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Resumo: Os tumores primários são capazes de modificar um microambiente distante do 

seu sitio primário, para criar o que é conhecido como nicho pré-metastático (NPM). No 

entanto, os mecanismos moleculares que estão associados ao NPM e a progressão do 

câncer bucal permanecem desconhecidos. Dessa maneira, foi realizada uma análise de 

bioinformática para identificar os mecanismos moleculares envolvidos nessas interações, 

e foi identificada a ação de vários eventos bioquímicos e moleculares.  
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INTRODUÇÃO 

 

Stephen Paget sugeriu que as células 

neoplásicas circulantes no sangue seriam como uma 

“semente” metastática que possuem a capacidade de 

colonizar um “solo” microambiental de órgãos 

secundários ao tumor. No entanto, chegar a outro 

local no corpo não garante a formação de um tumor 

metastático, a colonização e proliferação bem 

sucedida de células mutadas depende da interação 

dessas células com o microambiente local. Estudos 

posteriores sugeriram que os tumores primários são 

capazes de modificar um microambiente distante da 

localidade do tumor primário antes da chegada de 

células mutadas metastáticas, para criar o que é 

conhecido como o nicho pré-metastático. (KAPLAN, 

et al. 2005).  

O nicho metastático corresponde a um 

microambiente que sustentam o crescimento dessas 

células neoplásicas disseminadas na circulação 

sanguínea e que estão colonizando outros órgãos. 

Desse modo, é importante citar alguns agentes que 

propiciam as relações entre as células neoplásicas e o 

microambiente que elas irão se estabelecer, entre elas 

estão: as células estromais, as células derivadas da 

medula óssea e citocinas, também são apontadas 

como um dos fatores importante para a formação do 

nicho pré-metastatico, o VEGF-A e PlGF.  

 

Entretanto as modificações moleculares que 

ocorrem no carcinoma epidermoide de boca para uma 

futura disseminação metastática e uma posterior 

colonização, mesmo antes da chegada das células 

mutadas em seu sítio secundários ainda são pouco 

debatidas, assim, com essa análise de bioinformática 

pretende-se localizar eventos bioquímicos e 

moleculares que estejam associados à essas 

modificações.   

. 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Coleta de dados GEO  

 

 O banco de dados Gene expression omnibus 

(GEO) [www.ncbi.nlm.nih.gov/geo] é uma das 

principais plataformas de armazenamento e 

distribuição de dados de expressão gênica gerados 

através da tecnologia de microarray disponível na 

web, público e gratuito. Foi a partir dessa plataforma 

que perfis de expressão gênica foram gerados, com 

referências GSE2280 para tecidos tumorais e 

GSE70604 para tecidos de linfonodos normais e 

foram gerados. O GEO2R 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/) é uma 

ferramenta web interativa que pode analisar qualquer 

série de dados gerada no GEO, ela também serve 

para comparar dois  perfis de expressão gênica para 

as mesmas células ou tecidos, como a condições de 

controle  e a experimental, onde a condição 

experimental pode ser uma doença, perturbação 

farmacológica ou perturbação genética 

(superexpressão, mutação, knockdown ou knockout). 

GEO2R foi aplicado para rastrear mRNAs 

diferencialmente expressos  entre tecidos que 



 

apresentavam caracteristicas de um nicho pré-

metastático e  amostras de tecidos normais. 

Análise de enriquecimento funcional e por via  

 

A partir das listas de genes obtidos, foi 

possível fazer uma análise Gene ontology (GO) de 

processos biológicos relevantes, tais como 

componentes celulares e funções moleculares, todo o 

procedimento foi realizado através do programa 

Protein Analysis Through Evolutionary Relationships 

(PANTHER, www.pantherdb.org) um banco de 

dados de famílias de proteínas, que indica suas 

funções e respectivas vias. Os genes identificados 

foram classificados de acordo com a sua função. 

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 

é um recurso de banco de dados integrado para 

interpretação biológica de sequências genômicas e 

outros dados moleculares. As análises do KEGG 

estavam disponíveis na plataforma Database for 

Annotation, Visualization and Integrated Discovery, 

DAVID (https://david.ncifcrf.gov/), que funciona 

como um armazenamento de dados que têm como 

objetivo central extrair informações biológicas 

significativas como as funções e vias de genes e 

proteínas. As análises KEGG foram realizadas 

usando a plataforma DAVID para identificar na 

análise bioinformática de genes diferencialmente 

expressos (DEGs). 

 

Identificação de metabólitos  associados a nicho 

pré-metastático 

 

 Para identificar os metabólitos em torno 

das alterações transcricionais significativas do nicho 

pré-metastatico, mudanças estatisticamente 

significativas nos perfis de expressão gênica GEO 

foram mapeadas no the Human Metabolic Reaction 

(HMR 2.0), através do algoritmo de metabólitos 

repórter implementado na BioMet Toolbox (v2.0)]. 

