificar  

com alta sensibilidade, por meio do método ELISA, antígenos salivares tumorais.   

A utilização do fluido salivar como alvo diagnóstico, além de tratar-se de método 

simples e não invasivo para detectar o câncer, pode ainda prever sua 

agressividade e auxiliar na escolha do tratamento mais adequado.20 O 

desenvolvimento de um método confiável capaz de detectar o carcinoma oral 

precocemente contribui de forma imprescindível para que abordagens 

terapêuticas também menos invasivas sejam priorizadas, contribuindo, assim, 

para uma melhora significativa na qualidade de vida dos pacientes, evitando 
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procedimentos cirúrgicos que muitas vezes causam desfiguração facial com 

graves consequências estéticas e funcionais. 

O sucesso na obtenção de fragmentos de anticorpos scFv a partir de 

leucócitos e sua alta reatividade e especificidade contra a saliva de pacientes com 

OSCC demonstra a importância e o poder da tecnologia de Phage Display e da 

possibilidade de expressar anticorpos com alta afinidade na superfície de fagos 

fialmentosos, permitindo a seleção de antígenos de interesse a baixos custos e 

com maior rapidez e simplicidade, sem a necessidade de utilização da tecnologia 

de produção de hibridomas.   

Como tumores possuem um grande repertório de proteínas diferentes 

capazes de interagir com os peptídeos de uma biblioteca, uma simples seleção 

contra proteínas salivares totais poderia resultar em grande número de anticorpos 

sem especificidade. Para evitar o reconhecimento de epítopos irrelevantes, foi 

realizada uma seleção subtrativa contra amostras de indivíduos saudáveis com o 

intuito de eliminar antígenos encontrados na saliva sadia, seguida por uma 

seleção positiva contra proteínas salivares tumorais. Um exemplo bem sucedido 

do aproveitamento desse conceito foi realizado por Popkov e colaboradores 

(2004)21 na identificação de antígenos de superfície celular tumor-associados 

expressos em tumores de próstata. O panning subtrativo também foi utilizado com 

sucesso na identificação de peptídeos capazes de promover a invasão 

metastática em carcinoma hepatocelular22 e também scFvs com atividade anti-

melanoma.23 Nesta investigação foram realizados 4 passos de seleção negativa, 

o que  possibilitou o isolamento de fagos altamente específicos que reconhecem 

preferencialmente proteínas presentes na saliva de pacientes com OSCC, como 

pode ser observado pelos resultados obtidos no teste imunoenzimático ELISA.  

Para a seleção de anticorpos de alta afinidade e remoção de ligantes 

inespecíficos, realizou-se um aumento progressivo da estringência por meio de 

um maior número de lavagens. Alguns pesquisadores sugerem que condições 

rigorosas devem ser utilizadas a partir do primeiro ciclo de seleção.24  Contudo, se 

houver scFvs de alta afinidade presentes em baixa quantidade na biblioteca, eles 

podem ser perdidos nas etapas iniciais da seleção. Outra medida que favorece a 

seleção de clones de alta afinidade, como crescente a concentração do 

detergente nos tampões de lavagem, também foi incorporada ao protocolo 
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utilizado, a fim de se reduzir as interações hidrofóbicas inespecíficas entre o fago 

e o alvo e/ou o reagente utilizado para bloqueio.  

O sucesso da estratégia de seleção adotada no presente estudo é 

evidenciado pelo alto índice de acurácia obtido no teste ELISA. A proporção de 

predições corretas foi de aproximadamente 86%. Trata-se de um método 

diagnóstico sensível, hígido e que possui elevado valor discriminativo. O bom 

desempenho do teste pode ser também atribuído à utilização da curva ROC, que 

permitiu a identificação de um ponto de corte para os valores de absorbância 

indubitavelmente eficaz na discriminação câncer x controle, revelando alto nível 

de sensibilidade e máxima especificidade. Esta metodologia tem sido de grande 

utilidade para visualizar e analisar o comportamento de sistemas diagnósticos em 

diversas áreas. O ponto mais elevado da curva correspondente ao ângulo 

superior esquerdo do gráfico, representa 100% de sensibilidade e 0% de falsos 

positivos, sendo, nesse caso, o valor ideal de uma prova diagnóstica, chamado 

“padrão ouro”.25  Ainda por meio da análise da curva ROC, é possível inferir que o 

método de ELISA para o diagnóstico do carcinoma oral de células escamosas 

desenvolvido com base na detecção de antígenos tumorais salivares apresenta 

um elevado nível de precisão, pois alcançou um índice de AUC acima de 0.9, 

muito próximo ao desempenho máximo de um teste. Contudo, estudos 

subsequentes se fazem necessários para que um número mais expressivo de 

pacientes seja analisado.  

