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1. Introdução 

As lesões potencialmente malignas, como as leucoplasias, podem levar ao desenvolvimento do câncer 

de boca1. O carcinoma escamoso celular (CEC) na boca acomete mais homens, acima dos 45 anos, tabagista 

e etilistas, enquanto a leucoplasia oral (LO) acomete mais após a quarta década de vida, sendo mais 

frequente em homens e seis vezes mais comum em fumantes2. Já a leucoplasia verrucosa proliferativa 

(LVP) é diagnosticada mais em pacientes do gênero feminino, acima de 70 anos, e não está associada ao 

tabagismo ou etilismo, porém apresenta altos índices de recorrência e malignização3. Por isso, é essencial 

compreender sua etipatogenia e desenvolver técnicas para diagnóstico precoce, objetivando intervir em 

estágios menos agressivos da doença e acompanhar sua evolução4. Verificar alterações nos níveis das 

proteínas comuns aos diferentes estágios dessas doenças e no câncer de boca podem auxiliar na 

compreensão do seu desenvolvimento. Essas proteínas podem vir a ser marcadores de progressão utilizados 

no diagnóstico precoce, ao indicar potencial de transformação maligna da lesão5. Além disso, os mesmos 

podem auxiliar a determinação do prognóstico e guiar para melhores estratégias de tratamento da doença 

que ainda são definidas principalmente a partir da classificação dada pelo TNM6. Inclusive, apesar dos 

esforços na busca de biomarcadores, a presença de metástase linfonodal (N) ainda é o principal marcador 

de prognóstico para o câncer de boca. Com isso, a identificação de assinaturas biológicas poderá 

complementar a decisão clínica. Para isso, é fundamental padronizar ensaios de rápida detecção, capazes 

de quantificar as moléculas com alta robustez, sensibilidade e acessíveis para a prática clínica7,8. Dentre as 

biópsias liquidas de fácil coleta e que tem demonstrado relevância clinica para outros tipos de doenças estão 

os fuidos lacrimais. 

Portanto, o objetivo geral desse estudo é utilizar os fluidos lacrimais de individuos saudáveis 

(Controle), pacientes com LVP, LO e CEC (com presença e ausência de metástase linfonodal, N0 e N+, 

respectivamente) e verificar por meio de ensaios de fase sólida modificado e imunoenzimático (ELISA) a 

abundância de onze marcadores previamente selecionados pelo grupo. Esses onze marcadores foram 

selecionados a partir de uma primeira fase de Descoberta realizada através de resultados obtidos da 

proteômica baseada em espectrometria de massas. Nesse estudo foram identificadas 904 proteínas a partir 

do fluido lacrimal, sendo que destes quarenta e três proteínas se demonstraram diferenciais entre as 

condições interrogadas (Controle, LO, LVP, N0 e N+, ANOVA p<0.05) e somente onze foram capazes 

também de ter sua abundância associada com importantes caracteristicas clínicas de prognóstico da doença, 

além de distinguir os grupos de interesse com curva ROC (Característica de Operação do Receptor) acima 

de 70%.  

 2. Justificativa e Estado da arte 

O diagnóstico diferencial entre algumas lesões benignas, malignas ou inflamatórias se baseia na junção 

de critérios clínicos e histológicos, porém, além do caráter subjetivo, o aparecimento de uma lesão clínica 

suspeita muitas vezes já ocorre em estágios intermediários ou avançados de algumas patologias orais, 

dificultando o tratamento. Atualmente, não há biomarcadores específicos para as lesões orais 

potencialmente malignas e malignas, sendo assim, a validação de biomarcadores para essas lesões através 
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dos fluidos lacrimais pode: i) ajudar a antecipar o diagnóstico,ii) torna-lo mais preciso e menos invasivo e 

assim melhorar o diagnóstico e prognóstico dos pacientes acometidos, iii)  averiguar as proteínas envolvidas 

na suscetibilidade individual à transformação maligna. Para isso, esse projeto visa aplicar a técnica de uso 

padrão em análises clínicas, denominada ELISA, para detecção de marcadores de transformação maligna e 

prognóstico identficados por proteômica em fluidos lacrimais9,10. Essa transalação de resultados obtidos a 

partir da proteômica por espectrometria de massas para ensaios que são usados na prática clínica em um 

coorte independente de pacientes faz parte do estado da arte na validação de biomarcadores11.  Além disso 

não há nenhum marcador de lágrima documentado para carcinoma de boca, apenas alguns trabalhos que 

indicam alterações na composição da lágrima na presença de câncer de mama12,13, o que torna a abordagem 

do estudo original  e sobretudo relevante considerando que o diagnóstico precoce tem sido visto pela equipe 

médica como a fase que requer maiores esforços e dedicação na busca por marcadores14,15. Para avaliar a 

viabilidade em desenvolver um ensaio que possa ser facilmente aplicado na prática clínica, analisaremos a 

capacidade de se transferir os resultados obtidos com a Proteômica para ensaios de ELISA e ensaios 

baseados em citometria de fluxo, como já visto em outros trabalhos.   

