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RESUMO

Gleber-Netto FO. Estudo em larga escala de alteragdes transcricionais
relacionadas a ocorréncia de metastases no cancer oral. Sdo Paulo;
2015. [Tese de Doutorado-Fundagao Antonio Prudente]

O carcinoma epidermoide de boca (CEB) € uma neoplasia agressiva,
causadora de alta morbidade e mortalidade. Uma de suas caracteristicas
clinicas mais importantes € a disseminacao tumoral levando a uma doenca
metastatica nos linfonodos regionais. Entretanto, limitagdes relacionadas as
tecnologias diagnosticas atualmente disponiveis fazem com que a detecgcao
da metastase linfonodal ainda seja um grande desafio clinico. Assim,
melhorias na capacidade de predicdo de potencial metastatico e/ou na
detecgao precoce e precisa da doenca linfonodal possibilitariam determinar
quais pacientes, de fato, se beneficiariam da abordagem cirurgica cervical.
Ao mesmo tempo, preservaria os portadores de tumores menos agressivos
(n&o-metastaticos), reduzindo a morbidade e levando a maior sobrevida.
Neste estudo investigamos padrdes de expressdo génica tumoral
determinados a partir do sequenciamento em larga escala do transcriptoma,
comparando, por RNA-Seq, 10 CEB pequenos, mas ja metastaticos (T1N+),
com 10 CEB grandes, mas nao-metastaticos (T3/T4NO). Analises de
bioinformatica sugeriram 150 genes diferencialmente expressos (DE) com
potencial de separar os dois grupos de estudo. O valor preditivo destes
genes foi desafiado in silico com dados do The Cancer Genome Atlas
(TCGA), seguido de validacéo técnica nas mesmas amostras sequenciadas
e, finalmente, validagdo biolégica a partir de amostras independentes de
CEB. Nossos resultados indicaram o NR3C2 como um potencial
biomarcador de metastase nodal e sugerem que a regulagdo de canais
ibnicos pode ter um papel importante no processo metastatico do CEB.
Embora mais estudos sejam necessarios, nossos resultados indicam que no
futuro marcadores transcricionais poderdo ser usados no diagnodstico e
predicao da ocorréncia de doenca metastatica linfonodal em pacientes com
CEB, promovendo melhorias na abordagem terapéutica.



SUMMARY

Gleber-Netto FO. [Large scale study of transcriptional alterations related
to lymph node metastasis in OSCC]. Sdo Paulo; 2015. [Tese de
Doutorado-Fundacéo Antbnio Prudente]

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is an aggressive disease related to
high morbidity and mortality. Lymph node metastasis is one of the main
prognostic factors for OSCC patients, but no reliable diagnostic methods are
available to accurately diagnose metastatic disease. Improvements in
diagnosis of metastasis would enhance the indication of neck surgery for
lymph nodes resection, sparing patients with locally restricted disease. In this
study, we aimed to investigate if differences in the pattern of gene expression
would help to diagnose metastatic OSCC. For this, we sequenced the
transcriptome of 10 small (T1) metastatic and 10 large (T3-T4) non-
metastatic OSCC aiming to determine differentially expressed transcripts
(DET). Our results showed 150 DET with potential to separate metastatic and
non-metastatic OSCC cases. This set of 150 genes were challenged through
an in silico approach using data from The Cancer Genome Atlas (TCGA).
Validated genes were then confirmed by RT-gPCR using the same set of
sequenced samples followed by another confirmation in an independent set
of OSCC cases. The transcript NR3CZ2 was found as a putative biomarker for
lymph node metastasis. Pathway analysis indicated that transcriptional
alterations related to ion channels pathways may be involved in the biology of
metastasis in OSCC. Although our results are not definitive, it indicates that
transcriptional markers would be useful to diagnose or predict lymph node
metastatic disease in OSCC patients, potentially improving therapeutic

approaches.
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PREFACIO

Esta tese, apresentada ao Programa de Pdés-Graduagdo em Oncologia da
Fundacdo Antbnio Prudente, foi desenvolvida tanto no Laboratério de
Genbmica Meédica do Centro Internacional de Pesquisa A.C.Camargo
Cancer Center (ACCCC), como também na School of Dentistry, University of
California Los Angeles (UCLA) durante periodo de realizagdo estagio de
doutoramento sanduiche.

Inicialmente serdo abordados os resultados gerados no ACCCC entre o
periodo de agosto de 2011 - dezembro de 2013 e janeiro a agosto de 2015.
Esses dados referem-se ao objetivo central desta tese que é a determinacgéo
de marcadores moleculares para o diagnostico das metastases nodais em
carcinomas de células escamosas de boca.

Em seguida, serdo apresentados resultados referentes a um dos projetos
desenvolvidos no Center for Oral/Head & Neck Oncology Research sob
orientagdo do Dr. David Wong que dedica seus estudos ao desenvolvimento
de biomarcadores salivares para diagnostico de doengas humanas. Este
trabalho sera apresentado na forma de um artigo ja submetido a um
periodico. Tal trabalho objetiva a determinagdo de marcadores salivares para
diagnostico precoce do carcinoma epidermoide de boca.

Desta forma, serdo apresentados nesta tese dois trabalhos que possuem
como objetivo geral desenvolver biomarcadores de utilidade clinica para dois
dos principais problemas relacionados ao céncer de boca: o diagnostico

precoce e a disseminacao metastatica linfonodal.



1 INTRODUGAO

1.1 CARCINOMA EPIDERMOIDE DE BOCA

O carcinoma epidermdide de boca (CEB) é o tumor maligno mais
comum da regido de cabega e pescocgo. Esta neoplasia se desenvolve a
partir da transformagédo do epitélio de revestimento que recobre a mucosa
bucal, levando a proliferacdo dos ceratinécitos que rompem a lamina basal e
invadem as camadas teciduais subjacentes. O tumor se infiltra em padrdes
que variam de lencgdis, corddes e ilhotas de ceratindcitos que exibem variado
grau de atipia e podem invadir capilares sanguineos ou linfaticos, além de
permear estruturais neuronais. Tal padrdao de crescimento leva ao
envolvimento de multiplas estruturas teciduais e, frequentemente, culmina na
disseminacdo metastatica para os linfonodos cervicais. Por tais
caracteristicas, o tratamento desta lesdo €& agressivo, exigindo o
envolvimento de margens cirurgicas amplas e regimes de radioterapia
associados ou ndo a quimioterapia. Entretanto, mesmo empregando esta
terapéutica radical que causa significativa morbidade, as taxas de
recorréncia sao altas e a sobrevida desses pacientes ainda é baixa
(WUNSCH-FILHO 2002).

Deste modo, hoje existe uma grande necessidade de melhoria nos

indices de sucesso no tratamento dos pacientes com CEB, o que justifica a



busca de um maior conhecimento sobre as particularidades da biologia
deste tumor.

Neste trabalho buscamos avancar no conhecimento de aspectos
moleculares do CEB visando melhorar a indicacéo terapéutica e diminuir a
morbidade e mortalidade desses pacientes através do aperfeicoamento na
metodologia diagnostica das disseminagdes metastaticas para os linfonodos

cervicais.

1.2 EPIDEMIOLOGIA

O CEB representa cerca de 3% dos casos de cancer no mundo,
sendo o oitavo tumor mais comum entre os homens. Estimam-se mais de
100.000 mortes causadas pelo CEB por ano e a maioria desses casos
ocorre em paises em desenvolvimento. O Brasil apresenta uma das maiores
incidéncias deste tumor, principalmente devido ao aumento do etilismo e o
alto consumo de tabaco (WUNSCH-FILHO 2002; WARNAKULASURIYA
2009a; DE CAMARGO et al. 2010; JOHNSON et al. 2011).

De acordo com as estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA)
para 2014 cerca de 15290 novos casos de cancer de boca ocorreram no
Brasil, representando o quinto cancer mais incidente entre os homens
(excluindo carcinoma de pele ndo melanoma). No nosso pais, o estado de
Sao Paulo apresenta uma das maiores incidéncias, tanto entre os homens
quanto entre as mulheres, representando cerca de 29% de todos os novos

casos de CEB. Estimou-se que em 2014, 16,49 novos casos de CEB fossem



surgir a cada 100 mil homens e 4,74 novos casos a cada 100 mil mulheres

(Figura 1) (Ministério da Saude 2014).

Homens al —‘1 Mulheres )

10,38 -18,71 L | [ERURFE ‘J

8,07-10,37 3 3,22-413
3,89-8,06 ‘ N 2,09-321

0,98 - 3,88 0,94-2,08

Fonte: Ministério da Saude (2014)
Figura 1 - Estimativas de incidéncia de CEB a cada 100 mil habitantes por

estado da federacg&o para o ano de 2014 de acordo com o género.

O género masculino é o mais afetado por este tumor (JOHNSON et
al. 2011; SABA et al. 2011). PIRES et al. (2013) avaliaram 346 casos de
CEB atendidos na Universidade do Estado do Rio de Janeiro e observaram
qgue os homens representavam 67%, revelando uma relagdo de 2 homens
acometidos para cada mulher. Dados do INCA de 2014 indicam que o risco
estimado de desenvolvimento de CEB entre os homens é de 11,54 novos
casos a cada 100 mil individuos, enquanto que entre as mulheres este risco
é de 3,92 novos casos a cada 100 mil. Entretanto, WUNSCH-FILHO (2002)
ressalta que o consumo de tabaco entre mulheres brasileiras tem
aumentado mais do que entre os homens, e possiveis mudangas neste

cenario podem ocorrer no futuro. Neste sentido, WEIJERS et al. (2011),



avaliaram a incidéncia de casos CEB em uma instituicdo holandesa em dois
intervalos distintos de tempo (entre 1980 e 1984 e entre 2000 e 2004),
observando um aumento significativo da incidéncia de CEB entre mulheres
nos anos mais recentes, provavelmente em decorréncia da maior exposi¢cao
recente das mulheres a fatores de risco.

Os principais individuos afetados sao de meia idade e idosos,
principalmente apds a quinta década de vida (JOHNSON et al. 2011). Entre
brasileiros, foi relatado que a idade média ao diagnostico € em torno de 62
anos, semelhante ao observado em outras regides do mundo (SABA et al.
2011; WIEJERS et al. 2011; JOHNSON et al. 2011; PIRES et al. 2013).
Quando avalia-se os géneros, individualmente, observa-se que homens séo
acometidos mais precocemente (59 anos x 67 anos) (PIRES et al. 2013).
Essa tendéncia pode ser observada nos dados de incidéncia de CEB entre
os anos de 2000 e 2005 na cidade de S&o Paulo (INCA) (Figura 2). Mais
homens sdo diagnosticados entre a quinta e sétima décadas de vida,
enquanto as mulheres apresentam picos de incidéncia entre a sexta e a
oitava décadas de vida. Destaca-se que a incidéncia deste tumor entre a

oitava e nona décadas é maior entre o género feminino.
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Figura 2 - Incidéncia de CEB entre os anos de 2000 e 2005 na cidade de

Sao Paulo de acordo com o género e faixa etaria ao diagnostico.

1.3 CARACTERISTICAS CLINICAS

Considerando aspectos epidemiologicos, etiologicos e clinico-
patolégicos, os carcinomas epidermdides que afetam as estruturas que
compdem a cavidade oral sdo divididos em trés grupos, sendo eles:
carcinomas do vermelhao do labio, carcinomas da orofaringe e carcinoma de
boca (CEB) (NEVILLE e DAY 2002). A precisa separagao desses grupos de
tumores € de fundamental importancia pratica. Isto se deve ao fato de que a
etiologia, o comportamento biologico e a resposta a terapia variam
significativamente, mesmo entre tumores de mesmo aspecto histopatoldgico,
se compararmos lesdes situadas nesses trés diferentes sitios (LAMBERT et

al. 2011).



Os CEBs sao aqueles que envolvem as estruturas anatomicas da
lingua oral (excluindo a base de lingua), assoalho bucal, gengiva, palato
duro, mucosa alveolar, mucosas da bochecha e dos labios (regido nao
exposta ao sol) (NEVILLE e DAY 2002). De acordo com a Classificacdo
Internacional de Doencas - 10 (CID-10 Versao 2015) a codificagdo dos sitios
envolvidos pelo CEB é: C02 - Neoplasia maligna que afeta todas as faces da
lingua oral; CO3 - Neoplasia maligna que afeta todas as faces das gengivas;
C04 - Neoplasia maligna que afeta todas as faces do assoalho bucal; C0O5 -
Neoplasia maligna que afeta o palato duro; CO6 - Neoplasia maligna que
afeta a mucosa jugal, mucosa alveolar, regido retromolar e demais areas da

cavidade oral (Figura 3).
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Figura 3 - Estruturas anatdbmicas da cavidade bucal. Estruturas anatomicas

afetadas pelo CEB e suas respectivas codificagcbes de acordo com o CID-10. As areas em

cinza representam as estruturas anatémicas da orofaringe.



Neste trabalho iremos abordar exclusivamente os aspectos
relacionados aos tumores que afetam estas regides, ja que os mesmos
apresentam caracteristicas bioldgicas semelhantes.

O sitio mais acometido pelo CEB é a lingua e o assoalho de boca,
representando mais de 50% de todos os casos (BAGAN et al. 2010;
RIKARDSEN et al. 2014). Entre pacientes brasileiros, PIRES et al. (2013)
observaram que a borda da lingua (C02) foi o sitio mais afetado (37%)
seguido da mucosa alveolar e gengiva (20%) e assoalho da boca e ventre da
lingua (19%).

Em estagios iniciais o quadro clinico do CEB é bastante inespecifico,
podendo variar de pequenas ulceragdes indolores a diminutas areas
leucoplasicas ou eritroplasicas. O diagnostico neste estagio é dependente da
realizacdo de bidpsia para avaliagdo histopatologica. Ja em estagios
avangados, as caracteristicas clinicas do tumor tornam-se mais Obvias,
sendo comum observar ulcera¢des de bordas endurecidas com padrédo de
crescimento endofitico, ou massas tumorais exofiticas firmes a palpacao e
com limites imprecisos. A presengca de sangramento e dor sé&o
caracteristicas comuns a estas lesbdes. Parestesia, disfagia e dislalia sédo
caracteristicas frequentemente relatadas, especialmente em tumores que
envolvem a lingua. Ao exame extra-oral € comum observar tumoragdes
cervicais caracterizadas por linfonodos enfartados que, em muitos casos,

apresentam-se fixos a palpagdo (BAGAN et al. 2010).



1.4 ETIOLOGIA

A etiologia do CEB ainda ndo é completamente conhecida.
Entretanto, ha evidéncias de maior risco de desenvolvimento de CEB
relacionados a exposicdo a diversos fatores. Estes fatores ndo sao
necessariamente causais, mas sem duvida estdo associados de alguma
forma a doenca (DOBROSSY 2005). Nesta tese, denominarei estes fatores
como fatores de risco, e € importante ressaltar que muitos desses fatores de
risco apresentam algum grau de associagéo entre si, podendo representar
fatores de confuséo.