A acurácia clínica da saliva como fluido diagnóstico para o câncer oral foi 

também avaliada por Li e colaboradores,26 em comparação ao potencial de 

biomarcadores sanguíneos, em cerca de 300 indivíduos.27  Quatro marcadores 

informativos foram capazes de diferenciar amostras de saliva de pacientes com 

câncer, da saliva de indivíduos saudáveis com sensibilidade e especificidade de 

91% cada, sendo que o valor de AUC coletivo para esses quatro biomarcadores 

salivares foi de 0.95.  Já no sangue, os mesmos encontraram um valor de AUC de 

0.88, o que demonstra claramente que para a detecção de câncer bucal, o 

diagnóstico baseado na saliva apresenta ligeira vantagem. Este exemplo também 

aponta um importante fato no que diz respeito à descoberta e validação de 

biomarcadores para o diagnóstico do OSCC: o poder de biomarcadores salivares 

para discriminar e detectar a doença provavelmente será baseado em um painel 
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ao invés de um único marcador biológico. Diante disto, o scFv isolado nessa 

investigação representa a detecção de um novo biomarcador, que em conjunto 

com aqueles já descritos, pode formar um painel de marcadores para um 

diagnóstico simples, acurado, reprodutível, confiável e não-invasivo para a 

detecção do carcinoma oral de células escamosas. Contudo, o marcador descrito 

nesta investigação, individualmente, possui uma acurácia semelhante aos quatro 

marcadores descritos em conjunto,26  os quais apresentaram uma sensibilidade 

apenas 5% superior à observada neste trabalho. 

Além dos antígenos salivares, o fragmento scFv selecionado também foi 

capaz de reconhecer estruturas teciduais características de tumores epiteliais de 

boca, como, por exemplo, pérolas córneas ou de queratina. Segundo Shafer 

(1987)28, os carcinomas epidermóides bucais apresentam-se mais 

frequentemente como neoplasmas moderadamente diferenciadas com alguma 

evidência de queratinização. Uma das características mais evidentes do 

carcinoma epidermóide bem diferenciado é a presença de queratinização 

individual das células e a formação de numerosas pérolas epiteliais ou de 

queratina, de tamanho variável, que podem invadir o tecido conjuntivo. Pela 

análise imuno-histoquímica é possível observar também intensa marcação na 

região da margem de invasão, onde frequentemente há presença de células 

neoplásicas malignas com menor grau de diferenciação e maior grau de 

dissociação, comparadas às demais regiões da mesma lesão. Contudo, não 

houve reação na lesão benigna avaliada ou nos tecidos normais presentes na 

secção de OSCC. Esses resultados reforçam as evidências de especificidade do 

clone isolado da biblioteca scFv e sugerem sua utilização em conjunto com outros 

marcadores teciduais já conhecidos auxiliando na avaliação histopatológica e 

predição do grau de diferenciação tumoral.  

Interessantemente, foi observada reação positiva também nos ductos das 

glândulas salivares da secção de carcinoma oral avaliada por imuno-histoquímica. 

Relatos na literatura sobre a participação das células ductais na gênese do 

carcinoma epidermóide são praticamente inexistentes. Contudo, Cury (2008)29 

também encontrou a expressão das citoqueratinas 7 e 8 nesses tipos celulares 

em casos de carcinoma epidermóide de assoalho bucal. Em 1971, Eversole30 

citou em seu trabalho que as células do ducto excretor glandular seriam capazes 
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de gerar elementos epidermóides, originando carcinomas. Sendo assim, a intensa 

marcação imuno-histoquímica do scFv D09 obtida, e também das citoqueratinas 

encontrada por Cury (2008)29 reafirmam os estudos de Eversole30, ou seja, 

demonstram a participação de células ductais na composição celular do 

carcinoma epidermóide. Além disso, existe a possibilidade de que a proteína 

reconhecida nas células dos ductos glandulares seja a mesma identificada pelo 

scFv D09 na saliva, reafirmando a provável secreção desta para o fluido salivar 

em função do surgimento e/ou progressão tumoral. 

A caracterização proteica em eletroforese bidimensional possibilitou a 

identificação dos spots correspondentes às proteínas reconhecidas pelo clone 

D09 por meio de immunoblotting, sendo dois para a saliva e apenas um para o 

tecido, que foram analisados quanto ao ponto isoelétrico e massa molecular, 

inicialmente. O reconhecimento de mais de um spot com diferentes massas e pIs 

pelo clone D09 justifica-se pelo fato de que quando as moléculas scFv associam-

se em multímeros, elas podem apresentar alta avidez a um antígeno único ou 

múltipla especificidade para distintos antígenos-alvo.31 E ainda há a possibilidade 

de que o referido fragmento de anticorpo esteja reconhecendo epítopos comuns 

em diferentes proteínas.  A probabilidade de estes alvos representarem de fato 

novos biomarcadores ou proteínas já descritas na literatura e seus reais papéis na 

gênese e/ou progressão do carcinoma oral, somente poderão ser confirmados 

após a identificação e análise das cadeias polipeptídicas por espectrometria de 

massas.    