Os valores p que representam a significância dos 

metabólitos foram corrigidos pelo método de 

Benjamini-Hochberg e os metabólitos repórteres com 

um valor de p ajustado <0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. A sobre-representação 

de metabólitos repórter nas vias metabólicas foi 

determinada usando as anotações de percurso 

apresentadas pelo banco de dados Metabolites 

Biological Role (MBRole) (v2.0). 

 

Dados de RNA-seq e dados clínicos TCGA 

 

Para confirmar a primeira análise no 

GEO2R utilizamos o TCGAbiolinks em 

R/Bioconductor 

(http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/

TCGAbiolinks.html) (Colaprico et al., 2016) e o 

TCGAbiolinksGUI (Silva et al., 2016) para realizar o 

download de dados genômicos e clínicos de tecidos 

normais, tumorais e em metástase.  

 

Análise estatística.  

Para determinar se os genes eram 

estatisticamente significativos em nível de função 

foram utilizados os valores P <0,05 para corrigir a 

ocorrência de resultados falso-positivos indicar 

diferença significativa, e o valor de logFC ≥ 1 

definidos como critério de corte.  

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A fim de avaliar fatores imprescindíveis 

para o desenvolvimento e progressão do nicho pré- 

metastático de câncer de cabeça e pescoço, 

organizamos em grupos os dados moleculares 

obtidos no GEO (GSE2280) foram eles, tumor sem 

metástase e tumor com metástase, linfonodo normal, 

linfonodo com metástase.  

 Na análise Gene Ontology (GO), mais 

especificamente com a plataforma DAVID 

observamos e identificamos as funções dos DEGs 

envolvidos com a metástase do câncer de cabeça e 

pescoço para os linfonodos. Fatores aumentados e 

diminuídos expressos em tecidos com apenas o 

tumor, a plataforma gerou termos como “moléculas 

de adesão” para aumentados e “metabolismo de 

ácidos” (araquidônico, retinóico e linoleico) para 

diminuídos. Fatores expressos em tumores com 

metástase resultados designaram termos como 

“replicação”, “reparo do DNA”, como aumentados. 

Fatores aumentados e diminuídos expressos em 

tecidos linfonodais normais “ECM-receptor interação 

(Matriz extracelular)”, “adesão focal, ” “pathaways 

in cancer”, “adhesions junction” e diminuídas 

“respostas imunológicas”.  

Os dados obtidos nesse estudo estão de 

acordo com as pesquisas bibliograficas realizadas, a 

superexpressão da ECM (Matriz extracelular) esta 

sendo associada ao câncer e a disseminação 

metastatica em diversas pesquisas, favorecendo o 

surgimento de um microambiente tumorigênico. (LU, 

et al. 2012). A matriz extracelular refere-se a vários 

tipos de macromoléculas (proteoglicanos e 

glicosaminoglicanas), proteínas fibrosas (colágeno e 

elastina) e glicoproteínas adesivas (laminina, 

tenascina e fibronectina) que possui função 

estrutural. (PEREIRA, et al. 2005). Através da 

degradação da MEC por ação de enzimas 

proteolíticas denominadas metaloproteinases 

(MMPs), que podem ser produzidas tanto pelo 

estroma tumoral como pelas próprias células 

neoplásicas, as quais podem interferir no processo de 

adesão célula-célula, através da degradação da E-

caderina, assim as células malignas teriam um maior 

potencial invasivo (YVES et al. 2004). 

 Após o rompimento da MEC as suas 

proteínas atuariam como reguladores para a 

colonização de células mutadas, auxiliando no 

fornecimento de um microambiente ideal para a 

http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/TCGAbiolinks.html
http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/TCGAbiolinks.html


 

adesão e crescimento no nicho pré-metastático. 

Proteínas advindas da matriz extracelular como o 

colágeno IV e a fibronectina foram encontardas em 

um microambiente antes da chegada das celulas 

mutadas, ambas proteinas foram utilizadas para 

aumentar as células neoplasicas, promovendo uma 

colonização metastatica. Além disso, em tecidos 

normais a ECM atua como mecanotransdutor, 

traduzindo sinais celulares que determinam o 

comportamento celular (AGUADO et al. 2016).   

 

 Para uma colonização metastática bem 

sucedida, as células neoplásicas precisam 

desenvolver um perfil genético específico que 

aumente a formação de metástases, e modificar o 

microambiente local nos órgãos-alvo secundários, 

desse modo, as células mutadas secretam VEGF-A, 

TGFβ e TNFα que, em por sua vez, induzem a 

expressão das proteínas S100A8 e S100A9 para 

propiciar a formação do nicho pré-metastatico 

(RAFII et al. 2006). 

 

O complexo de adesão focal, irá consistir de 

proteínas integrinas, um multicomplexo de 

adaptadores e proteínas sinalizadoras, sendo 

interpretadas como um mecanossensor que irá 

realizar uma ligação entre o citoesqueleto de 

actomiosina com a matriz extracelular (ECM). 