Considerando apenas os CEBs, que estéo restritos as localizagdes ja
descritas anteriormente neste texto (CID: C02, C03, C04, C05 e C06), os
principais fatores de risco na populagdo brasileira sdo o tabagismo e o
etilismo. Na maioria dos casos esses habitos estdo associados, e tém se
mostrado que o efeito sinérgico desses habitos aumenta significativamente o
risco de desenvolvimento do CEB (DOBROSSY 2005; RADOI e LUCE
2013).

O consumo de tabaco € o maior fator de risco independente
(JOHNSON et al. 2011). O tabaco possui inumeras moléculas
reconhecidamente carcinogénicas que estdo relacionadas ao estresse
oxidativo. Ocasionalmente essas moléculas podem causar danos ao DNA do
epitélio de revestimento da mucosa bucal e promover mutacbes. Estas
mutagdes podem se acumular e culminar na transformacdo maligna deste

epitélio. O risco de desenvolvimento de CEB aumenta de modo proporcional



com a frequéncia, quantidade e o tempo de consumo do tabaco. Entretanto,
o abandono do habito pode reduzir o risco de desenvolvimento do tumor,
podendo praticamente desaparecer apoés 20 anos de abandono do
tabagismo. A idade de inicio de consumo parece ser também importante, ja
que individuos que comegam a fumar mais jovens possuem um risco maior
de desenvolvimento do tumor que aqueles que iniciaram o habito em idades
avancadas. O uso de cigarros com ou sem filtro ndo altera o risco de
desenvolvimento do tumor. Um estudo brasileiro mostrou que o risco de
desenvolvimento de carcinoma epidermoide de lingua (sitio mais comum
entre fumantes) foi similar entre individuos que consumiam cigarro
industrializado (OR 16.3 1C95% 2,1-125,0) ou cigarro de palha (OR 16,9
IC95% 2,2-131,0) (FRANCO et al. 1989). Para consumidores de tabaco em
outras formulagdes, como charutos e cachimbo, o risco de carcinoma
epidermdide € maior para o palato mole, assoalho de boca, gengiva e o
restante da mucosa bucal do que para a lingua. A exposi¢éo involuntaria ao
tabaco (em casa e/ou trabalho), denominado de tabagismo passivo, n&o foi
relacionada ao aumento do risco de desenvolvimento para o CEB, embora o
seja para outros tumores (RADOI e LUCE 2013).

O risco atribuido exclusivamente ao etilismo no desenvolvimento de
CEB é baixo quando comparado ao tabagismo, representando em torno de
18% dos casos. Esse risco aumenta de acordo com a quantidade de alcool
ingerido por dia, frequéncia do consumo e o tempo de consumo durante a
vida (RADOI e LUCE 2013). Uma meta-analise demonstrou que o maior

consumo de alcool esteve relacionado a um risco relativo de
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desenvolvimento de CEB e de carcinoma epidermdide de faringe de 5.13 (IC
95% 4,31-6,10), enquanto que o consumo baixo ou moderado esteve
relacionado a um risco relativo de 1,13 (IC95% 1,00-1,26) e 1,83 (1C95%
1,62-2,07), respectivamente. E importante ressaltar que o risco relativo para
desenvolvimento de CEB e CEF entre consumidores de grandes
quantidades de alcool foi maior do que para tumores de qualquer outra
regido do corpo (BAGNARDI et al. 2015).

O efeito carcinogénico do alcool parece estar relacionado ao
acetaldeido. Este € um dos produtos da metabolizacdo do alcool no
organismo humano e possui agdo mutagénica sobre o DNA. O alcool
também pode favorecer a atividade carcinogénica de outras moléculas a
partir da degradacdo das membranas celulares fosfolipidicas. Essa
degradagdo pode aumentar a permeabilidade tecidual aos agentes
carcinogénicos do tabaco, e, além disso, pode catalisar a agdo de tais
moléculas. Outro aspecto importante € que o etilismo crénico esta
relacionado a deficiéncias nutricionais e danos ao sistema de metabolizagao
hepaticos diminuindo a efetividade deste 6rgdo em eliminar moléculas com
potencial agdo carcinogénica (JOHNSON et al. 2011), além de influenciar
significativamente na composi¢cdo da microbiota da cavidade oral (THOMAS
et al. 2014).

O abandono do consumo do alcool parece diminuir o risco de
desenvolvimento do CEB, sendo que o risco diminui progressivamente com
o tempo de abandono do habito. Os sitios que parecem ser mais sensiveis

aos efeitos carcinogénicos do etilismo s&o o assoalho de boca e a regido do
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trigono retromolar. Embora muitos estudos tenham discutido que tipo de
bebidas alcodlicas estariam associadas a um maior risco para o0
desenvolvimento do CEB, os resultados parecem estar mais relacionados a
regionalismos, e a quantidade de alcool consumida parece ter um papel
muito mais importante do que o tipo de bebida ingerida (RADOI e LUCE
2013).

Entretanto, ainda € motivo de discussdo na literatura o papel do
etilismo em ndo fumantes como fator etiologico importante, especialmente
para tumores cavidade oral. De qualquer forma, o etilismo em ndo fumantes
parece estar relacionado a um risco de desenvolvimento de CEB
significativamente menor do que em tabagistas (RADOI e LUCE 2013).

Deficiéncias alimentares também parecem ter um papel importante na
modulagado do risco de desenvolvimento de CEB. Uma dieta pobre em frutas
e vegetais parece ser um fator de risco para desenvolvimento de tumores da
cavidade oral, especialmente quando compara-se ao risco de
desenvolvimento de tumores da orofaringe, hipofaringe e laringe em
individuos mal nutridos (JOHNSON et al. 2011; RADOI e LUCE 2013). Um
habito alimentar importante, especialmente na regido sul do Brasil, € o
consumo de bebida quente preparada a partir da erva-mate (llex
paraguariensis), na forma de “chimarrao”. Foi observado que o consumo
desta bebida pode aumentar o risco de desenvolvimento de CEB em 2,11
vezes (IC95% 1,39-3,19) (WARNAKULASURIYA 2009b; RADOI e LUCE

2013). Consequéncia de uma alimentagdo inadequada, o baixo indice de
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massa corporal também parece ser um fator de risco para o
desenvolvimento de CEB (RADOI e LUCE 2013).

Higiene oral deficiente e saude oral ruim estdo associadas a um maior
risco de desenvolvimento de CEB. HOMANN et al. (2001) sugerem que o
aumento da placa bacteriana na cavidade oral possui um papel sinérgico
com o consumo excessivo de alcool no aumento do risco de
desenvolvimento do CEB. Foi observado que a producéo de acetaldeido em
individuos etilistas com pior higiene oral foi significativamente maior do que
em individuos com melhores habitos de higiene. Esse risco também parece
aumentar em usuarios de proteses dentarias mal ajustadas relacionadas a
lesbes traumaticas orais, especialmente para carcinoma epidermdide da
lingua (OR 3,2 IC95% 1,4-7,6) (RADOI e LUCE 2013). Sugere-se que essa
relagao se deva a irritacdo cronica causada pela protese que pode diminuir a
protecdo da barreira mucosa contra carcinégenos, agindo como um cofator,
especificamente naqueles individuos com alta exposigcédo a outros fatores de
risco como o tabagismo (WARNAKULASURIYA 2009b). Relata-se também
um maior risco de desenvolvimento de CEB entre individuos com doencga
periodontal (RADOI e LUCE 2013). Entretanto, o tabagismo é um dos
principais agentes etiolodgicos para as duas patologias. Além disso, o risco
de desenvolvimento de CEB em pacientes com doencga periodontal € maior
entre tabagistas do que entre ndo tabagistas, indicando um provavel fator de
confusdo nesta associagéao.

A condicdo socioecondmica tém sido muito discutida como um

importante fator de risco de desenvolvimento de CEB, sendo este maior
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entre categorias profissionais desfavorecidas e com menor nivel de
educacdo (RADOI e LUCE 2013). Entretanto, o desfavorecimento
econdmico também pode estar diretamente relacionado a outros fatores de
risco, como alimentagdo deficiente, habitos de higiene precarios, tabagismo
e etilismo.

Condi¢des de imunossupressao congénitas ou adquiridas como as
observadas em pacientes transplantados e pacientes portadores da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) também agregam maior risco
de desenvolvimento de CEB (RADOI e LUCE 2013). Outras condigdes
patolégicas como o liquen plano bucal erosivo e anemia por deficiéncia de
ferro levando ao desenvolvimento da sindrome de Plummer-Vinson também
s&o considerados fatores de risco para o surgimento do CEB (NEVILLE e
DAY 2002).

Em culturas orientais, principalmente no sudeste asiatico, o consumo
de masca de betel é importante agente etiolégico para desenvolvimento do
CEB (JOHNSON et al. 2011). Entretanto, este ndo parece ser um fator
etioloégico importante na nossa comunidade.

O papel da infecgdo pelo papiloma virus humano (HPV) no
desenvolvimento de carcinomas epidermdides estda bem estabelecido para
tumores da orofaringe, o que compreende as tonsilas palatinas, seus arcos,
palato mole e base da lingua (RAMPIAS et al. 2009). Entretanto, para os
demais sitios da cavidade oral, ainda ndo € claro se o HPV possui algum

papel na patogénese tumoral (HUBBERS e AKGUL 2015).
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O HPV é um virus de DNA que possui tropismo por ceratindcitos.
Existem diversos tipos de HPV, sendo que alguns possuem maior potencial
de inducdo de transformacdo maligna do epitélio que outros. Estes séo
denominados de HPVs de alto risco, sendo que os principais membros
desse grupo sdo os HPVs 16 e 18. A simples detecgédo de particulas virais
de HPV néao indica que esteja ocorrendo um processo de transformagao
maligna do epitélio. A tradugado das proteinas E6 e E7 virais sdo essenciais
para a efetivagdo deste processo (BOCCARDO 2010; TOMMASINO 2014).
Essas proteinas sdo capazes de inibir importantes genes supressores de
tumor no hospedeiro, como a pRb e a p53. A inibicdo destas proteinas
acarreta na alteracdo do controle do ciclo celular, inibicdo da apoptose e
instabilidade genética, podendo culminar no desenvolvimento de uma
neoplasia epitelial maligna. A ligagao da proteina viral E7 a proteina pRb do
hospedeiro leva a indugdo da transcricdo da proteina p16, que torna-se
altamente expressa no epitélio do hospedeiro com infec¢ao ativa por HPV de
alto risco (RAMPIAS et al. 2009; LEEMANS et al. 2011). Dessa forma, o
aumento da expressao de p16 associado as outras alteragcdes moleculares
descritas anteriormente, sao considerados importantes marcadores de
infecgéo ativa por HPV (HUBBERS e AKGUL 2015). No CEB, a detecgéo do
DNA viral varia bastante, sendo mais comum no assoalho de boca e lingua.
A prevaléncia do DNA viral em pacientes com CEB é maior do que na
populagcdo em geral, mas significativamente menor do que em casos de
carcinoma da orofaringe. Entretanto, apesar da detecgdo do DNA viral, nem

sempre € possivel estabelecer uma relagdo entre a infecgdo e o tumor, ja
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que a expressao das proteinas E6/E7 em casos CEB é usualmente baixa, e
este é o principal marcador de atividade viral no tecido do hospedeiro. Além
disso, muitos desses casos nao apresentavam aumento da expressao da
proteina p16 (LINGEN et al. 2013; REUSCHENBACH et al. 2013). Dessa
forma, ainda nao é possivel estabelecer se a infecgao por HPV de alto risco
em casos de CEB possui papel importante na etiologia deste grupo de

tumores (HUBBERS e AKGUL 2015).

1.5 PATOGENESE E PROGRESSAO

Como ja mencionado, o surgimento do CEB se da a partir da
transformagdo maligna dos ceratindcitos de revestimento da mucosa bucal,
e evidéncias indicam que o acumulo de alteragdes genéticas seja
responsavel pela evolugao gradual das células epiteliais normais em células
neoplasicas. Este modelo é conhecido como carcinogénese em multiplos
passos, sendo 0 mais aceito para a compreensédo da patogénese do CEB
(Figura 4).

SLAUGHTER et al. em 1953 observaram, através de analise
histopatoldgica, que casos de carcinoma epidermdide de cabecga e pescogo
(CECP) usualmente exibiam, no epitélio adjacente ao tumor, variados graus
de atipia celular. Entretanto, clinicamente o epitélio mostrava-se sem
alteracbes que pudessem ser relacionadas ao quadro microscoépico. Esses
autores relacionaram as frequentes alteragdes microscépicas no epitélio

normal a grande frequéncia de tumores multiplos em pacientes com historico



16

de tumores primarios de cabecga e pescoco. Dessa forma, propuseram uma
teoria de que pacientes com CECP apresentavam uma mucosa
comprometida e altamente susceptivel a formacao neoplasias malignas.

A teoria de que a mucosa oral podia esconder alteragdes que
aumentavam o risco de desenvolvimento neoplasico foi confirmada por
CALIFANO et al. (1996). Foi verificado que o acumulo de alteragdes
genéticas no epitélio poderia acarretar em alteragbes clinicas e
histopatolégicas na mucosa bucal que, ocasionalmente, culminariam no
desenvolvimento de uma neoplasia maligna. De acordo com este trabalho, a
quantidade de mutagbes observadas, muitas vezes, se correlacionava ao
grau de alteragdes morfologicas verificadas microscopicamente, e que para
o tumor se desenvolver, um numero significativo de alteragbes no DNA
deveria ocorrer. Dessa forma, concluiu-se que quanto maior o numero de
mutagdes acumuladas por uma célula, maior a probabilidade desta célula
gerar uma neoplasia.

Entretanto, as mutagdes no epitélio também podem ocorrer na
auséncia de manifestacdes clinicas, como demonstrado por TABOR et al.
(2001). Esses autores verificaram que alteragcbes genéticas estavam
presentes no epitélio das margens cirurgicas de pacientes com CECP
mesmo na auséncia de sinais clinicos ou evidéncias microscopicas de atipia
celular. Isso mostrou que, em grande parte dos casos, uma mucosa
geneticamente alterada permanece nos pacientes com CECP, o que
justificaria a alta taxa de recidivas observadas nesses pacientes. Essa

mucosa com maior susceptibilidade a transformagdo maligna devido ao
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acumulo de mutag¢des no DNA foi denominada de campo de cancerizagao
(BRAAKHUIS et al. 2003).