Contudo, a utilidade diagnóstica do proteoma salivar foi demonstrada com 

êxito neste estudo para detecção do carcinoma oral de células escamosas. 

Ademais, um número crescente de evidências tem sido estabelecido para o uso 

da saliva como uma alternativa eficaz também para o monitoramento de outras 

doenças sistêmicas32 e não somente as patologias bucais. Os dados obtidos, 

embora precoces e exploratórios, fornecem razão suficiente para o 

prosseguimento da investigação e demonstram a necessidade de se explorar 

plenamente o proteoma salivar como ferramenta diagnóstica para doenças 

humanas relevantes. 

É importante enfatizar que dentre os dez marcadores selecionados e 

expressos, apenas um escolhido aleatoriamente para caracterização, foi 
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plenamente analisado. Isto implica que os outros nove scFvs restantes podem 

apresentar potencial semelhante ou até superior aos já apresentados pelo clone 

D09.  

Novos biomarcadores com atividades potencialmente relevantes para a 

detecção precoce de neoplasias vêm sendo extensivamente propostos, porém, 

ainda não se converteram em testes clínicos, objetivamente.33 Essa é a primeira 

investigação que descreve um fragmento scFv, selecionado por Phage Display, 

que reconhece efetivamente antígenos salivares com potencial diagnóstico para a 

detecção precoce do câncer oral. Contudo, não se explorou a possibilidade do 

uso de técnicas mais sensíveis para detecção antigênica pelo scFv, o que poderia 

aumentar ainda mais a sensibilidade do marcador.  

A imediata aplicação clinica deste marcador tem a vantagem da 

simplicidade e facilidade, e apresenta alta especificidade e baixo custo, o que a 

torna uma abordagem clínica potencial num futuro próximo.  O scFv D09 

identificado pode ser plenamente explorado como um clone robusto, de alto 

rendimento e reprodutível, características importantes  para um biomarcador que 

permite a detecção precoce do câncer, aliado à natureza não invasiva de um teste 

salivar.   
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Anexina A1 como biomarcador sanguíneo 
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RESUMO 

 

Vários estudos têm descrito a anexinaA1 (ANXA1) como uma proteína ativa no 

processo de tumorigênese em muitos órgãos. Contudo, o seu papel como 

biomarcador tem sido, principalmente, avaliado em amostras de tecido por imuno-

histoquímica ou cultura celular. Na presente investigação, amostras de sangue 

periférico de 27 pacientes com carcinoma oral de células escamosas (OSCC) e 

25 voluntários saudáveis foram examinadas por meio da técnica de RT-PCR em 

tempo real quantitativa. Foram observados menores níveis de expressão dos 

transcritos nos pacientes com OSCC (p=0.026).  Níveis significativamente 

menores de RNA mensageiro foram correlacionados à idade, sexo e também ao 

sítio anatômico das lesões tumorais. Ademais, análises estatísticas por meio de 

curvas ROC revelaram que a análise da expressão da ANXA1 é adequada para 

discriminar pacientes com lesões dentro da cavidade oral, especialmente aqueles 

do sexo feminino e/ou com 60 anos de idade ou mais. Pela primeira vez foi 

demonstrado o potencial da ANXA1 como biomarcador sanguíneo e propõe-se a 

sua adoção como teste diagnóstico complementar não-invasivo. Esses dados 

sugerem que, além da sua função antiinflamatória, a anexina A1 pode ainda 

desempenhar um papel supressor de tumor em células do sangue periférico, tais 

como os leucócitos.  

 

Palavras chave: Carcinoma oral de células escamosas, Anexina A1, 

Biomarcador sanguíneo, PCR em tempo real.    
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ABSTRACT 

 

Several studies have been suggesting annexin A1 protein as an active player in 

tumorigenesis of many organs. Nevertheless, its tumor biomarker role has been 

mainly studied in tissues by immunohistochemistry or cell culture. Hence, in this 

investigation, the peripheral blood from 27 oral squamous cell carcinoma (OSCC) 

patients and 25 negative control individuals were examined by quantitative real-

time PCR. Down-regulated ANXA1 expression at mRNA level was observed in 

OSCC samples (p = 0.026). Significantly diminished mRNA levels correlated to 

age, sex and the anatomical site of the tumor lesion were observed. Moreover, the 

ROC curve analysis revealed the performance of ANXA1 expression as a suitable 

biomarker for patients with oral cavity cancer, especially those with 60 years of 

age or older and/or women. For the first time, ANXA1 mRNA is revealed as blood-

based biomarker, and its adoption for complementary non-invasive diagnosis of 

OSCC is suggested. These results suggest that, beyond the anti-inflammatory 

function, annexin A1 may also play a tumor suppressor role in peripheral blood 

cells, such as leukocytes.  