Mudanças nas funções ou expressão das moléculas 

de adesão podem comprovar um desenvolvimento 

em relação ao tumor, afetando a sinalização celular. 

Por outro lado, as moléculas de sinalização podem 

afetar diretamente as mudanças da adesão, 

consequentemente, as interações célula-célula e 

célula-matriz. Muitos componentes da adesão focal 

sofrem alterações que transmitem resultados 

funcionais em reposta a força aplicada. ( SAWADA 

et al. 2006 ; DEL RIO et al. 2009 ; WANG et al. 

2011). 

 As proteínas MAPKs estão intimamente 

ligadas vias de transdução de sinal uma vez que são 

consideradas vias de sinalização, elas regulam 

múltiplas funções celulares, como a proliferação e 

diferenciação celular, juntamente com a produção de 

citocinas e apoptose. (DUMITRU, et al. 2011) no 

HNC (Câncer de cabeça e pescoço) a MAPKs irá 

induzir a fosforilação de CREB (um regulador crítico 

da célula em sua diferenciação, proliferação e 

sobrevivência no sistema nervoso) e da p27 via p38-

MAPK, fornecendo evidências de que o p38-MAPK 

é um ativador a montante de p 27 através da 

fosforilação em T198 e CREB na ativação de 

neutrófilos induzidas pela HNC demonstrando assim, 

um papel fundamental da p27 para a diferenciação de 

neutrófilos. (DUMITRU, et al. 2011). 

 

 Estudos revelaram que os neutrófilos 

representam  a principal população de células 

envolvidas na formação de nicho pré-metastático. 

Essas células são recrutadas por Bv8, MMP-9, 

S100A8 e S100A9 (HIRATSUKA et al. 2008) a via de 

quimiocina mais estudada no neutrófilo é o eixo 

CXCR4 / CXCL12 (JABLONSKA et al. 2010). Sitios 

pré-metastáticos como pulmões, ossos, fígado, 

cérebro e gânglios linfáticos apresentam  altos níveis 

de CXCL12, e consequentemente após a  inibição in 

vivo de CXCR4 / as interações com CXCL12 

reduziram significativamente a metástase de células 

neoplasicas da mama para o nódulo linfático e para 

os pulmões (MULLER et al. 2001). 

 Com relação a baixa expressão do 

metabolismo dos acidos ritinoicos araquidonico e 

linoleico estes estariam diminuidos devido ao fato de 

possuirem propriedades antineoplasicas. A ativação 

transcricional do receptor nuclear RAR pelo ácido 

retinóico (AR), é frequentemente a sinalização mais 

prejudicada durante a tumorigênese ( 

FAVORSKAYA et al. 2014). A proteína 2 de ligação 

ao ácido retinóico celular (CRABP2) pertence a uma 

família de pequenos citosólicos, são proteínas de 

ligação e portadores específicos de vitamina A, 

(YUAN, et al. 2013). sua formação acontece a partir 

da recombinação do AR para facilitar suas atividades 

transcricionais (SCHUG et al. 2008).  A CRABP2, é 

utilizada em varios estudos como biomarcador. sua 

presença é identificada em um grande número de 

carcinomas, como por exemplo, no câncer de próstata 

(OKUDUCU et al. 2005), nos tumores de cabeça e 

pescoço, retinoblastoma primário  e câncer de 

pulmão (CALMON et al. 2009). A CRABP2 é 

regulada negativamente em tecidos tumorais pois 

inibe notavelmente o crescimento celular, induz 

morte celular apoptótica e promove a transição do 

ponto de verificação G1 / S (YANG et al. 2016).  

Para confirmar os dados outra análise foi 

realizada, com o auxílio da plataforma 

TCGAbiolinksGUI, termos como “moléculas de 

adesão” e “metabolismos de ácidos” foram gerados 

indicando que em tecidos de tumor esses fatores 

estariam presentes, já com relação a tumor com 

metástase os resultados gerados foram “replicação do 

DNA” “reparo do DNA”.   

CONCLUSÃO 

Os dados obtidos através da análise de 

bioinformática estão de acordo com as bibliografias. 

Os fatores diminuídos em resposta a 

metástase/câncer normalmente são aqueles que 

possuem maior ligação com o sistema imunológico, 

sendo um dos principais afetados durante este 

processo, enquanto que os fatores aumentados são 

designados a desempenhar importantes papéis para a 

proliferação e estabelecimento das células 

neoplásicas em sítios distantes, dando início ao 

processo do nicho pré-metastático. Através desse 

estudo foi possível observar o importante papel de 

proteínas e lipídios, que sofreram alterações 

significativas, para o desenvolvimento do nicho pré-

metastático.  

http://jcb.rupress.org/content/196/4/395.full#ref-114
http://jcb.rupress.org/content/196/4/395.full#ref-114
http://jcb.rupress.org/content/196/4/395.full#ref-27
http://jcb.rupress.org/content/196/4/395.full#ref-127
http://jcb.rupress.org/content/196/4/395.full#ref-127
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