Acredita-se que o campo de cancerizagdao se forme a partir do
seguinte fluxo: inicialmente ocorre uma ou mais mutagdes em células tronco
epiteliais do epitélio normal. Ao se proliferar, esta célula levara a formagéao
de uma populacdo clones mutados. A partir da dindmica de crescimento
fisiologico do epitélio, um campo de células mutadas se disseminaria
lateralmente através da superficie mucosa. A ocorréncia de novos eventos
mutacionais poderia culminar tanto na formacao de lesdes pré-neoplasicas
quanto no proprio desenvolvimento da neoplasia maligna. Estes eventos
poderiam ocorrer em células tronco epiteliais de diferentes regides da
mucosa, levando a ocorréncia de formagao de dois ou mais campos de
cancerizagdo em um mesmo individuo (BRAAKHUIS et al. 2005a e b;
LEEMANS et al. 2011). Assim, podemos refinar o conceito de campo de
cancerizagdo considerando como um grupo de células com alteragdes
geneéticas, que ndo apresentam um crescimento invasivo, mas que sob efeito
de novos eventos mutacionais podem formar uma neoplasia maligna
(BRAAKHUIS et al. 2005b).

A partir desses achados estabeleceu-se as seguintes conclusdes: o
cancer bucal pode se desenvolver em multiplas areas que sofreram
alteragbes pré-neoplasicas (campos de cancerizagdo); tumores séao
comumente circundados por epitélio atipico, o CEB muitas vezes ¢é

constituido por multiplas lesées independentes que coalescem; e a
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persisténcia de epitélio atipico apds a cirurgia de remogao do tumor primario
pode explicar o surgimento de tumores multiplos (BRAAKHUIS et al. 2005b).

Essas descobertas foram essenciais para a compreensdo nao so do
desenvolvimento do CEB, como também no entendimento do surgimento de
lesGes que acometem a mucosa bucal e estdo diretamente relacionadas a
carcinogénese bucal. Sugere-se que, em sua maioria, os casos de CEB sao
precedidos por condi¢gdes assintomaticas que podem ou n&o exibir sinais
clinicos. Alteragbes que se apresentam clinicamente visiveis séo
denominadas de desordens potencialmente malignas (DPM) (previamente
chamadas de lesbes pré-neoplasicas) e apresentam um maior risco de
desenvolvimento do CEB do que a mucosa normal (DIONNE et al. 2015).

S&o consideradas DPMs as seguinte afec¢des bucais: a leucoplasia e
eritroplasia, a ceratose palatina por fumo invertido, o liquen plano oral, a
fibrose submucosa, o lupus eritematoso discoide, a disceratose congénita e
a epidermdlise bolhosa (NAPIER e SPEIGHT 2008).

As DPMs de maior significado clinico sdo a leucoplasia e a
eritroplasia, principalmente pela alta prevaléncia e pela maior taxa de
transformagdo maligna quando comparadas as demais. Embora o
conhecimento sobre as DPMs seja limitado, sabe-se que o desenvolvimento
da leucoplasia e da eritroplasia pode estar diretamente relacionado aos
mesmos fatores de risco relacionados ao desenvolvimento do CEB (NAPIER
e SPEIGHT 2008).

A leucoplasia é caracterizada por placas esbranquigadas que ocorrem

na mucosa oral e que histopatologicamente pode revelar hiperqueratose,
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hiperplasia e variado grau de displasia arquitetural e celular. Ja a
eritroplasia, possui diversas semelhangas com a leucoplasia, embora se
caracterize por uma lesdo atréfica eritematosa que ao exame
histopatoldgico, além de poder exibir variados graus de displasia epitelial,
revela também atrofia dos estratos celulares epiteliais. Em alguns casos, s&o
observadas lesbes com caracteristicas leucoplasicas e eritroplasicas, sendo
entdo denominadas de eritroleucoplasias. Apesar dessas caracteristicas, o
diagnostico dessas condigbes € de exclusdo, ou seja, é realizado apos
eliminagdo de qualquer outra possibilidade diagndstica, ja que n&o ha sinais
patognomonicos destas entidades (DIONNE et al. 2015).

Embora o maior risco relacionado a leucoplasia e a eritroplasia seja o
desenvolvimento do CEB, nem todas essas alteragdes progridem para
transformagado maligna. Além da progressao neoplasica, essas alteragbes
podem persistir inalteradas durante toda a vida do paciente, podem progredir
em extensdo, ou mesmo, podem reduzir de tamanho e até mesmo
desaparecer (NAPIER e SPEIGHT 2008).

A descricdo da taxa de transformacdo maligna dessas das DPMs
varia significativamente na literatura. Em estudos realizados em paises em
desenvolvimento, a porcentagem de DPMs que se transformam em tumores
malignos varia de 0,13% a 2,2% por ano. Entretanto, ao considerar trabalhos
realizados em paises desenvolvidos esses numeros saltam de 1,1% a 17,5%
(NAPIER e SPEIGHT 2008). Apesar da baixa porcentagem de
transformagao maligna, as DPMs representam o principal sinal de risco para

o desenvolvimento do cancer de boca.
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A determinagao de quais lesdes irdo progredir para o fendétipo maligno
ainda nao é possivel. Entretanto, algumas caracteristicas sao indicativas de
maior propensdo de malignizagdo. Sabe-se que ha maior chance de
transformagdo maligna dentro de 5 anos apds o diagnostico, observando
uma tendéncia de queda no risco apos este periodo. Embora a maioria das
leucoplasias afetarem a mucosa jugal, aquelas que surgem no assoalho da
boca e na borda da lingua s&o as de maior risco para desenvolvimento
neoplasico. Lesbées ndo homogéneas com areas nodulares ou verrucosas,
exibindo uma mistura de padrdes leucoplasicos e eritroplasicos
(eritroleucoplasia) sdo de alto risco. Essas caracteristicas clinicas
associadas a um crescimento progressivo caracterizam a leucoplasia
verrucosa proliferativa, entidade nosolégica que agrega a maior taxa de
desenvolvimento do CEB (60% a 100% dos casos). O diagnostico da
leucoplasia em pacientes que nao apresentam exposi¢cao a fatores de risco,
como o tabagismo, também representam um sinal de alerta para progressao
neoplasica. Esta condicdo denominada de leucoplasia idiopatica
principalmente no género feminino, apresenta maior conversdo tumoral do
que leucoplasias que ocorrem em individuos tabagistas (NAPIER e
SPEIGHT 2008). Caracteristicas histopatolégicas, como por exemplo o grau
de envolvimento epitelial por displasia celular, tém sido sugeridas como
relevantes na predigcdo do surgimento do CEB. Entretanto, essas medidas
s&o altamente subjetivas e com potencial progndstico ainda incerto (DIONNE

et al. 2015).
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O surgimento do CEB a partir das modificagdes genéticas graduais e
cumulativas no epitélio, levando ou n&do a formagdo de lesbes visiveis
clinicamente (DPM), é precedido por um estagio denominado de carcinoma
in situ. Nesta etapa da transformagao tecidual, observa-se alteragdes
arquiteturais e pronunciada atipia celular em todos os estratos celulares
viaveis do epitélio de revestimento, compativeis com os aspectos
morfolégicos de uma neoplasia epitelial maligna. Entretanto, esta lesdo n&o
apresenta invasdo da lamina basal, sendo assim restrita ao componente
epitelial (WARNAKULASURIYA et al. 2008).

A transformacg&o de uma leséo in situ para uma lesdo invasiva se da a
partir da aquisigdo de fenotipos relacionados a degradagdo da membrana
basal, permitindo a invaséo epitelial na lamina prépria da mucosa bucal. O
processo inicial de invasao se caracteriza por mudangas na interagao
molecular célula-célula e célula-matriz extracelular, degradagéo proteolitica
do tecido circunjacente e aumento da motilidade permitindo um
deslocamento espacial da célula tumoral pelo tecido (STEEG 2006). Uma
vez que as células neoplasicas invadam o tecido conjuntivo, diversos
padrées de crescimento poderdo ser estabelecidos, assim como grande
variagao no padrao de diferenciacdo das celular pode ser observado. O CEB
pode estabelecer padrdes de crescimento em grandes blocos celulares que
usualmente conservam caracteristicas fenotipicas de células epiteliais
diferenciadas. Nesses casos observa-se intensa ceratinizagdo no interior da
massa tumoral (pérolas de ceratina) associada a manutengcdo das

caracteristicas morfolégicas do epitélio de revestimento. Esses tumores séo
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classificados como bem diferenciados, e assim considerados de menor
agressividade. Entretanto, em muitos casos, observa-se uma significativa
perda de diferenciacéo epitelial, intenso pleomorfismo celular e alto grau de
atipia celular e nuclear. Esses tumores pouco diferenciados, podem exibir
um padrao de crescimento mais invasivo, caracterizado por pequenos
grupos celulares que invadem profundamente o tecido em corddes de
células pouco coesas (NEVILLE et al. 2009).

Uma caracteristica dos tumores epiteliais é que o grau de
diferenciagdo celular estd comumente relacionada a caracteristicas
biolégicas da doenca. Tanto €& que, para a maioria dos tumores,
modificagdes morfoldgicas relacionadas a perda de diferenciagao epitelial
sdo consideradas na gradacgao histopatoldgica, indicando a possibilidade de
um comportamento mais agressivo (HANAHAN e WEINBERG 2011). As
alteracbes moleculares relacionadas a perda de diferenciacdo nao sé
modificam a morfologia celular, como também influenciam nas interagdes
destas células com a matriz extracelular (MEC). Além de um padréao
morfologico mais fusiforme, observa-se a perda de juncgdes aderentes,
expressédo de proteinas que degradam a MEC, aumento de motilidade e
resisténcia a apoptose em tumores agressivos. Essas modificagdes
caracterizam o fendmeno transicdo epitélio-mesénquima (TEM) e estédo
comumente associadas ao maior grau de infiltracdo tecidual e a ocorréncia
de metastase. Em tumores que passam pela TEM observa-se um aumento
da expressédo de proteinas envolvidas no processo de migragédo celular,

comumente aumentadas no processo inflamatério ou durante a
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embriogénese (HANAHAN e WEINBERG 2011). Essas alteragcdes s&o o
estopim para o desenvolvimento de multiplas mudangas sequenciais e
dramaticas que poderdo culminar no ultimo passo de desenvolvimento do
CEB que é a geracédo da metastase tumoral.

Resumidamente, os passos envolvidos no processo de
metastatizacdo sao constituidos por desenvolvimento da capacidade de
invasdo local ao tecido adjacente, intravasamento para os capilares
sanguineos ou linfaticos, capacidade de sobreviver ao estresse fisico do
ambiente circulatorio, evadir a agdo de células dos sistema imune,
extravasamento através da parede endotelial para um novo sitio e indugéo
de formacdo de um ambiente tecidual adequado para o sucesso do nicho

metastatico (STEEG 2006).
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Epitélio normal Hiperplasia Displasia epitelial Carcinoma in situ Carcinoma invasivo

(Desordens potencialmente
malignas)

ACUMULO DE EVENTOS MUTACIONAIS -
Invasdo a lamina
propria

Invasdo aos capilares
linfaticos

Estabelecimento do foco
metastitico no linfonodo

Fonte: Adaptado de DIONNE et al. (2015)

Figura 4 - Fluxo de surgimento e progressao do CEB. O acumulo de mutagdes
genéticas forma, gradativamente, um epitélio cada vez mais susceptivel ao desenvolvimento
de lesbes com potencial de transformagdo neoplasica. Sob efeito de novos eventos

mutacionais, esse epitélio pode sofrer transformagdo maligna, que se caracteriza pela

invasdo a lamina prépria da mucosa bucal. Novas mutagbes no genoma de células
neoplasicas podem culminar no surgimento de um ou de multiplos clones com fendétipo
metastatico, caracterizado pela capacidade de invasao ao leito capilar que sustenta o tumor,
sobrevivéncia no ambiente vascular, capacidade de extravasar e se estabelecer no

linfonodo cervical.

1.6 PROGNOSTICO

O CEB é -caracterizado por alta morbidade e mortalidade em
decorréncia do seu padrao agressivo de crescimento e sua capacidade de
gerar metastases. Essas caracteristicas levam a ocorréncia de altos indices
de recidivas locais ou loco-regionais, que representam os principais fatores

relacionados as baixas taxas de sobrevida nesses pacientes. Os carcinomas
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epidermdides que afetam a cavidade oral sdo especialmente agressivos e
com pior prognoéstico quando comparados aos tumores dos demais sitios da
cabega e pescoco (LEEMANS et al. 1994; WUNSCH-FILHO 2002;
PATEROMICHELAKIS et al. 2005; KADEMANI 2007; OW e MYERS 2011).
Apesar da sua agressividade, dados do Surveillance, Epidemiology
and End Results Proram (SEER) do National Institute of Health (NIH) dos
Estados Unidos, mostram que a sobrevida em pacientes com CEB
aumentou nos ultimos anos, principalmente em pacientes com tumores da
lingua oral (CID-C02) (39,7% em 1975 e 64,8% em 2004) e demais sitios da
cavidade oral (CID-C06) (51,8% em 1975 e 61,5% em 2004) (Figura 5).
Essa tendéncia também foi observada em um estudo holandés
(BRAAKHUIS et al. 2014), onde a sobrevida em 5 anos de pacientes com
CEB entre 1989 - 1994 subiu de 56% para 62% em 2007, assim como em
um outro estudo europeu (KARIM-KOS et al. 2008). De acordo com SHAH e
GIL (2009), fatores como o diagndstico precoce, melhor conhecimento das
caracteristicas do tumor e do paciente que podem influenciar na decisédo
terapéutica, tratamento adequado das disseminag¢des tumorais para os
linfonodos cervicais e implementacdo da radioterapia adjuvante e/ou
quimioterapia associada a radioterapia, sdo os principais responsaveis por
essa melhora. No entanto, a sobrevida no Brasil ainda € pobre, decorrente
principalmente do atraso no diagndstico ja que os pacientes sdo usualmente
diagnosticados com tumores avangados (WUNSCH-FILHO 2002; OLIVEIRA

et al. 20006).
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Figura 5 - Dados de sobrevida relativa em 5 anos obtidos do SEER-NIH no

periodo entre 1975 e 2007 para CEB de lingua, assoalho bucal e outros

sitios da mucosa oral. Observa-se um pequeno incremento na sobrevida de pacientes
com tumores de lingua e outros sitios da mucosa oral. J& tumores do assoalho bucal n&o

exibem a mesma tendéncia.

A determinacéo do prognéstico de pacientes com CEB é feita a partir
de observagdes relacionadas ao tumor e ao proprio paciente. Os principais
fatores de risco relacionados a mortalidade s&o associados ao tumor, como
o0 seu tamanho, sua localizagdo e seu padrdo de disseminacéo local e a
distancia (SHAH e GIL 2009; BELCHER et al. 2014; MONTERO et al. 2014).
Caracteristicas do paciente, como presencga de comorbidades, aceitacdo e
cooperagao ao tratamento, abandono de fatores de risco, como o tabagismo
e o etilismo, e aspectos socioecondmicos sdo importantes na determinacao
terapéutica e, dessa forma, também podem influenciar no progndstico
(SHAH e GIL 2009).