 

Keywords: Oral squamous cell carcinoma, Annexin A1, Blood biomarker, Real-

time PCR 
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1. Introdução 

 

O Carcinoma Oral de Células Escamosas (OSCC), a sexta neoplasia mais 

comum em todo o mundo, continua sendo a mais prevalente relacionada ao 

consumo de tabaco, álcool e outros produtos carcinogênicos1, afetando cerca de 

500.000 pessoas a cada ano.2,3 Todos os anos mais de 300.000 novos casos são 

registrados na América, sendo que aproximadamente 9.000 mortes são 

decorrentes da doença, que apresenta taxa de sobrevida de 5 anos por volta de 

50%, devido aos vários avanços nos regimes terapêuticos.4 

A progressão e metástase do câncer oral envolvem elementos detectados 

no soro, tais como cobre, ferro e selênio e também presentes na super expressão 

de oncogenes (Ras, c-Myc, c-erb2),5 mutação, deleção ou regulação de genes 

supressores de tumor (p53),6 quinases associadas ao ciclo celular e seus 

inibidores, receptores de fatores de crescimento (EGFR, IGFR) e nucleares como 

o RARalpha. Além disso, a imuno-histoquímica tem sido uma ferramenta 

significativa na identificação de níveis alterados de expressão de outros 

marcadores celulares como o PCNA, citoqueratinas, enzimas (ciclooxigenase-2), 

genes anti-apoptóticos e pró-angiogênicos (famílias Bcl e VEGF, 

respectivamente), e imunomoduladores (IL-10 e IL-12), os quais têm sido 

relacionados à progressão do carcinoma de células escamosas.7 A detecção 

precoce do carcinoma oral é determinante para um apropriado monitoramento da 

doença; porém, marcadores específicos que distinguam diferentes 

comportamentos e condições tumorais e que contribuam de forma efetiva para um 

diagnóstico e tratamento eficientes, ainda são escassos. 

A anexina A1 (ANXA1), uma proteína antiinflamatória e dependente de 

cálcio8 da superfamília das anexinas, pode desempenhar importantes papéis 

regulatórios no desenvolvimento e progressão tumoral. Recentes investigações 

acerca da atividade biológica desta intrigante molécula têm revelado importantes 

atributos funcionais da ANXA1 em uma grande variedade de vias inflamatórias, na 

maquinaria de proliferação celular, na sinalização para morte celular, na resolução 

da fagocitose de células apoptóticas e, com ainda mais destaque, no processo de 

carcinogênese.9-11  Sua expressão diferencial em vários tipos de cânceres como 

próstata, ovário, mama, bexiga, esôfago, laringe, pâncreas, linfomas e tumores de 
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cabeça e pescoço, demonstra o potencial da ANXA1 como biomarcador, que 

apresenta níveis de expressão alterados em ambos os sentidos de acordo com 

distintos estágios tumorais.9 

Pesquisas atuais revelaram que a anexina A1 tem a sua expressão 

diminuída, tanto em nível de RNA quanto protéico, em amostras de tecido e 

também em culturas celulares de linhagens de carcinoma oral.2 Até o momento, 

todas as investigações que associaram a ANXA1 ao câncer foram feitas em 

tecidos ou cultura de células.12-16 Recentes avanços biotecnológicos têm 

despertado novos interesses pela identificação de biomarcadores para o câncer 

em fluidos biológicos,17 o que possibilitou a demonstração de que mutações 

idênticas às presentes no tumor primário podem também ser identificadas nos 

fluidos corporais dos pacientes afetados. As vantagens do uso dos fluidos 

corporais em relação às biópsias são várias, destacando-se a sua abordagem 

relativamente não-invasiva. Amostras de RNA em sangue, sêmen, urina e saliva 

têm demonstrado sua utilidade em alternativa às ferramentas diagnósticas 

convencionais na identificação de doenças.18  

No presente estudo, a expressão gênica da ANXA1 foi investigada por 

PCR em tempo real, pela primeira vez, em amostras de sangue periférico de 

pacientes com carcinoma oral de células escamosas e indivíduos controles. Os 

parâmetros clínicos e histopatológicos foram também avaliados e correlacionados 

à expressão da ANXA1, sugerindo sua relevância como uma importante proteína 

expressa no sangue e também como um novo biomarcador para o carcinoma 

oral.  