2. Objetivos 

Objetivo geral: Utilizar os fluidos lacrimais para verificar e quantificar a diferença na abundância de onze 

proteínas ligadas ao potencial de transformação maligna em CEC nos fluidos lacrimais de indivíduos 

saudáveis (n=20), pacientes com LVP (n=20), LO (n=20) e CEC (N0:n=10, N+, n=10).  

Objetivos específicos: 

‒ Padronizar ensaio de fase sólida com fluidos lacrimais para os onze alvos selecionados a partir de 

dados proteômicos obtidos na Fase de Descoberta; 

‒ Verificar a diferença na abundância relativa dos potenciais marcadores de transformação maligna 

em ensaios quantitativos e de uso padrão na prática clínica (ELISA).  

‒ Avaliar a presença desses alvos em outros tipos de biofluidos como é o caso da papa leucocitária 

(buffy coat) por citometria de fluxo. 

 

3. Metodologia 

Western Blot- A especificidade dos anticorpos utilizados nos ensaios de fase sólida será avaliada por 

western blot usando diferentes extratos totais provindo de linhagens celulares (células originadas de CEC 

e de  não CEC). Anticorpos que apresentarem marcação específica para a proteína alvo serão considerados 

adequados para serem utilizados nos próximos ensaios.  

Ensaio de fase sólida modificado para verificação de biomarcadores em fluidos lacrimais- Para 

amostras de pacientes usaremos 50 µL de fluido lacrimal diluído em  tampão de carbonato de sódio, pH 

9.6.  Em paralelo será feita a curva de calibração com a proteína alvo de interesse purificada e adquirida 

comercialmente ou produzida in house (eg. 0-2ng). Deixar a placa overnight a 4°C sob agitação lenta. Após 

período de incubação,  lavar os poços 3x com solução de PBST (PBS com 0,05% de Tween 20).  Em 
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seguida, fazer o bloqueio com  solução de leite em pó (5%) em PBS por 2h a temperatura ambiente e sob 

agitação. Após o período de incubação, lavar 3x com PBST.  Incubação do anticorpo primário, diluído 

1:300 em PBST com 2% de BSA e manter por 1h a temperatura ambiente e sob agitação. Após o período 

de incubação, lavar 3x com PBST.  Incubação com  anticorpo secundário dilúido 1:10.000 em 5% de leite 

em pó por 1h a temperatura ambiente e sob agitação. Após o período, lavar 3x com PBST. Revelar com  

tampão contendo ABTS em 0,1 M de ácido cítrico pH 4,35 e 0,03% de H2O2. Deixar a placa a temperatura 

ambiente e overnight. Após esse período, fazer leitura de absorbância em 405 nm de comprimento de onda.  

Esse experimento será realizado em triplicata técnica. 

Ensaio de ELISA para detecção de biomarcadores em fluidos lacrimais- Para isso somente os alvos 

que forem verificados com o ensaio de fase sólida modificado serão interrogados novamente pelo ensaio 

de ELISA em um coorte independemente e possivelmente maior. Esse experimento será realizado em 

duplicata técnica. 

Ensaio de citometria de fluxo-Para avaliar a presença desses alvos em células circulantes usando outro 

tipo de metodologia, será feita a marcação por citometria de fluxo utilizando papa leucocitária obtida desses 

mesmos pacientes de acordo com protocolos já padronizados na literatura16. 

Correlação clínica e curva ROC-A partir dos resultados das proteínas diferencialmente abundantes 

validadas por ELISA, será realizada a correlação com os dados clínico-patológicos dos pacientes, assim 

como uma análise da capacidade dessa assinatura distinguir os grupos de interesse através da curva de 

Característica de Operação do Receptor (curva ROC). 

4. Resultados esperados 

Ao final do projeto esperamos validar um painel de proteínas em fluidos lacrimais capaz de distinguir 

pacientes com leucoplasias oral, leucoplasias verrucosa proliferativa e carcinoma de células escamosas oral, 

que tenha associação com transformação maligna e/ou prognóstico da doença.  

5. Cronograma de execução da pesquisa 

Atividades 01 – 03 meses 04 – 06 meses  07 – 09 meses 10 – 12 meses 

Coleta de fluidos lacrimais  X X   

Otimização do ensaio de 

fase sólida para onze alvos 

em fluidos lacrimais 

X X X  

ELISA dos marcadores em 

fluidos lacrimais 

 X X  

Citometria de fluxo em 

papa leucocitária 

  X  
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Correlação clínica com 

dados clínicos e curva ROC 

para distinguir os grupos 

  X  

Escrita do relatório final e 

artigos científicos 

   X 
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