O tamanho tumoral é um importante fator na determinacao

prognostica de pacientes com CEB. Tumores grandes sé&o tratados de forma
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muito mais invasiva que tumores menores, o que aumenta significativamente
a morbidade e, consequentemente, influencia na mortalidade pos-cirurgia.
Além disso, o tamanho tumoral possui relagado direta com a ocorréncia de
metastases nodais, que representam o principal fator prognostico nesses
pacientes.

A localizagdo tumoral também é importante, influenciando na
morbidade decorrente da cirurgia e acessibilidade a radioterapia. Além disso,
enquanto tumores do palato duro e das gengivas superiores apresentam um
comportamento relativamente melhor, tumores que afetam a lingua oral, o
assoalho de boca e gengivas inferiores apresentam comportamento mais
agressivo (SHAH e GIL 2009). Essas caracteristicas evidenciam que
multiplos aspectos devem ser considerados para a compreensado do curso
da doenca e determinacdo das opcgbes de tratamento. Assim, para a
categorizagao de pacientes com CEB para fins de determinagao terapéutica
e prognéstica, utiliza-se critérios de mensuragao da extensdo da doencga
baseado em caracteristicas anatdmicas do tumor primario e do status de
disseminagdo para linfonodos regionais e sitios a distancia. Essa
classificagdo é denominada de TNM (T - descreve o tamanho do tumor
primario; N - descreve o envolvimento linfonodal por doenca metastatica; M -
descreve a presenga de doenga metastatica a distancia) e € regulada pelo
Union for International Cancer Control (UICC) e pelo American Joint
Committee on Cancer (AJCC). Esta classificagdo quando realizada a partir
de critérios obtidos durante o exame clinico recebe o prefixo “c”, sendo

denominado cTNM. Entretanto, a mesma avaliagao da doenca pode ser feita
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durante o exame anatomopatoldgico e, dessa forma, recebe o prefixo “p
(pPTNM). Outras variagcbes da classificagcdo TNM existem para indicar outras
particularidades de importancia clinica. O sufixo “(m)” é usado apods a
designagao do tamanho do tumor indicando a presenga de multiplos tumores
primarios em um unico sitio (cT(m)NM). O prefixo “y” € emprego quando se
mensura a doenga durante ou apos uma terapia multimodal inicial (ycTNM

ou YpTNM). O prefixo “r’ indica um tumor recorrente diagnosticado apés um
intervalo livre de doenga (rTNM) e o prefixo “a” €& utilizado apos
determinacdo da extensdo do tumor durante a autopsia (PATEL e SHAH
2005; BELCHER et al. 2014). Os critérios utilizados para qualquer uma das
variagdes dessa classificacdo estdo descritos no Quadro 1.

A partir da classificagdo TNM determina-se o estadiamento da
doenca, combinando cada um dos critérios de extensao tumoral, como
descrito na Quadro 2. O estadiamento é um dos principais fatores
prognosticos para pacientes com CEB e € uma importante ferramenta para
determinagao das opgdes terapéuticas (SHAH e GIL 2009). O estadio clinico
ao diagnostico é o fator mais importante para a determinacdo do
prognostico, ja que tumores de estadio iniciais apresentam altas taxas de
cura. Entretanto, uma vez estabelecidas metastases nos linfonodos cervicais
um significante declinio na sobrevida é observado (SHAH e GIL 2009;
BELCHER et al. 2014). A casuistica de pacientes tratados no Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center, mostra a relacdo entre o aumento do

estadiamento clinico e a diminuicdo da sobrevida em 5 anos para pacientes

com CEB. Dentre aqueles com estadio clinico |, a sobrevida foi de 94%, para
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o estadio clinico Il 80%, estadio clinico Ill 66% e estadio clinico IV 58%
(SHAH e GIL 2009).

QOutras caracteristicas do tumor que n&o estdo incluidas no sistema
TNM também sao sugeridas como importantes na determinag&o prognéstica,
como a avaliagao histopatolégica. Embora a gradagédo histopatologica do
CEB reflita a agressividade tumoral, essa classificagcdo ndo se mostra um
parametro independente na determinagéo prognostica. Entretanto, a medida
histopatolégica da profundidade de invasao tumoral parece ser importante.
Enquanto lesbes in situ e superficiais apresentam uma alta taxa de cura,
lesbes infiltrativas na profundidade possuem um pior progndstico. Entretanto,
como nao € possivel determinar essa informagao no tempo pré-cirurgico, o
uso dessa informagao para a decis&o terapéutica fica inviabilizada (SHAH e

GIL 2009).
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Quadro 1 - Classificagao clinica do CEB

Sitio Classificagao Critério
Tx Tumor primario nao pode ser avaliado
TO Sem evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor com 2 centimetros ou menos em sem maior diametro
Tumor com mais de 2 centimetros, mas ndo mais que 4
Tumor Primario T2 centimetros no seu maior diametro
T3 Tumor com mais de 4 centimetros em seu maior didmetro
Doenga moderadamente avangada - Tumor invade apenas
T4a estruturas adjacentes
T4b Doenga muito avangada - Tumor invade espago mastigatorio,
lamina pterigoide, base de cranio e/ou recobre a artéria carétida
Nx Linfonodos regionais nao podem ser avaliados
NO Auséncia de metastase linfonodal
N Metastase em um unico linfonodo ipsilateral, com 3 centimetros
ou menos no maior didametro
Metastase em um unico linfonodo ipsilateral, com mais de 3
N2 centimetros mas ndo mais que 6 centimetros no maior diametro;
ou metastase bilateral ou no linfonodo contralateral, sempre
Linfonodos menor que 6 centimetros no maior didmetro
regionais Metastase em um unico linfonodo ipsilateral, com mais de 3
N2a centimetros mas ndo mais que 6 centimetros no maior diametro
N2b Metastase em multiplos linfonodos ipsilaterais, nenhum maior que
6 centimetros no maior didmetro
N2 Metastase em linfonodo bilateral ou contralateral, nenhum maior
¢ que 6 centimetros de diametro
N Metastase em um linfonodo com mais de 6 centimetro de
3 diametro
Metastase a MO Auséncia de metastase a distancia
distancia M1 Presenca de metastase a distancia
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Quadro 2 - Estadiamento clinico do CEB baseado no TNM

Estadio T N M
0 Tis NO MO
I T NO MO
Il T2 NO MO
T3 NO MO
T N1 MO
. T2 N1 MO
T3 N1 MO
T4a NO MO
T4a N1 MO
T N2 MO
IVA
T2 N2 MO
T3 N2 MO
T4a N2 MO
VB Qualquer T N3 MO
T4b Qualquer N MO
IVC Qualquer T Qualquer N M1

Temos entdo que tumores avangados, caracterizados pelo grande
tamanho e pela presenga de metastases nos linfonodos cervicais, sao
relacionados a um curso pior da doenga. Assim, podemos sugerir que o
diagndstico precoce, levando ao tratamento de tumores menores facilmente
trataveis, e a detecgao precisa da metastase nodal, favorecendo a adequada
indicagdo do tratamento do tumor disseminado, podem favorecer

sobremaneira a melhoria nos indices de cura desta doenca.

1.7 METASTASE LINFONODAL

A principal via de disseminagdo metastatica do CEB sdo as vias
linfaticas que desembocam nos linfonodos cervicais (SANO e MYERS 2007).

Como ja discutido, a presenga da metastase cervical representa um dos
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principais fatores relacionados a diminuicdo da sobrevida, mas outros
fatores, como o numero de linfonodos envolvidos e a presenga de
extravasamento de células tumorais para a capsula linfonodal também sao
importantes na determinagdo de um pior prognostico. A identificagdo e
remocao dos focos metastaticos € de fundamental importancia para se
alcangcar o bloqueio da progressdao da doenca (SHRIME et al. 2009;
LEEMANS et al. 2011; BELCHER et al. 2014; MONTERO et al. 2014).
Determinar quais tumores irdo gerar disseminagdes cervicais ainda é
dificil, mesmo que algumas caracteristicas clinicopatologicas possam ser
indicativas de maior risco. Sitios como a lingua oral, assoalho de boca e
gengiva inferior e a profundidade de invasdo tumoral s&o fatores
relacionados a um risco maior de desenvolvimento metastatico para os
linfonodos cervicais (SPIRO et al. 1986; PO WING YUEN et al. 2002; SHAH
e GIL 2009). Considerando especificamente tumores da lingua e assoalho
bucal, PIMENTA AMARAL et al. (2004) observaram que embolizag&o
tumoral vascular, reacdo desmoplasica e perda de diferenciacdo celular
também indicam maior propensdo para disseminagcdo metastatica. Apesar
desses achados, muitas dessas caracteristicas ndo mostram acuracia e
aplicabilidade necessarias para determinagdo prognostica ou influenciar na
escolha terapéutica (SPARANO et al. 2004). Dessa forma, apenas o
tamanho e profundidade de invasdo do tumor primario e a deteccado de
sinais de metastase cervical ao exame clinico do pescoco serdo levados em
conta na mensuragdo do risco de desenvolvimento metastatico e

consequentemente na decisao terapéutica (SHAH e GIL 2009).
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O tratamento dos pacientes com doenga metastatica linfonodal inclui
a remogao cirurgica das estruturas linfaticas cervicais, denominado de
esvaziamento cervical. Este pode ser classificado como terapéutico quando
€ aplicado em individuos com evidéncia clinica de metastase (cN+), ou
eletivo, quando é realizado naqueles individuos sem evidéncias clinicas de
metastase (cNO), mas que apresentam caracteristicas relacionadas a um
maior risco de desenvolvimento metastatico, como profundidade de invasao
tumoral avancada. Outra alternativa para pacientes cNO é a politica de
seguimento rigoroso, onde o intervalo de acompanhamento é reduzido para
que ao primeiro sinal de doenga cervical, o tratamento seja implementado
(SANO e MYERS 2007).

Em pacientes com CEB, a principal caracteristica clinica que indica o
esvaziamento cervical eletivo € a presenga de tumores grandes (T3 e T4),
mesmo sendo classificados como cNO. Dessa forma, ao se realizar o
tratamento eletivo do pescoco diminui-se o risco de “perder”’ pacientes com
micrometastases (focos metastaticos invisiveis clinicamente evidenciados
apenas ao exame histopatolégico). Ja a presenga de linfonodos palpaveis e
fixos ao toque representa um forte indicio de doenca metastatica, sendo o
principal sinal que determina a abordagem cirurgica terapéutica (SANO e
MYERS 2007; SHAH e GIL 2009).

Entretanto, a decisdo terapéutica em pacientes com tumores
pequenos (T1 e T2) cNO ainda é alvo de discussao na literatura. Isso se da
pela auséncia de recursos para mensuragao precisa do risco de

desenvolvimento metastatico nestes casos. Os métodos diagndsticos
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disponiveis atualmente possuem baixa sensibilidade, sendo relatadas taxas
de 30% a 40% de metastases linfonodais ndo diagnosticadas (LEUSINK et
al. 2012).

A mensuragao da profundidade de invaséo tem sido usada como uma
possivel solugcdo para determinagdo de risco para ocorréncia de metastases
nodais em CEBs iniciais (SPIRO et al. 1986; PO WING YUEN et al. 2002).
PO WING YUEN et al. (2002) observaram que o aumento da profundidade
de invasdo tumoral se correlacionava diretamente ao aumento da
prevaléncia de metastases nodais subclinicas. Entretanto, a determinagao
da profundidade de invasao € realizada a partir da avaliagdo microscopica
da peca cirurgica, inviabilizando a mensuragéao deste parametro previamente
ao tratamento do tumor primario. Assim, na pratica clinica, essa medida é
realizada arbitrariamente, a partir da palpacédo do tumor primario, separando
tumores invasivos, candidatos ao esvaziamento cervical eletivo, de tumores
superficiais que irdo se beneficiar do tratamento conservador (SHAH e GIL
2009).

Mesmo assim, muitos autores defendem o emprego abrangente da
abordagem eletiva, ja que ela prové tratamento caso o paciente apresente
doenga nao detectavel clinicamente, e também permite o diagnostico
acurado e estadiamento preciso, melhorando a determinagdo prognostica
(SANO e MYERS 2007). D’CRUZ et al. (2015) compararam a sobrevida de
pacientes com tumores iniciais (T1, T2) cNO, submetidos ao esvaziamento
cervical eletivo (n=245), com pacientes submetidos ao esvaziamento cervical

terapéutico (n=255), ou seja, foram submetidos ao tratamento do pescoc¢o
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apenas apos evidéncias clinicas de metastase. Foi observado que os
pacientes submetidos ao esvaziamento terapéutico sofreram mais
recorréncias (69,5% contra 45,9%) e a sobrevida em 3 anos foi
significativamente menor (67.5% contra 80%), sendo observado um risco
relativo de morte para pacientes do grupo de tratamento eletivo
significativamente menor. Embora o tratamento eletivo tenha levado a um
maior numero de eventos adversos, 0s autores sugerem que, mesmo para
tumores pequenos, essa abordagem represente a melhor opg¢ao de
tratamento.

Outro fator importante a favor da preconizagao da terapia eletiva é o
fato de que os linfonodos cervicais representam o principal sitio de recidiva
em pacientes ndo submetidos ao esvaziamento do pesco¢co durante o
tratamento do tumor primario. Além disso, quando as recidivas cervicais
ocorrem, estas irdo apresentar um estagio de envolvimento linfonodal mais
avancado e maior incidéncia de extravasamento extra-capsular, refletindo
negativamente na sobrevida. Assim, sugere-se que apenas metodologias
com valor preditivo positivo e negativo excepcional para diagnostico das
metastases nodais poderiam substituir a implementacdo do esvaziamento
cervical eletivo (D’CRUZ et al. 2015).