 

2. Pacientes e métodos 

2.1.Coleta e preparo das amostras 

 Amostras de sangue periférico de 27 pacientes com OSCC foram coletadas 

no momento da cirurgia, de abril a dezembro de 2008, no Hospital de Clínicas de 

Uberlândia. Como controles negativos foram utilizadas amostras de sangue de 25 

voluntários saudáveis sem histórico pessoal de câncer, coletadas na Unidade de 

Diagnóstico Estomatológico da Universidade Federal de Uberlândia. Todas as 

amostras foram histopatologicamente analisadas e as informações clínicas como 

sexo, idade, históricos de etilismo, tabagismo, recorrência e tratamentos foram 
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também coletadas. O estadiamento dos tumores foi determinado após a cirurgia 

de acordo com o sistema TNM (Tumor-Node-Metastasis)19 e a classificação 

histopatológica segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS)20. A fim de se 

preservar a identidade de cada paciente, todos foram identificados por meio dos 

seus respectivos números de prontuário. O estudo foi aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa/UFU sob o número de protocolo 249/09 e todos os pacientes 

assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

 

2.2. Extração de RNA e transcrição reversa 

O RNA total foi extraído segundo procedimentos descritos por 

Chomczynski e Sacchi21 com algumas modificações. A determinação da 

concentração de RNA foi obtida por meio de leituras espectrofotométricas a 260 e 

280 nm, e a análise qualitativa foi feita por eletroforese em gel de agarose.  O 

material validado foi então armazenado a – 80°C. A transcrição reversa foi 

realizada durante 1 hora a 37°C, utilizando-se 2 µg de RNA total, 10 U de inibidor 

de RNase (Invitrogen), 40 U de MMLV-RT (Amersham Biosciences), 1X de 

Tampão da MMLV-RT, 200 µM de cada dNTP (dGTP, dATP, dTTP e dCTP) e 126 

pmoles de oligonucleotídeos hexâmeros como primers randômicos. O volume 

final de cada reação foi completado para 20 µl com água tratada com DEPC 

(dietilpirocarbonato). 

 

2.3. Reação em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (qPCR) 

O ensaio de qPCR foi realizado no aparelho 7300 Real Time PCR Systems 

(PE Applied Biosystems, Foster City, California, USA). Inicialmente, a qualidade 

do cDNA de cada amostra foi avaliada pela amplificação do gene endógeno -2-

microglobulin (B2M). Os primers utilizados foram os seguintes: 5´- CCT GCC GTG 

TGA ACC ATG T - 3´ e 5’ - GCG GCA TCT TCA AAC CTC C - 3’. As reações 

quantitativas foram executadas de acordo com as instruções para o fluoróforo 

SybrGreen PCR Core Reagent (PE Applied Biosystems, Foster City, 

California, USA). 

Os primers utilizados para a amplificação da ANXA1 foram: 5’-GAT TCA 

GAT GCC AGG GCC T - 3’ e 5’- CAC TCT GCG AAG TTG TGG AT-3’. 
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A viabilidade dos primers foi verificada em uma reação de PCR convencional 

antes do seu uso na PCR em tempo real. 

Os níveis transcricionais do alvo em relação ao gene endógeno 

foram obtidos de acordo com a expressão 2-CT, onde CT = cycle 

threshold; CT = CT do gene alvo - CT do gene endógeno (B2M); CT = CT 

das amostras de carcinoma oral - CT da amostra do calibrador. Todas as 

amostras foram amplif icadas em duplicatas.  

 

2.4. Análises estatísticas 

O software GraphPad Prism 4.0 foi utilizado para as análises de correlação 

e criação dos diagramas. Foi utilizado o Teste U-Mann-Whitney para comparar os 

níveis de expressão entre os grupos de pacientes e indivíduos controles. O teste 

de Kruskal-Wallis foi utilizado devido à distribuição não paramétrica dos dados, 

para comparar os níveis relativos de expressão no sangue dos pacientes com 

OSCC estratificados em grupos independentes, considerando-se como variáveis: 

idade, sexo, sítios anatômicos das lesões, estadiamento TNM, grau de 

diferenciação, recorrência e terapia. As diferenças foram consideradas 

significativas quando p < 0.05. 

 Para avaliar a eficácia do valor discriminativo câncer versus controle do 

biomarcador (na ausência de valores outliers arbitrários), foram utilizadas curvas 

ROC (receiver operating characteristic). Esta análise, por meio de um gráfico 

simples, permite a avaliação da sensibilidade (verdadeiros positivos) no eixo Y 

contra 1 – especificidade (falsos positivos) no eixo X, considerando cada valor 

observado como um possível valor de corte ou cutoff. Os índices de AUC (área 

under curve) foram calculados como medida para o poder discriminativo do teste 

diagnóstico. Quando um marcador não possui valor discriminativo, a curva ROC 

tangencia a diagonal do gráfico e o valor de AUC está perto de 0.5. Quando um 

teste é fortemente discriminativo, a curva ROC se direciona para o ângulo 

superior esquerdo do gráfico e o valor de AUC se aproxima de 1.0. O software 

Statistical Package for Social Sciences (SPSS) foi utilizado para a construção das 

curvas. 
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3. Resultados 

3.1. Diminuição da expressão gênica da anexina A1 no sangue periférico dos 

pacientes com carcinoma oral de células escamosas   

Amplicons dos genes ANXA1 e B2M, obtidos por PCR convencional, 

utilizando-se os mesmos primers utilizados nas reações de PCR em tempo real 

foram detectados por eletroforese em gel de agarose a fim de se verificar o 

tamanho esperado dos fragmentos e a qualidade das amostras de cDNA (Fig. 1).  

 

 

 

 

Figura 1. Detecção dos produtos de PCR por brometo de etídeo em gel de 

agarose 1,5%. Primers para os genes ANXA1 (110pb) e B2M (94 pb) foram 

inicialmente testados e os amplicons foram detectados em amostras de 

sangue de três pacientes com OSCC. Linha M: Marcador de 100 pb. Linhas 

CP: Controles Positivos. Linhas CN: Controles Negativos.  

 

 

A expressão do RNA mensageiro (RNAm) da ANXA1 foi detectada em 

todas as amostras de pacientes com OSCC e indivíduos saudáveis. As análises 

revelaram diminuição significativa nos níveis de expressão gênica no sangue dos 

pacientes quando comparado ao grupo controle (p = 0.026).  Os resultados 

obtidos para a expressão gênica relativa da ANXA1 em sangue periférico de 

pacientes x controles estão apresentados na Figura 2A. Os ensaios de PCR em 

tempo real revelaram que o nível de expressão relativa da anexina A1 é 1.5 vezes 

menor em pacientes com OSCC que em indivíduos saudáveis, com um odds ratio 

de 0.33 para o evento do câncer (p = 0.06).  O valor diagnóstico do teste foi 

avaliado pela análise da curva ROC que revelou o valor de AUC = 0.65 (95% IC; 

0.51 – 0.78, p = 0.05) (Fig. 2A). 
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Figura 2. Expressão da ANXA1 no sangue periférico como biomarcador para o 

carcinoma oral. (A) O diagrama box-plot mostra diminuição estatisticamente 

significativa da expressão gênica da ANXA1 em sangue periférico de pacientes 

com OSCC em relação a indivíduos saudáveis. (B, C and D) Diagramas box-plot 

das medianas para os níveis relativos de expressão do gene alvo nos subgrupos 

de acordo os parâmetros clínicos dos pacientes com carcinoma oral. A variação é 

mostrada como uma linha vertical e valores extremos foram excluídos. (A-D) 

Curvas ROC combinadas aos diagramas box-plot representativos da PCR 

quantitativa, indicando a eficiência do diagnóstico por meio de AUC e respectivos 

valores de p.  As linhas pontilhada e sólida ilustram a expressão da ANXA1 e o 

valor de referência, respectivamente.  

 

 

3.2. Expressão diferencial da anexina A1 de acordo com os parâmetros clínicos  

Dentre os pacientes com OSCC, a maioria apresentou lesões nas regiões 

intra-orais, principalmente na língua (n = 8), seguido por mucosa jugal (n=7). De 

forma geral, o carcinoma oral foi detectado em indivíduos do sexo masculino 

(n=14) e abaixo de 60 anos (n=14). Além disso, os hábitos de tabagismo (n=24) e 

etilismo (n=19) são características notáveis desses pacientes. Ademais, 

tratamentos com quimioterapia e radioterapia foram administrados na maior parte 

dos indivíduos com OSCC investigados. Os graus de diferenciação tumoral e 

estadiamento TN não apresentaram diferenças entre os pacientes.  

O perfil clínico e histopatológico dos pacientes com carcinoma oral e suas 

associações com a expressão gênica da ANXA1 encontram-se descritos na 

Tabela 1, e os achados estatisticamente relevantes na Fig. 2B-D. Análises 

comparativas detectaram significativa diminuição da expressão da anexina A1 no 

grupo de pacientes com lesões no interior da cavidade oral (língua, mucosa jugal, 

assoalho e palato) em relação àqueles que apresentavam tumores nos lábios 

superior e inferior (p = 0.043). A expressão dos transcritos relacionou-se também 

ao sexo, sendo que menores níveis foram encontrados em mulheres (p = 0.009). 

Além disso, pacientes acima de 60 anos de idade apresentaram diminuição na 

expressão da ANXA1 em relação aos indivíduos mais jovens (p = 0.04). 
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Foram também analisados os valores das áreas abaixo das curvas ROC ou 

índices de AUC para a expressão da ANXA1 em relação ao sítio anatômico das 

lesões (cavidade oral) e em pacientes mulheres e/ou mais idosas (acima de 60 

anos de idade), os quais foram significativamente diferentes dos AUCs 

encontrados para os indivíduos controles (Figuras 2B, C e D; p = 0.005, p = 0.05, 

p = 0.03, respectivamente, com 95% IC). 