O grande problema relacionado a intervengao cervical eletiva esta no
fato de que parte dos pacientes cNO nunca ira desenvolver metastases
nodais. Acredita-se que pacientes cNO que irdo revelar metastases ao
exame histopatologico representem 40% dos casos. Isso indica que os

demais 60% que foram submetidos ao tratamento eletivo receberam
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tratamento  agressivo, sendo expostos a maior morbidade
desnecessariamente (LEUSINK et al. 2012). WOOLGAR (1999) comparou a
prevaléncia de metastase linfonodal detectada histopatologicamente com a
prevaléncia dessa alteracdo determinada a partir do exame clinico baseado
em palpacdo e ressonancia magnética. Este autor observou que 21% dos
linfonodos considerados negativos ao exame clinico revelaram metastase
histopatoldgica. Por outro lado, apenas 77% dos linfonodos considerados
positivos ao exame clinico se revelaram metastaticos ao exame
histopatoldgico. A ocorréncia de exames falso positivos foi significativamente
maior em tumores pequenos (T1-T2) do que em tumores grandes (T3-T4).
Embora necrose e areas cisticas sejam sinais radiolégicos importantes para
o diagnostico da metastase nodal através de exames de imagem, em
metastases de tumores pequenos esses eventos sdo raramente observados.
Isso se deve provavelmente ao padrao de crescimento metastatico nestes
casos, que se caracteriza pela formacdo de micrometastases na periferia do
parénquima linfonodal. Essa caracteristica também justifica a auséncia do
sinal clinico mais comum a metastases nodais mais desenvolvidas, que é a
presenca de linfonodos fixos, enfartados e clinicamente palpaveis.

A dissecgdao do pescogo, tanto no manejo eletivo como no
terapéutico, pode comprometer a qualidade de vida dos pacientes. O quadro
clinico observado em 60% a 80% dos pacientes submetidos ao
esvaziamento cervical radical € caracterizado por sintomas algicos,
limitacdes funcionais dos ombros e comprometimento postural. Inicialmente,

considerava-se que a exérese do nervo acessério com consequente
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desnervacao do tergo apical do trapézio fosse a causa desse quadro clinico.
Entretanto, o advento da modalidade modificada de esvaziamento cervical e
o conceito de esvaziamento cervical seletivo permitiram a conservagao do
nervo acessorio. Embora um menor numero de pacientes apresentassem
comprometimento funcional do ombro (18% a 77% para pacientes
submetidos ao tratamento radical modificado e 29% a 39% para pacientes
submetidos ao esvaziamento seletivo), esse quadro clinico ainda é
observado entre aqueles submetidos a intervencdes menos invasivas.
Outros fatores que corroboram com um pior quadro clinico sdo o emprego
de radioterapia, manipulacdo direta do nervo ou outros fatores néao
relacionadas ao comprometimento do nervo acessério como a capsulite
adesiva. Esses dados mostram que tanto abordagens radicais como
abordagens conservadoras podem estar relacionadas ao desenvolvimento
de desordens funcionais. Assim, faz-se necessario que o emprego do
tratamento cervical seja balizado nas necessidades reais de cada paciente,
evitando um aumento da morbidade naqueles individuos sem risco de
desenvolvimento metastatico (BRADLEY et al. 2011).

O maior impedimento para a implementagcdo da indicagao
personalizada do esvaziamento cervical em pacientes com CEB ¢é a falta de
meétodos diagndsticos acurados para deteccdo de focos metastaticos.
Associado ao exame clinico de palpagéo cervical, exames de imagem como
o ultrassom, tomografia computadorizada, ressonancia magnética e PET-CT
também sdo empregados para a detecgdo das metastases. BREE et al.

(2014) revisaram a literatura em busca avangos técnicos no diagnostico de
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metastases nodais ocultas em CECP. De acordo com os autores, nenhum
dos exames de imagem atualmente disponiveis possuem acuracia
necessaria para substituir o esvaziamento cervical eletivo.

Uma alternativa a esses exames, € a realizagdo da bidpsia do
linfonodo sentinela (ALKUREISHI et al. 2009). Os linfonodos sentinela sdo
os primeiros linfonodos da cadeia linfatica a receberem drenagem do sitio
anatbmico referente a localizagdo do tumor primario. Este linfonodo
apresenta maior probabilidade de exibir metastase caso o tumor primario
possua este fenétipo, podendo indicar o status dos demais linfonodos desta
cadeia. Dessa forma, a deteccdo da metastase neste linfonodo € indicativa
da necessidade de esvaziamento cervical, enquanto que a auséncia de foco
metastatico indica que o paciente ndo necessita de abordagem cirurgica
cervical (ALKUREISHI et al. 2009; LEUSINK et al. 2012; DE BREE et al.
2014). Em geral, a sensibilidade e especificidade da deteccdo de metastases
cervicais em CEB, utilizando a bidpsia do linfonodo sentinela, encontram-se
acima dos dos 90%, além disso, esta abordagem causa menor morbidade
gquando comparada ao esvaziamento cervical eletivo e apresenta acuracia
muito maior que os exames de imagem (LEUSINK et al. 2012; DE BREE et
al. 2014; PEDERSEN et al. 2015).

Entretanto, esta técnica depende da administracdo de contrastes
radioativos, realizacao de linfocintilografia, exame histopatolégico minucioso
do espécime, qualificacédo técnica do cirurgido e adicao de mais uma etapa
cirurgica em casos em que se confirme a presenga de metastases

(LEUSINK et al. 2012). Além disso, para localizagbes como o assoalho de
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boca, a deteccdo do linfonodo sentinela, assim como a sensibilidade da
detecgdo metastatica sdo menores do que para outros sitios da cavidade
oral. Dessa forma, evolugdes técnicas ainda sdo necessarias para uma
ampla implementagado desta abordagem. A alta qualificac&o técnica, custos e
aumento do tempo de procedimento cirurgico também inviabilizam a ampla
implementacéo desta abordagem (DE BREE et al. 2014; PEDERSEN et al.
2015).

Os trabalhos discutidos acima evidenciam a precariedade de alguns
meétodos de diagnodstico de metastase nodal em pacientes com CEB, assim
como as limitagdes existentes relacionadas a metodologias mais acuradas.
Estes obstaculos corroboram com a preconizagdo da implementacédo do
esvaziamento cervical eletivo na maioria dos casos de CEB. Embora sejam
claras as vantagens da implementagdo dessa terapia na sobrevida desses
pacientes, deve-se ter em mente que para parte dos pacientes tem se
promovido morbidade desnecessaria, diminuicdo da qualidade de vida a
longo prazo e aumento dos custos meédicos. Dessa forma, desenvolver
metodologias mais precisas e de facil implementacdo para a deteccédo de
linfonodos metastaticos, ou mesmo predizer tumores com potencial
metastatico faz-se mais que necessario na melhoria do tratamento de
pacientes com CEB.

Considerando que as caracteristicas fenotipicas tumorais sao
determinadas pelo seu padrdo mutacional e de expressao génica, é possivel
que a investigacao das diferengas transcricionais entre tumores metastaticos

e nao metastaticos possa indicar marcadores de metastase nodal e
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determinar  vias  biolégicas responsaveis por este  processo.
Consequentemente, a descoberta de tais marcadores podera permitir uma

melhor indicacao da intervencéo cervical em pacientes com CEB.

1.8 ANALISE TRANSCRICIONAL DE CEB METASTATICOS

O conjunto de todos os transcritos produzidos por uma unidade
biologica em um determinado periodo de tempo é chamado de
transcriptoma. Dessa forma, o transcriptoma representa o inicio da
determinacao fenotipica dessa unidade biolégica. Assim, ao se comparar
duas entidades bioldgicas fenotipicamente diferentes, espera-se observar
variagbes no padréo de transcricdo génica que expliquem suas diferengas
(WANG et al. 2009).

Como a separacao entre CEB metastaticos e ndo-metastaticos ainda
é limitada a partir de tecnologias clinicas, acredita-se que a comparagao do
padrao transcricional desses grupos de tumores podera identificar transcritos
diferencialmente expressos e, consequentemente, envolvidos no processo
metastatico.

A ideia de que padrdes de expressao génica poderiam ser utilizados
para auxiliar o diagnéstico de metastases nodais ja foi abordada em alguns
estudos utilizando amostras de CEB (NAGATA et al. 2003; IRIE et al. 2004;
SCHMALBACH et al. 2004; O’'DONNELL et al. 2005; ROEPMAN et al. 2005,

2006; KATO et al. 2006; ZHOU et al. 2006; MENDEZ et al. 2007; NGUYEN
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et al. 2007; KASHIWAZAKI et al. 2008; HENSEN et al. 2008; KANG et al.
2009; VAN HOOFF et al. 2012) (Quadro 3).

MENDEZ et al. (2007) investigaram diferengas transcricionais entre
tumores primarios ndo-metastaticos com células neoplasicas obtidas de
linfonodos de pacientes com tumores metastaticos. Eles encontraram um
grupo de 160 genes diferencialmente expressos entre esses grupos. Ao
compararem o padrdo de expressdo desses 160 genes entre os tumores
primarios metastaticos e nao metastaticos, encontraram 63 genes que
mantinham diferenga de expresséo entre os grupos (24 hiperexpressos e 39
hipoexpressos no grupo metastatico). A classificagdo destes tumores de
acordo com o padrao de expressédo desses genes mostrou-se eficiente para
separagao entre tumores metastaticos e ndo metastaticos. Ressalta-se que
os tumores primarios metastaticos apresentavam padrdao de expressao
génica muito semelhante as células metastaticas dos linfonodos, sugerindo a
manutengdo do padrdo de expressao génica entre as ceélulas metastaticas

dos linfonodos e os tumores primarios correspondentes.
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Quadro 3 - Estudos que buscaram a determinacdo de transcritos
relacionados a metastase nodal em CEB
Trabalhos Sitio Amostras N+ NO Abordagem DEG
Microdissecgéo a laser + Microarray
Irié et al. (2009) Cavidade oral 11 4 7 (Human Cancer 1.2 Atlas cDNA array *
- Clontech)
Schmalbach et al. Cavidade oral
20 13 7 Microarray (HG_U95Av2 - Affymetrix) 57
(2004) e orofaringe
Cavidade oral Microarray (AceGene Human oligo
Kato et al. (2006) 15 5 10 20
e orofaringe chip 30K - Hitachi)
Microdissecgéo a laser + Microarray
Cavidade oral
Meéndez et al. (2007) . 11 6 5 (Human Genome Focus Array - 62
e orofaringe
Affymetrix)
Microarray (Human Genome U133
Zhou et al. (2006) Lingua oral 25 11 14 . . 33
Plus 2.0 GeneChip - Affymetrix )
O'Donnell et al. Microarray (Human Genome U133
Cavidade oral 18 11 7 116
(2005) Plus 2.0 GeneChip - Affymetrix )
Microarray (IntelliGene Human Cancer
Nagata et al. (2003) Cavidade oral 15 8 7 19
CHIP v2.1- Takara)
Roepman et al. Cavidade oral Microarray (Human Array-Ready Oligo
82 37 45 102
(2005) e orofaringe v2.0 - Qiagen)
Kashiwazaki et al. Microrray (in-house cDNA array of
Cavidade oral 41 9 32 39
(2008) 1289 genes - GeneticLab)
Microdissecgéo a laser + Microarray
Nguyen et al (2007) Cavidade oral 30 17 13 (Human Genome U133 Plus 2.0 - 85
Affymetrix)
Roepman et al. Cavidade oral Microarray (Human Array-Ready Oligo
66 28 38

(2006)

e orofaringe

v2.0 - Qiagen)

N+ - Tumores com metastase nodal; NO - tumores sem metastase nodal; DEG - Genes diferencialmente expressos;

*Irié et al. (2009) néo indica o numero total de genes diferencialmente expressos identificados.

Dados semelhantes foram obtidos por O'DONNELL et al. (2005) que
também observaram padrdo de expressdao génica semelhantes entre
tumores primarios e as respectivas metastases. Esses autores destacam
que apesar de terem encontrado um grupo de 116 genes diferencialmente
expressos entre tumores metastaticos e ndo metastaticos, nenhum desses
marcadores havia sido relacionado a disseminacao metastatica em CEB em

outros trabalhos.
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WARNER et al. (2004) estudaram especificamente tumores de lingua
e assoalho bucal e, com base no padr&o transcricional, conseguiram separar
tumores em grupos clinicos distintos. O primeiro grupo foi formado
principalmente por tumores de individuos do género masculino, grandes (T3
e T4) e com metastases nodais. O segundo grupo foi formado
principalmente por mulheres e com menor taxa metastase linfonodal. Esses
resultados demonstram que os padrbes de expressao génica podem variar
significativamente entre grupos aparentemente homogéneos. Isso pode ser
um indicador de que abordagens de analise transcricional de baixa cobertura
podem nao ser suficientes para estabelecimento de padrbes transcricionais
relativos a uma determinada caracteristica clinica.

O maior estudo, em numero de pacientes, relacionando o padrdo de
expressdo génica e o status dos linfonodos cervicais foi realizado por
ROEPMAN et al. (2005). Esses autores analisaram 82 tumores primarios da
cavidade oral e orofaringe, sendo que 45 destes revelaram metastase nodal
ao exame anatomopatolégico. Em wuma validagdo com amostras
independentes (utilizando apenas 22 amostras) os autores atingiram 100%
de acuracia para diagndstico de pacientes livre de metastase nodal e de
77% para diagnostico de individuos com acometimento linfonodal.

A assinatura génica da metastase nodal proposta por ROEPMAN et
al. (2005) e seu aprimoramento (ROEPMAN et al. 2006) foram desafiados
em um estudo multicéntrico holandés envolvendo 316 pacientes com
carcinoma epidermoide de boca e de orofaringe (VAN HOOFF et al. 2012).

Além da confirmacdo da eficiéncia diagnostica da assinatura génica, os
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autores propuseram que uma combinagdo de critérios clinicos e de
expressao génica fossem utilizados na determinacéo terapéutica do pescogo
de individuos com cancer de boca. Os autores acreditam que a combinacao
destes critérios iria evitar que cerca de 50% de cirurgias desnecessarias de
esvaziamento cervical fossem realizadas.

Segundo van VAN HOOFF et al. (2012) o uso de um grande numero
de genes para determinagdo da assinatura génica da metastase € sempre
preferivel do que a determinagdo de um grupo restrito de genes. Isso evitaria
que variacdes entre amostras ou variagdes técnicas invalidassem tal
assinatura.

Apesar do sucesso obtido por alguns trabalhos, SCHMALBACH et al.
(2004) detectou 101 genes diferencialmente expressos entre tumores
metastaticos e ndo metastaticos, mas foi o unico incapaz de separar estes
grupos a partir do padrao de expressao génica global. Entretanto, tumores
nao metastaticos pareciam ser mais semelhantes entre si do que os
metastaticos. Esse resultado talvez indique que o processo metastatico
possa decorrer de alteragcdes desordenadas no padréo de expressao génica
e nao a partir da ocorréncia de processos especificos, ressaltando a
importdncia da investigagdo do padrdo transcricional a partir de
metodologias de ampla detecgao de transcritos.