Não houve diferença estatisticamente significativa entre os subgrupos de 

pacientes com OSCC em relação à recorrência, etilismo, tabagismo, 

estadiamento TNM, grau de diferenciação histopatológica ou terapias. Entre os 

pacientes controles, não foram observadas diferenças significativas em relação à 

idade e sexo.  

 

Tabela 1: Correlação entre os níveis de expressão da ANXA1 em sangue 

periférico e o perfil clínico e histopatológico dos pacientes com carcinoma oral de 

células escamosas.  

Classificação 

Número de 

Casos % 

Expressão Relativa do 

RNAm Valor de p 

Sítio Anatômico    

Lábio 26 2.09 ± 0.38 

0.02a Cavidade Oral 74 1.06 ± 0.11 

Idade    

Abaixo 60 52 1.33 ± 0.24 

0.04a Acima 60 48 1.05 ± 0.14 

Sexo    

Masculino 52 1.64 ± 0.27 

0.04a Feminino 48 1.10 ± 0.10 

Tabagismo    

Sim 89 1.26 ± 0.18 

0.29 Não 11 1.17 ± 0.17 

Etilismo    

Sim 70 1.28 ± 0.22 

0.17 Não 30 1.18 ± 0.13 
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Estadiamento T    

T1 29.6 1.189 ± 0.24 

0.51 

T2 26 1.755 ± 0.32 

T3 18.4 1.309 ± 0.26 

T4 26 1.426 ± 0.38 

N    

N0 78 1.332 ± 0.21 

0.44 N+ 22 1.339 ± 0.24 

Grau de 

Diferenciação     

Bem 48 1.395 ± 0.22 

0.46 

Moderadamente 

Pouco 

52 

0 

1.364 ± 0.23 

- 

Quimioterapia    

Sim 33 1.505 ± 0.52 

0.33 Não 67 1.32 ± 0.16 

Radioterapia    

Sim 37 1.636 ± 0.48 

0.20 Não 73 1.291 ± 0.17 

Recorrência    

Sim 37 0.89 ± 0.18 

0.10 Não 73 1.31 ± 0.18 

a valor de p significativo com um nível de probabilidade de 0.05. 

 

 

4. Discussão 

O aumento global na frequência e mortalidade do câncer bucal tem 

intensificado os esforços no sentido de atingir uma melhor prevenção e detecção 

precoce da doença. Portanto, observa-se extensiva busca por abordagens 

alternativas às biópsias e diagnósticos baseados em uma série de marcadores 

moleculares para detectar a presença de carcinoma oral.4 Pela primeira vez, a 

ANXA1 foi identificada no sangue periférico por PCR em tempo real e sugerida 

como um potencial biomarcador para diagnóstico. O presente estudo revelou a 
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ANXA1 como um novo transcrito biomarcador para a detecção precoce do câncer 

bucal no sangue periférico, abordagem muito diferente das utilizadas por outros 

investigadores. Estes têm apenas relatado a expressão protéica diferencial 

anexina A1 por imuno-histoquímica em tecidos de OSCC de acordo com a 

classificação histopatológica.2 

No nível de RNAm, os ensaios de PCR em tempo real revelaram menores 

níveis expressão da ANXA1 no sangue periférico de pacientes OSCC em 

qualquer estágio clínico (classificação histopatológica e sistema TN), quando 

comparado aos indivíduos controles sem histórico de câncer. Estudos anteriores 

indicaram que esta proteína está presente intracelularmente em uma variedade 

de tecidos, incluindo leucócitos do sangue periférico humano.9 A anexina A1 está 

presente em todos os subgrupos de leucócitos, exceto os linfócitos B, sendo que 

apresenta níveis máximos em monócitos e neutrófilos polimorfonucleares e 

mínimos em linfócitos,22 exercendo diversas e antagônicas funções imunes.23 De 

fato, é sabido que os principais tipos celulares no sangue periférico de pacientes 

com câncer são linfócitos, sendo assim, pode ser que os baixos níveis de RNAm 

da ANXA1 nas células cancerosas do sangue seja proporcional à quantidade de 

células T durante a vigilância imunológica tumoral. 

Um achado importante foi a regulação transcricional da ANXA1 dependente 

da localização anatômica, apresentando maior expressão no sangue periférico de 

pacientes portadores de lesões nos lábios, enquanto menores níveis de RNAm 

foram detectados naqueles pacientes com tumores na cavidade oral. Desta forma, 

sabe-se que tumores originados nos diversos locais na boca, como língua, 

assoalho da boca e mucosa jugal, têm características diferentes de 

desenvolvimento.17 De acordo com esses dados, um estudo recente revelou o 

envolvimento entre a superexpressão de anexina A1 e a disseminação do 

melanoma, o que pode explicar o perfil transcricional mais elevado desse 

marcador no sangue de pacientes com tumores de lábio.24 Pacientes com mais de 

60 anos de idade também apresentaram regulação substancialmente menor da 

ANXA1 e esta observação corrobora com os dados encontrados em trabalho 

epidemiológico que revelou uma pior sobrevida em pacientes idosos.25 Além 

disso, a menor expressão da ANXA1 em pacientes do sexo feminino pode estar 

envolvida não somente com as diferenças do gênero, mas também com aumento 
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da incidência de OSCC em mulheres.26 As análises das curvas ROC 

demonstraram o poder discriminativo do teste diagnóstico dos níveis de RNAm da 

anexina A1 no sangue periférico e estão de acordo com os dados clínicos, 

indicando que este gene pode estar envolvido na progressão do câncer em 

pacientes específicos com OSCC e representa um bom marcador para 

diagnosticar o câncer previamente em pessoas que apresentam essas 

características clínicas.  