Apesar do sucesso obtido na validagdo dos resultados gerados por
VAN HOOFF et al. (2012), esses resultados refletem o padrdo observado a
partir de um pequeno grupo de pacientes (ainda que seja o maior). Embora

diferentes sub-sitios de CECP exibirem variacbes no comportamento clinico
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e grande variagdo genética, a maioria desses estudos utiliza tumores de
mais de um sub-sitio, principalmente tumores de cavidade oral e orofaringe,
que podem apresentar etiologia e patogénese distintas (HUANG et al. 2002;
FREIER et al. 2003). CHUNG et al. (2004) estabeleceram um grupo de
genes relacionados a metastase nodal em CECP e verificaram que aqueles
localizados na cavidade oral foram os Unicos a nao se enquadrar no padrao
de expressao génica esperado para tumores metastaticos. Isso indica que o
padrao transcricional da metastase nodal em CEB se diferencia
significativamente do padr&o de outros CECP.

Adicionalmente, ao comparar a lista de genes diferencialmente
expressos relacionados a metastase em diferentes trabalhos, verificamos
gue ha uma baixa complementariedade entre as listas de diferentes estudos.
Considerando os transcritos de acordo com o sentido da alteracédo de
expressao para o grupo metastatico (aumento ou diminuicdo da expressao),
verificamos que nenhum transcrito foi encontrado alterado em todos os

estudos (Quadros 4 e 5).
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Quadro 4 - Transcritos diferencialmente hiperexpressos em tumores
metastaticos encontrados em diferentes estudos

Nuamero de transcritos Numero de
Trabalhos diferencialmente transcritos em Transcritos
expressos comum
Roepman et al. (2005) 102
Roepman et al. (2006) 825
1 POSTN
Schmalbach et al. 57
(2004)
Nagata et al. (2003) 19
Roepman et al. (2005) 102 1 PLAU
Roepman et al. (2006) 825
Roepman et al. (2005) 102 ADAM12, COL5A3, FAP, NCOR?2,
14 CTDSP1, MAN1B1, SERPINET,
Roepman et al. (2006) 825 FTH1, IER3, MMD, TPM2, COL5A1,
GREM1, TNFAIP3
Kashiwazaki et al. 39
(2008) 1 VTN
Roepman et al. (2006) 825
Schmalbach et al.
57 PCOLCE, GPX7, RARRES2, VCAN,
(2004) 6
PHC2, COL11A1
Roepman et al. (2006) 825
O’Donnel et al. (2005) 116
2 BASP1, CA6
Roepman et al. (2006) 825
Nagata et al. (2003) 19 . MMP2, TNC, ITGB4, FN1, CCND1,
Roepman et al. (2006) 825 MMP1, IL6
Méndez et al. (2007) 62
1 IRF1
Nguyen et al. (2007) 85
Kashiwazaki et al. 39
(2008) 1 MMP3

Nagata et al. (2003) 19
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Quadro 5 - Transcritos diferencialmente hipoexpressos em tumores
metastaticos encontrados em diferentes estudos

Trabalhos

Numero de transcritos em

Transcritos

comum
O’Donnel et al. (2005)
Roepman et al. (2005)
1 TGM3
Roepman et al. (2006)
Schmalbach et al. (2004)
Méndez et al. (2007)
Roepman et al. (2005) 1 PI3
Roepman et al. (2006)
Roepman et al. (2005) AZIN2, PPL, PDZK1IP1, PGLYRP2, STK24-AS1, ZDHHC18,
SMC5, OSBP2, SSH2, LRRN2, PLK2, MMP25, DMKN, LYPD3,
39 SLPI, S100A7, SPINK7, HPCAL1, LLGL2, IMJD7-PLA2G4B,
Roepman et al. (2006 COPG1, E2F5, IDI1, PARVB, CD40, MALL, IVL, IFFO2, SRP19,
IL22RA1, FBXL19, MAL2, KRT23, DSG3, ALOX12B, HOPX,
S100A9, SPINK5, RAD17
Roepman et al. (2005)
2 PPT2, ECM1
Schmalbach et al. (2004)
Nguyen et al. (2007)
1 RAB11FIP1
Roepman et al. (2006)
Kashiwazaki et al. (2008)
1 JAK1
Roepman et al. (2006)
Schmalbach et al. (2004)
5 SERPINB2, EXPH5, LCN2, ABLIM1, FGFBP1
Roepman et al. (2006)
Méndez et al. (2007)
3 FOS, KRT16, PPIF

Roepman et al. (2006)

Roepman et al. (2006)

1 MTUS1
Zhou et al. (2006)
O’Donnel et al. (2005)
1 NTRK2
Roepman et al. (2006)
Nagata et al. (2003)
1 IGFBP2
Nguyen et al. (2007)
Schamalbach et al. (2004)
1 PLA2G4A

Zhou et al. (2006)

O resultado dessa comparacado pode ser decorrente da analise de

amostras de diferentes sub-sitios (orofaringe p.ex.), inclusdo de coortes

pequenas e utilizagdo de tecnologias de detecgdo de transcritos com baixa

resolucdo, ja que todos os estudos basearam suas descobertas em

tecnologias de microarray (LALLEMANT et al. 2010) (Quadro 3).

Por muitos anos a investigacdo do transcriptoma ficou limitada a
capacidade técnica de microarrays e ensaios de PCR que funcionam

baseados no uso de sondas ou iniciadores complementares a sequéncias
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conhecidas dos transcritos. Embora essas metodologias possuam um
grande poder de determinacdo de mudangas transcricionais, ela se limita a
identificar apenas transcritos previamente conhecidos. O advento do
sequenciamento massivo em paralelo do RNA (RNASeq), permitiu que néo
s6 transcritos conhecidos sejam detectados, mas também a identificagao de
novos RNAs e, até mesmo, alcangar a deteccéo da totalidade das moléculas
transcritas em um tecido (REIS et al. 2005; TUCKER et al. 2009; WANG et
al. 2009).

Apesar das varias abordagens relacionadas ao padrao transcricional
da metastase em CEB, acreditamos que o uso de plataformas de
sequenciamento em larga escala podera prover um perfil de expressao
génica CEB metastatico mais completo permitindo a identificacdo de
transcritos com maior poder preditivo. Além disso, uma abordagem de
sequenciamento em larga escala em busca de biomarcadores de metastase
nunca foi realizada em pacientes com CEB da populacdo brasileira,

detentora de uma das maiores incidéncias desta doenga no mundo.
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OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram:

Determinar, a partir de sequenciamento em larga escala diferengas no
perfil transcricional de carcinomas epidermoides de boca metastaticos
e nao-metastaticos de modo a identificar transcritos com valor para
deteccao da metastase linfonodal.

Validar os achados do primeiro objetivo em amostras independentes,
com o intuito de determinar um grupo de marcadores com provavel

importancia clinica.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi dividido em duas partes, sendo a primeira
correspondente a fase de descoberta de biomarcadores de metastase nodal
no CEB e a segunda refere-se a validagdo de provaveis biomarcadores. A
primeira etapa foi baseada na tecnologia de sequenciamento de RNAs
(RNASeq) utilizando um numero restrito de amostras. Na etapa de validagéo

langamos mao de tecnologias de validacéo in silico e PCR em tempo real.

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo € um dos subprojetos originais do projeto tematico “Fatores
ambientais, clinicos, histopatologicos e moleculares associados ao
desenvolvimento e ao prognostico de carcinomas epidermoides de cabecga e
pescoc¢o” financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
S&o Paulo (FAPESP) (2010/51168-0), sob a coordenag&o geral da Dra.
Eloiza Tajara, da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto, SP. Por
sua vez, este é uma continuidade do projeto tematico anterior “Busca de
marcadores de agressividade em tumores de cabega e pescogo” também
financiado pela FAPESP e sob a mesma coordenagdo. Ambos projetos
foram submetidos aos comités de ética de instituicbes participantes e
também ao CONEP, tendo sido aprovados. O projeto atual foi aprovado

pelos comités de ética da Faculdade de Odontologia da UNESP (Campus de
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SJ dos Campos - reunido de 12 de abril de 2011, parecer 04/2011) e da
Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto (parecer 099/2011,
protocolo 2670/2011, aprovado em 18/04/2011). O subprojeto especifico, ao
qual este projeto de doutoramento refere-se, foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisas da Fundagdo Anténio Prudente (protocolo 1621/11,

aprovado em 03/11/2011). (Anexo 1)

3.2 COLETA DE AMOSTRAS

Todos os tecidos utilizados neste estudo foram coletados de pacientes
operados em alguma das instituigbes envolvidas no projeto tematico,
incluindo também casos do Departamento de Cirurgia de Cabega e Pescogo
do A.C.Camargo Cancer Center, S&o Paulo, SP. Sendo assim, as amostras
estudadas provém tanto do banco de amostras do projeto tematico como
também do banco de tumores do A.C.Camargo Cancer Center. O protocolo
de coleta de amostras seguiu critérios padronizados baseados no
congelamento imediato do fragmento tumoral em nitrogénio liquido

imediatamente apds a sua excisao cirurgica.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO DE AMOSTRAS

PARA SEQUENCIAMENTO

Neste estudo selecionamos casos de carcinoma epidermodide de boca

localizados em lingua ou assoalho bucal (CID10 - C02 e C04). Visando
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determinar as diferencas no padréo de expressao transcricional entre CEBs

metastatico e ndo metastaticos selecionamos dois grupos polares de

tumores que apresentavam comportamento biolégico claramente distinto.

Assim, incluimos amostras de 20 pacientes que se enquadravam em um dos

dois grupos de estudo:

Grupo de tumores grandes, mas ndo metastaticos: Pacientes com
tumores pT3 ou pT4 submetidos ao esvaziamento cervical, sem
doenca metastatica linfonodal comprovada ao exame
anatomopatologico (pNO) acompanhados por no minimo 3 anos apos
o tratamento.

Grupo de tumores pequenos e metastaticos: Pacientes com tumores
pT1 submetidos ao esvaziamento cervical, com doenga metastatica
comprovada ao exame anatomopatologico (pN+).

Pacientes submetidos a qualquer tipo de tratamento neoadjuvante

foram excluidos. Todos os individuos participantes assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido, previamente aprovado pelos comités de

ética em pesquisa das instituicdes envolvidas.

3.4

EXTRACAO DE ACIDOS NUCLEICOS

Por¢coes de até 30mg de tecido congelado foram submetidas a

criosec¢gdo para mensuragao da porcentagem do componente tumoral.

Foram utilizadas apenas amostras que revelassem porcentagem minima de

80%

de tecido tumoral. Quando possivel, os fragmentos foram
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macrodissecados para eliminar o maximo de contaminagdes com tecido n&o
neoplasico.

O RNA total foi extraido utilizando o kit AllPrep DNA/RNA/Protein
(Qiagen), que permite a recuperagao de DNA, RNA e proteinas. A qualidade
dos RNAs obtidos foi verificada no aparelho Bioanalyzer (Agilent, Santa
Clara, CA) e a quantidade dos mesmos foi mensurada através da plataforma
Qubit 2.0 (Invitrogen). Apenas amostras que apresentassem padrao de
qualidade minimo (RIN=6) foram utilizadas nas proximas etapas do estudo

(Figura 6a).

3.5 PREPARO DE BIBLIOTECAS DE CDNA

Para o sequenciamento do transcriptoma tumoral, foram construidas
bibliotecas de cDNA utilizando o Total RNA Seq kit (Life Technologies).
Resumidamente, eventuais contaminacbées com DNA gendmico foram
removidas por tratamento com DNAse (Turbo DNA-free Kit, Ambion) e os
RNAs ribossomais (rRNA) foram depletados utilizando o sistema RiboMinus
(Life Technologies, USA). Apds este passo, as amostras foram analisadas
na plataforma 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) utilizando os kits
RNA 6000 Nano, que permite a mensuracado da concentracdo e do tamanho
de acidos nucléicos. Para determinadas amostras que ndo apresentaram
deplecédo adequada dos rRNAs, este procedimento foi repetido (Figuras 6b

ec).
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Para o inicio da construgédo de bibliotecas foram utilizados 300 ng de
RNA (livre de DNA e rRNA), previamente mensurado na plataforma Qubit
2.0 RNA HS Assay Kit (Life Technologies).

Todos os reagentes descritos a seguir fazem parte do Total RNA Seq
Kit (Ambion). Inicialmente, o RNA foi submetido a fragmentag&o enzimatica
utilizando RNase lll, seguida de purificacdo utilizando o kit RiboMinus
Concentration Module (Invitrogen). A eficiéncia da fragmentacdo enzimatica
foi mensurada utilizando o chip RNA 6000 Pico para Bioanalyzer (Agilent
Technologies) e a concentragdo do RNA fragmentado foi aferida utilizando o
RNA HS Assay Kit (Invitrogen) para a plataforma Qubit 2.0. Observamos
apos a fragmentagdo, RNAs com tamanho meédio variando de 125 a 200
nucleotideos (nt), como esperado (Figura 6d).

Cem nanogramas (ng) de RNA fragmentado foram ligados e
hibridizados a adaptadores de sequéncia simples de oligonucleotideos. Em
seguida, realizou-se a transcricdo reversa gerando moléculas de DNA
complementar (cDNA).

As moléculas de cDNA foram submetidas a duas etapas de
purificagdo e selecdo de tamanho utilizando esferas magnéticas (Agencourt
AMPure XP Beads - Beckman Coulter, Inc), com o objetivo de eliminar
fragmentos de nucleotideos de tamanho fora do esperado (abaixo de 200
nt).

O cDNA purificado foi amplificado por PCR, quando foi feita a
insercdo de fragmentos de nucleotideos de sequéncias conhecidas,

denominados de barcodes, ao cDNA. Este passo permitiu a inclusdo de
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multiplas amostras em uma mesma solugcdo nas etapas finais de
sequenciamento. Este produto foi novamente purificado utilizando esferas
magneéticas (Agencourt AMPure XP Beads - Beckman Coulter, Inc). A
eficiéncia da PCR e da purificagdo foi mensurada utilizando o chip High
Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies) na plataforma Bioanalyzer (Agilent
Technologies). Nesta etapa foi avaliada a quantidade de fragmentos com
tamanho acima de 150 nt (Figura 6e). Amostras com alta concentragao
(mais de 50%) de fragmentos com tamanho entre 25 e 200 nt, foram
submetidas a uma nova etapa de purificagdo. Essa selegdo é importante ja
que estatisticas de mapeamento de dados de RNA-Seq melhoram quando
os fragmentos de biblioteca apresentam tamanho superior a 200 nt. O

tamanho médio das bibliotecas deste estudo foi de 260 nt.
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Figura 6 - Eletroferogramas demonstrando o
processamento de uma amostra de RNA
durante a construgcao de bibliotecas. a) RNA

total revelando étima relacao

entre os picos de rRNA

18s e 28s (RIN 9,3); b) RNA apés primeira etapa de
deplecdo do rRNA revelando eliminacéo parcial do

produto; c) Segunda etapa

revelando eliminagdo adequada do produto;

de deplecdo de rRNA
d)

Fragmentacdo do RNA gerando produtos com pico de
tamanho ente 125 e 200 nucleotideos; e) Produto
final da biblioteca de cDNA revelando pico médio de

260 nucleotideos e baixa

porcentagem (9%) de

produtos com tamanho menor que 200 nucleotideos.
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Ao final do preparo da biblioteca espera-se ter fragmentos que
contenham em suas extremidades adaptadores universais denominados de
P1 e P2, onde a extremidade com o adaptador P1 sera importante no

anelamento de primers durante a proxima etapa de amplificagcéo (Figura 7).

Até 75 nt Até 35 nt 5al10nt

Adaptador Cédigo de
Adaptador P1 Fragmento de cDNA o —. barras Adaptador P2

Figura 7 - Estrutura final da biblioteca de cDNA construida a partir do Total

RNA Seq Kit. As bibliotecas de cDNA foram sequenciadas baseadas na metodologia

“paired-end multiplex” onde sdo sequenciados 75 nucleotideos no sentido senso e 35
nucleotideos no sentido anti-senso, além de 5 a 10 nucleotideos referentes ao codigo de
barras.

3.6 PCREM EMULSAO E SEQUENCIAMENTO

Apos construcdo das bibliotecas de cDNA, as amostras foram
submetidas a um processo de amplificacdo denominado PCR em emulséo
(ePCR). Neste processo, uma solu¢gdo aquosa, contendo esferas recobertas
por oligonucleotideos de sequéncia conhecida (beads P1), complementar a
um dos adaptadores presentes nas bibliotecas, € misturada a uma solugao
oleosa. Essa mistura € agitada de forma a gerar goticulas denominadas de
micro reatores. Cada micro reator ira conter uma unica bead P1, um unico
fragmento de biblioteca, primers P1 (complementar a sequéncia de
nucleotideos presente na superficie da bead P1) e P2 e polimerase. Essa
solucao é entdo colocada no EZ Bead Amplifier (Life Technologies) que atua

como termociclador, permitindo a ocorréncia de milhares de PCRs nos
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inumeros micro reatores, gerando produtos que irdo recobrir a superficie das
beads P1. Espera-se, dessa forma, que a amplificacdo da biblioteca ocorra
de forma monoclonal. Neste estudo, utilizamos o kit SOLID EZ Bead E120
(Life Technologies) que contém 120 bilndes de esferas, permitindo a
identificacdo de 120 bilhdes de diferentes sequéncias da biblioteca de cDNA.
Como utilizamos barcodes adaptados a biblioteca, foi possivel agrupar
bibliotecas de 5 diferentes amostras em uma mesma ePCR. Para isso,
utilizamos 50 pg/pL de cada biblioteca.

Em seguida, o produto da ePCR é purificado utilizando a plataforma
EZ Bead Enricher. Esse dispositivo utiliza a complementariedade com a
extremidade P2 dos fragmentos da biblioteca para eliminar beads sem
fragmentos apos a ePCR. Em seguida, a biblioteca ligada a bead sofrera
uma modificacdo na extremidade 3’ para permitir que esta se ligue
covalentemente a uma lamina de vidro que servira de base para o
sequenciamento (Figura 8). Apds deposicao desse produto nas laminas de
vidro, as mesmas foram instaladas na plataforma de sequenciamento SOLID

5500XL.
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a
Biblioteca de cDNA Primers P1 e P2 Polimerase Beads P1
b EMULSAO BEAD RECOBERTA DE FRAGMENTOS COM MODIFICACAO
FRAGMENTOS DE BIBLIOTECA NA EXTREMIDADE 3’
o el

® _*_ _ PCR Modificagio 3’
SRS S -

Figura 8 - Representacdo esquematica da ePCR. a) Para a ePCR s&o
combinados as bibliotecas de cDNA, primers P1 e P2 complementares as extremidades dos
fragmentos de biblioteca, polimerase e beads com fragmentos P1; b) Sdo gerados micro
reatores contendo um unico fragmento de biblioteca. Apés a PCR cada bead P1 sera
recoberta por cépias monoclonais de um fragmento de biblioteca. Uma modificacdo na
extremidade 3’'dos fragmentos ligados a bead permitira a aderéncia das mesmas a

superficie de sequenciamento.

Na abordagem de sequenciamento escolhida para este trabalho,
denominada de paired-end, sdo sequenciados até 75 nucleotideos no
sentido “a frente” (regido P1 em dire¢cdo ao adaptador interno), até 35
nucleotideos no sentido reverso (regido do adaptador interno em direcéo a
regiao P1), além da regido do codigo de barras que identificara a origem de

cada fragmento (Figura 7). O sequenciamento nesta plataforma é baseado
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na utilizagcado de primers, sondas fluorescentes e enzimas ligase. Os primers
possuem sequéncias complementares a regides que flanqueiam as regides
de interesse (cCDNA e cddigo de barras), como a regido P1 e o adaptador
interno. O processo de sequenciamento se inicia com o anelamento de um
primer universal, de tamanho “n”, a extremidade do adaptador P1, por
exemplo, imediatamente antes do inicio da sequéncia referente a biblioteca.
Em seguida, a sonda que for complementar aos primeiros nucleotideos da
biblioteca se hibridara e sera ligada ao primer pela acdo de uma ligase
(Figura 9a). Ao se hibridar, havera a clivagem do fluoréforo, e esta
fluorescéncia sera detectada pelo aparelho. Além disso, a extremidade 5’ da
sonda ficara exposta permitindo a ligagdo a sonda que sera liberada pelo
sequenciador no proximo ciclo (Figura 9b). Inicia-se ent&o ciclos sucessivos
de ligacédo de sondas e deteccdo de fluorescéncia até que todo o fragmento
seja coberto. Entretanto, como apenas dois nucleotideos de cada sonda séo
seletivos (as demais bases sao degeneradas), uma nova etapa de
hibridagdo de sondas € necessaria para cobrir os “gaps” deixados pelas
bases degeneradas (Figura 8c). Dessa forma, apds a cobertura de todo o
alvo, o fragmento gerado pelas sondas € desnaturado e inicia-se um novo
ciclo com um novo primer (Figura 9d). Este primer tera uma base a menos
do que o primer da ligagao anterior (tamanho do primer é “n-1”) e se anelara
a regido P1, por exemplo, expondo a ultima base desta sequéncia (em
decorréncia da auséncia de um nucleotideo). O préximo ciclo de ligagéao de
sondas se iniciara por esta base, permitindo a cobertura de regibes que

estavam previamente hibridadas com as bases degeneradas. Esse ciclo se
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repete com novos primers que apresentam tamanho gradativamente menor,
perdendo sempre o ultimo nucleotideo da sequéncia (n-1, n-2, n-3 e n-4)
(Figura 10a). Isso permitira que a totalidade dos nucleotideos do alvo sejam
lidos duas vezes. Esse processo é essencial ja que por se usar apenas 4
fluéroforos, uma leitura dupla de cada base é necessaria, tendo como base o
conhecimento da sequéncia flanqueadora (P1 ou adaptador interno) para se

decifrar a sequéncia de bases do alvo. (Figura 10b e c).

a b
POH
Primer (n) mm . m ) *
HO
, (n) LA T * AT
3 FEETTTTEETITTREITYY L S
. JRRASAS AL AR S AR AR ARARR AR AL SN QESTOISSTTINIBNETITINITITNY Sy

TA : . : TA .

Adaptador P1 Sequencia alvo

e S Ty
1 2 3 4 5 6 7 on Primer (n-1)

3" Desnaturagiao
TITETETITITITIITY

3

Fonte: Adaptada de CARVALHO e SILVA (2010)
Figura 9 - Quimica de sequenciamento da plataforma de sequenciamento
SOLID.
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Fonte: Adaptada de CARVALHO e SILVA (2010)
Figura 10 - Representagéo do esquema de sequenciamento na plataforma

SOLID. a) Esquema dos ciclos de anelamento de primers e hibridagdo de sondas de

sequenciamento. As bases identificadas em cada ciclo estdo marcadas com um circulo,
enquanto as demais bases estdo sendo ocupadas por nucleotideos degenerados da sonda
de sequenciamento. Note que cada base ¢ lida duas vezes. b) Mapa de fluorescéncia usado
no sistema SOLID. Cada fluoréforo pode representar 4 diferentes pares de nucleotideos. A
identificacdo de cada base depende de uma segunda leitura da base adjacente. c) Exemplo

de decodificagdo de uma regido sequenciada baseada no mapa de fluorescéncia.

3.7 ANALISE DE BIOINFORMATICA

Os dados gerados no sequenciamento foram alinhados utilizando o
software Lifescope (versdo 2.5.1, Life Technologies). Este software filtra
sequéncias de RNA ribossomal e demais contaminagdes, além de alinhar as
sequéncias obtidas ao genoma de referéncia utilizado (versdo GRCh37 do

genoma humano, Ensembl) e exportar esses alinhamentos para arquivos no
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formato BAM. Os arquivos BAM foram processados com o software HTSeq
(versao 0.6.0, opcédo “union”) (ANDERS et al. 2014), para a obtencdo do
numero de counts para cada gene presente na versdo GRCh37 do genoma
humano (Ensembl). Foram entdo excluidos das analises os genes que
apresentavam um total de reads menor que 5, uma média de reads por
amostra menor que 0.2 e counts por milhdo de reads mapeados (cpm)
menor que 1.

Para determinagdo dos genes diferencialmente expressos, foi
utilizado o algoritmo DESeq2 (LOVE et al. 2014). Foram aplicados os
parametros padrées do software para a normalizacdo dos dados de
expressao e para a estimagdo dos parametros do modelo estatistico
empregado. Foram considerados como diferencialmente expressos aqueles
genes cuja analise estatistica dos niveis de expressao, comparados entre os
grupos analisados, apresentou p-valor < 0,01 e fdr (false discovery ratio)

<0,1.

3.8 VALIDAGAO IN SILICO

Com o objetivo de desafiar nossos resultados em uma nova coorte de
casos, utilizamos uma abordagem de validacéo in silico baseado em dados
de sequenciamento gerados pelo The Cancer Genome Atlas (TCGA)
(LAWRENCE et al. 2015). Para isto, realizamos 3 selegbes de grupos de
pacientes utilizando diferentes critérios de inclus&do. No primeiro grupo

(TCGA_1), incluimos apenas dados de pacientes que apresentavam os
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seguintes critérios: individuos com 40 anos ou mais, tabagistas e que se
enquadravam nos grupos pT1/pN+ ou pT3-4/pNO. Nesta selegdo obtivemos
3 casos de tumores metastaticos e 25 ndo metastaticos. No segundo grupo
(TCGA_2), afrouxamos o critério tabagismo, incluindo também nao-fumantes.
Nesta selecdo obtivemos 6 casos de tumores metastaticos e 35 néo
metastaticos. No terceiro grupo (TCGA_3), além de incluirmos nao fumantes,
incluimos também pacientes com tumores T2/N+ ao grupo metastatico.
Nesta selegao obtivemos dados de 31 tumores metastaticos e de 35 tumores
nao metastaticos.

Em seguida, foram realizadas analises de expressé&o diferencial entre
0s grupos metastaticos e ndo metastaticos de cada uma das trés sele¢des
do TCGA. Para tal analise, foram obtidas tabelas de “counts” de sequéncias
para genes presentes na anotagdo RefSeq do genoma humano a partir do
website do TCGA (http://cancergenome.nih.gov/). A filtragem de genes do
TCGA assim como a selegcdo dos genes diferencialmente expressos foi
realizada como descrito anteriormente para os casos sequenciados neste
estudo (algoritmo DESeq2). Por fim, os resultados obtidos nesta analise
foram cruzados com os resultados do nosso estudo, permitindo a
identificacdo dos genes cuja expressao diferencial foi confirmada em ambas
analises.

Considerando a possibilidade de que a selecédo descrita a cima possa
estar favorecendo selegdo de genes que apresentam expressao diferencial
em decorréncia do tamanho tumoral, realizamos uma nova sele¢ao de casos

do TCGA ignorando esta variavel (tamanho do tumor). Dessa forma, dois
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novos grupos do TCGA foram selecionados para comparagao: o primeiro foi
constituido da totalidade de casos de carcinoma epidermdide de cavidade
oral (C02, C03, C04, C05 e C06), ja o segundo foi restrito aos casos de
lingua (C02) e assoalho bucal (C04).

O grupo formado por tumores de lingua e assoalho bucal de todos os
tamanhos, por representar um grupo mais homogéneo e eliminar um
possivel fator de confusdo, foi escolhido como base para a determinagao dos
genes candidatos.

Os transcritos foram classificados como validados se apresentassem
p-valor menor que 0,01 e fdr menor que 0,1 em ambos os grupos amostrais
(amostras deste estudo e amostras do TCGA) e se o sentido da diferenca de

expressao (aumento ou diminuigdo da expressdo) também fosse o0 mesmo.

3.9 DETERMINAGAO DE GENES CANDIDATOS

A partir do grupo de genes validados através dos dados do TCGA,
realizamos um teste para verificagdo daqueles transcritos com maior
potencial de discriminagdo entre tumores metastaticos e nao metastaticos.
Isso foi feito a partir da determinacdo da sensibilidade e especificidade do
uso de cada marcador e todas as suas possiveis combinag¢des a partir da
realizagcdo de curvas ROC usando os dados de sequenciamento gerados
neste trabalho. Para analises univariadas, considerando um unico transcrito,
foi utilizado o software GraphPad Prism versdo 6.0 para MAC OS X. Para

analises multivariadas, testando o efeito da combinagdo de diferentes
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transcritos, foi utilizada a ferramenta online ROCCET: ROC Curve Explorer &
Tester (www.roccet.ca) (XIA et al. 2013). Os transcritos com melhores
valores de area abaixo da curva (AUC) foram selecionados para as etapas

seguintes de validagao.

3.10 PCR EM TEMPO REAL QUANTITATIVO

Baseados nos resultados da curva ROC, escolhemos ensaios de PCR
em tempo real quantitativo (QRT-PCR) baseados na tecnologia Tagman,
para os 3 genes com maior potencial de representar biomarcadores de
metastase nodal. Para corre¢cdo dos valores de expresséo génica utilizamos
um ensaio Tagman para o gene GAPDH como controle endégeno. Todas as
reagdes foram realizadas em duplicata a partir de uma abordagem
“‘multiplex”, permitindo uma afericdo mais precisa do nivel de expressao dos
genes de interesse. Os ensaios selecionados e suas caracteristicas estao

descritas na Quadro 6.