O desenvolvimento do câncer oral, um subgrupo dos tumores de cabeça e 

pescoço, tem sido associado ao uso prolongado do tabaco e álcool,27 no entanto, 

nossos resultados não mostraram diferenças na expressão ANXA1 nas amostras 

de sangue periférico dos pacientes com OSCC que apresentavam os hábitos de 

fumar e beber. Este dado é consistente com uma investigação anterior, realizada 

em tecido tumoral em nível de RNAm e proteína.2 O pequeno tamanho da 

amostra total (N=27) foi fator limitante da nossa investigação. Assim, não foi 

possível gerar importantes dados adicionais a fim de verificar se os resultados 

obtidos por PCR em tempo real podem segregar características clínicas, tais 

como estadiamento TNM, grau de diferenciação histopatológica, tratamento e 

recorrência. 

Desta forma, embora o mecanismo exato ainda não esteja claro, os já 

descritos papéis pró-apoptótico28 e anti-proliferativo29 da ANXA1 sugerem que há 

uma via de regulação para a sua expressão em condições tumorais, 

especialmente em tecidos e fluidos corporais, que leva a uma diminuição crítica 

nos níveis de RNAm que estão associados ao fenótipo maligno. Propomos que a 

ANXA1 desempenhe uma importante função como um gene supressor de tumor. 

Por outro lado, um estudo demonstrou que a menor regulação de uma proteína 

homóloga à anexina A1 impede a fagocitose eficiente de determinadas células de 

Caenorhabditis elegans.30 Esses dados sugerem um sinal de "eat me" gerado 

pela anexina A1 em células tumorais, como mostrado anteriormente em 

neutrófilos,31 aliando a sua expressão diminuída à conhecida evasão imune 

descrita na biologia dos tumores. 

Biomarcadores em fluidos não-invasivos são a alternativa mais 

amplamente utilizada para as biópsias e têm recentemente emergido como testes 

diagnósticos inovadores e soluções avançadas biotecnológicas que ajudam a 
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melhorar os cuidados com o paciente. Comparado às biópsias de tecidos, o 

sangue é um fluido de fácil acesso e nossos resultados demonstraram que 

ANXA1 pode ser usada como um biomarcador sanguíneo não-invasivo para o 

carcinoma epidermóide oral. Portanto, investigar a presença ou ausência de 

qualquer RNAm marcador em sangue periférico, incluindo a ANXA1, já é 

reconhecido como uma poderosa ferramenta diagnóstica e de compreensão da 

biologia, devido à localização das moléculas de RNAm,32 que estão localizados 

nas células como transcritos que podem ser traduzidos ou não sob estímulos 

específicos. 

Outra área potencialmente interessante para futuras investigações pode 

ser examinar a expressão ANXA1 na saliva destes pacientes. O proteoma salivar 

pode ser explorado para a detecção precoce de cânceres humanos, predizendo a 

agressividade e as chances de recorrência do tumor, o que pode eventualmente 

levar ao desenvolvimento de simples ferramentas clínicas para a detecção 

precoce e acompanhamento de vários tipos de carcinomas, como o epidermóide 

bucal. Além disso, a saliva representa um fluido biológico facilmente acessível 

que pode ser repetidamente obtido para avaliação in vivo da eficácia e toxicidade 

de drogas anti-câncer.  

Acreditamos que novas descobertas e avanços tecnológicos em conjunto 

com a capacidade de diagnosticar uma doença por meio de uma seleção de 

biofluidos não-invasivos, como o sangue periférico, irá fomentar uma mudança 

revolucionária na medicina. O uso da ANXA1 como biomarcador para o OSCC 

abre uma nova perspectiva para o diagnóstico do câncer, demonstrando sua 

importante associação com características tumorais específicas e poderá tornar-

se de grande relevância quando adequadamente empregado para o diagnóstico 

diferencial. 
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“Não me dêem fórmulas certas, porque eu não espero acertar 
sempre. 

 
Não me mostrem o que esperam de mim, porque vou seguir meu 

coração! 
 

Não me façam ser o que não sou, não me convidem a ser igual, 
porque sinceramente sou diferente!” 

 
 

Clarice Lispector 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