Quadro 6 - Ensaios Tagman utilizados para mensuragado da expresséo dos
genes candidatos a biomarcadores e do controle endégeno

Regido de

Transcrito Identificagdo do Tamanho do

Ensembil Id Fluoréforo hibridagao da
alvo ensaio amplicon (nt)
sonda

NR3C2 ENSG00000151623 Hs01031809_m1 68 FAM Entre éxons
FADD ENSG00000168040 Hs04187499_m1 118 FAM Entre éxons
CCND1 ENSG00000110092 Hs00765553_m1 57 FAM Entre éxons

GAPDH ENSG00000111640 4326317E 122 VIC Exon 3
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Para o calculo dos niveis de expresséo génica a partir dos ensaios de
gPCR foram calculados os Cts de cada amostra a partir da média de cada
duplicata. Os calculos para a determinagdo do Fold change (FC) estédo
descritos na Figura 11. O ensaio foi repetido todas as vezes que a diferenga

de Ct entre as duplicatas fosse maior que 1,0.

ACt = média Ct gene alvo — média Ct controle endogeno

U

AACt = ACt de cada caso — média ACt todos os casos ndo metastaticos

Fold change (FC) = 2-2ACt

Figura 11 - Formulas utilizadas para calculo dos niveis de expressao génica
a partir dos ensaios de qPCR.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para verificar
associacgdes entre duas variaveis continuas, ou teste de Kruskal-Wallis para
verificar associagdes entre 3 ou mais variaveis continuas. O teste do qui-
quadrado ou teste exato de Fisher foi utilizado para verificar associa¢des
entre variaveis categoricas. Associagbes que revelassem p-valor < 0,05

foram consideradas estatisticamente significativas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS DAS

AMOSTRAS SEQUENCIADAS

As amostras utilizadas neste estudo, suas caracteristicas clinicas e o
respectivo agrupamento estdo descritos no Quadro 7. Foram incluidas 10
amostras no grupo ndo metastatico (NO) e 10 amostras no grupo metastatico
(N+). A idade média foi de 57,2 anos para o grupo NO e 58,4 anos para o
grupo N+, sendo esta diferenga nao significativa (p=0,69). A distribuicdo dos
géneros foi idéntica, sendo de 8 homens e 2 mulheres em cada grupo.
Considerando a localizagdo do tumor primario, 5 tumores do grupo N+
localizavam-se no assoalho de boca (C04) e 5 na lingua oral (C02). Todos
os casos do grupo NO se desenvolveram na lingua oral. A distribuigdo de
tumores estadio Ill e IV foi idéntica entre os grupos, sendo 4 e 6 casos,
respectivamente, em cada grupo. Embora nossos grupos se diferenciem em
relagdo a localizagdo do sitio primario, sabe-se que tumores da lingua e
assoalho bucal possuem comportamento bastante semelhante (SHAH e GIL
2009). Além disso, no caso de tumores grandes, a determinagédo do sitio
primario de desenvolvimento tumoral (lingua ou assoalho bucal) é
extremamente limitada pelo frequente envolvimento dessas duas estruturas

anatdmicas durante o crescimento tumoral. Assim, apesar dessa diferenca,
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nossos grupos de estudo sdo bastante homogéneos, reduzindo o risco de
introducéo de vieses clinicos na analise.

As caracteristicas histopatolégicas dos tumores estudados (Quadro
8) foram obtidas retrospectivamente a partir do laudo anatomopatolégico
(casos obtidos no ACCCC) e a partir do banco de dados do projeto tematico
GENCAPO. Apesar dessa analise se basear em critérios subjetivos,
mensurados por diferentes individuos e sujeita a variagdes na metodologia
de avaliagéo, ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos
de estudo para as variaveis histopatolégicas. E importante destacar que nao
observamos diferengas significativas na distribuicdo de tumores entre os
grupos considerando a gradagao histopatologica tumoral. Observamos o
mesmo numero de tumores bem diferenciados nos dois grupos de estudo,
indicando a limitada utilidade do fendtipo histopatolégico na mensuragéo de
risco para desenvolvimento metastatico.

A mensuragdo da profundidade de invasdo mostrou-se também um
critério limitado para predi¢do da ocorréncia de disseminagdo metastatica, ja
que mesmo um tumor micro-invasivo (CP3/0012) gerou metastase nodal.
Caracteristica importantes como presenca de reagao desmoplasica e
intensidade de infiltrado inflamatério peritumoral n&o puderam ser
adequadamente avaliadas devido ao carater retrospectivo da analise do
carater morfologico destes tumores. Essas informagbes nem sempre sao
contempladas nos laudos anatomopatoldgicos.

Além disso, a maioria dos critérios descritos na Quadro 8 s&o

extremamente dependentes da extensdo da avaliagdo histopatoldgica do
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tumor, como por exemplo, presengca de invasdo vascular, linfatica e

perineural.

Dessa forma,

apesar

da aparente homogeneidade, a

variabilidade tumoral dificiimente sera contemplada fidedignamente neste

quadro.

Quadro 7 - Caracteristicas clinicas

avaliadas neste estudo

dos pacientes cujas amostras foram

Amostra Idade ao diagnéstico Género Localizagdo pT pN M Estadiamento Grupo Origem da amostra
CP1/0151 47 M C02 3 0 0 11l NO GENCAPO
CP2/1022 44 M C02 3 0 0 11l NO GENCAPO
CP1/0291 55 M C02 4 0 0 v NO GENCAPO
CP3/0486 56 M C02 3 0 X 11l NO GENCAPO
CP103T 75 M C02 3 0 X 11l NO ACC
co102T 39 F C02 4 0 X v NO ACC
CO106T 59 M C02 4 0 X v NO ACC
CO100T 80 F C02 4 0 X v NO ACC
CO40T 69 M C02 4 0 X v NO ACC
CP1/0040 48 M C02 4 0 0 v NO GENCAPO
CP3/0652 63 M Co04 1 1 X 1] N+ GENCAPO
CP3/0012 50 M Co04 1 1 0 1] N+ GENCAPO
COo21T 66 M C02 1 1 X 1] N+ ACC
CO16T 51 M C02 1 1 X 1] N+ ACC
CP3/0280 52 M Co04 1 2b X v N+ GENCAPO
CO30T 40 M Co04 1 2b X v N+ ACC
CO85T 75 F C02 1 2b X v N+ ACC
CO31T 72 F C02 1 2b X v N+ ACC
CP3/0613 56 C02 1 2b X v N+ GENCAPO
CP1/0397 59 Co04 1 3 0 v N+ GENCAPO
M - masculino; F - feminino; ACC - AC Camargo Cancer Center
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Caracteristicas patolégicas dos tumores utilizados no

sequenciamento
Profundi
Gradagao Reagao Invasao Invasao Invasao Locali
Caso dade de P NLD NLA EC
histopatolégica ) . desmoplasica sanguinea linfatica perineural zagao
invasao
Bem Plano Néo Nao Moder
CP1/0040 NI Presente 37 0 - -
diferenciado muscular detectada detectada ado
Moderadamente Plano Néo Nao Moder
CP1/0151 NI Presente 21 0 - -
diferenciado muscular detectada detectada ado
Bem Plano Néo Nao Nao Escas
CP1/0291 NI 36 0 - -
diferenciado muscular detectada detectada detectada so
Bem Plano Néo Nao Intens
CP2/1022 NI Presente 4 0 - -
diferenciado muscular detectada detectada o
Bem Néo Nao Escas
CP3/0486 NI NI Presente 41 0 - -
diferenciado detectada detectada so
Bem Plano Néo Nao Intens
CP103T Moderada Presente 41 0 - -
diferenciado muscular detectada detectada o
Bem Plano Néo Nao Nao
co102T NI NI 73 0 - -
diferenciado muscular detectada detectada detectada
Moderadamente Plano Néo Nao Nao Escas
CO106T Moderada 35 0 - -
diferenciado muscular detectada detectada detectada so
Moderadamente Plano Néo Nao Moder
CO100T Moderada Presente 10 0 - -
diferenciado muscular detectada detectada ado
Moderadamente Plano Néo Nao Moder
CO40T Moderada Presente 49 0 - -
diferenciado muscular detectada detectada ado
Bem Micro Nao Nao Nao Ausen
CP3/0012 NI 89 1 Nivel | Néo
diferenciado invasivo detectada detectada detectada te
Moderadamente Lamina Moder Nivel
CP3/0652 NI Presente Presente NI 42 1 Nao
diferenciado prépria ado 1l
Bem Plano Néo Nao Nao NI
COo21T NI 10 1 Nivel | Néo
diferenciado muscular detectada detectada detectada
Moderadamente Plano Néo Nao Nao NI Nivel
CO16T NI 55 1 Néo
diferenciado muscular detectada detectada detectada 1]
Bem Plano Nao Nao Moder Nivel
CP3/0613 NI Presente 21 2 Sim
diferenciado muscular detectada detectada ado 1]
NI Nivel
Moderadamente Lamina Nao Nao Nao
CO30T NI 35 2 IBe Néo
diferenciado prépria detectada detectada detectada W
Moderadamente Lamina Néo Nao NI Nivel |
CO31T NI Presente 20 2 Sim
diferenciado prépria detectada detectada ell
Moderadamente Plano Néo Nao NI Nivel |
CP3/0280 NI Presente 46 3 Nao
diferenciado muscular detectada detectada ell
Bem Plano Nao Nao Nao NI Nivel
CO85T NI 30 5 Sim
diferenciado muscular detectada detectada detectada 1]
Niveis
Pouco Lamina Néo Escas
CP1/0397 NI Presente Presente 25 6 I, 1l e Nao
diferenciado prépria detectada so W

IIP - Infiltrado inflamatério peritumoral; NLD: nimero de linfonodos dissecados; NLA: numero de linfonodos acometidos; EC: extravasamento capsular; NI: ndo

informado no exame histopatolégico
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4.2 RESULTADOS DO SEQUENCIAMENTO DO

TRANSCRIPTOMA

O planejamento de sequenciamento do transcriptoma das 20
amostras selecionadas foi baseado em duas corridas multiplex, cada uma
envolvendo 10 amostras (5 casos N+ e 5 casos NO). Entretanto, enquanto o
primeiro grupo de amostras sequenciadas apresentou critérios de qualidade
adequados apds analise preliminar, durante o sequenciamento do segundo
grupo de amostras tivemos problemas técnicos no sequenciador que
comprometeram a qualidade dos resultados. Este problema ocasionou a
geracdo de sequéncias com tamanho significativamente menor que o
esperado ( 25-50 nucleotideos). Dessa forma, foi necessaria a realizagao de
um terceiro sequenciamento do segundo grupo de amostras. Embora este
terceiro experimento tenha gerado sequéncias com tamanho maior (25-69
nucleotideos), obtivemos queda expressiva na qualidade das leituras. Todos
os problemas ocorridos durante esses experimentos foram decorrentes de
problemas técnicos na plataforma SOLID 5500XL.

Com o intuito de melhorar os aspectos matematicos relativos a analise
de dados, decidimos manter ambas corridas referentes ao segundo grupo de
sequenciamento, somando-as ja que tratam-se de réplicas técnicas. Os
achados destes sequenciamentos estao descritos na Quadro 9.

Geramos ao todo cerca de 3 bilhdes de sequéncias, representando
uma média de 153 milhdes de fragmentos por amostra. O menor numero de

sequéncias foi de 99 milhdes de fragmentos para a amostra CO85T e o
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maior foi 296 milhdes para a amostra CO21T. Esses valores estdo dentro da
extensao de cobertura recomendada para analises de expresséo diferencial
e descoberta de novos transcritos, que de acordo com o Standards,
Guidelines and Best Practices for RNA-Seq V1.0 (de junho de 2011)
(https://genome.ucsc.edu/ENCODE/protocols/dataStandards/ENCODE_RNA
seq_Standards_V1.0.pdf) do The ENCODE Consortium, deve variar entre
100 e 200 milhdes de fragmentos por amostra.

E importante destacar os resultados de TARAZONA et al. (2011) que
ressaltam que o aumento da profundidade de sequenciamento ira favorecer
apenas a deteccao de transcritos nao codificadores de proteinas e transcritos
de baixa expressdo com provavel fungéo regulatoria.

A distribuicdo do numero de sequéncias de acordo com o0s grupos de
estudo esta exposta na Figura 12. Observamos um maior numero de
sequéncias no grupo de tumores metastatico, representando 61% do total de
sequéncias, em relagdo ao grupo de tumores nao-metastaticos,
representando 39% do total de sequéncias. A diferenca no numero de

sequéncias entre os dois grupos foi significativa (p=0,01).
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Figura 12 - Distribuicdo do numero de fragmentos sequenciados por

amostra de acordo com o grupo de estudo. *Amostras sequenciadas duas vezes.

Os valores referem-se a soma das duas corridas.

Na contabilidade geral para todas as amostras, foram sequenciados
18815 transcritos unicos, sendo classificados, de acordo com o sistema de

anotagao do Ensembl, nos seguintes grupos:

. Codificadores de proteina - Protein coding - (PC);

. Pseudogenes - Pseudogene - (PsG);

. N&o codificadores de proteina longos - Long noncoding - (LNC);
. N&o codificadores de proteina curtos - Short noncoding - (SNC).

As subdivisbes de cada um desses grupos, assim como os critérios de
classificagdo estdo descritos na Quadro 10. A distribuicdo dos transcritos
nestes grupos e respectivos subgrupos esta representada a seguir nas

Figuras 13 e 14, respectivamente.



Quadro 9 - Dados globais das corridas de sequenciamento
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Total de
Total de sequéncias Qualidade Tamanho das
Amostra  Grupo sequéncias por Corrida
por amostra média sequéncias
corrida
CP3/0652 N+ 223099890 1 223099890 31,1 25-75
CP3/0397 N+ 208867300 1 208867300 30,1 25-75
CP1/0151 NO 123026366 1 123026366 29,7 25-75
CP3/0012 N+ 127654066 1 127654066 30,7 25-75
CP2/1022 NO 184486268 1 184486268 29,9 25-75
CP3/0280 N+ 158983990 1 158983990 31,0 25-75
CP1/0291 NO 107596918 1 107596918 29,7 25-75
CP3/0486 NO 109264726 1 109264726 30,3 25-75
CO30T N+ 141798754 1 141798754 30,6 25-75
CP103T NO 138997596 1 138997596 29,5 25-75
34019407 2 35,4 25-50
co102T NO 114467039
80447632 3 254 25-69
30861554 2 34,4 25-50
CO106T NO 102689648
71828094 3 243 25-69
37857572 2 30,2 25-50
CO100T NO 104987174
67129602 3 24,9 25-68
48813428 2 28,8 25-50
CO40T NO 123206158
74392730 3 24,4 25-68
46113543 2 35,5 25-50
CP1/0040 NO 152103569
105990026 3 25,8 25-69
33715931 2 35,4 25-50
CO85T N+ 99836305
66120374 3 257 25-69
87044268 2 30,4 25-50
CO31T N+ 179037238
91992970 3 24,8 25-68
147851644 2 29,6 25-50
COo21T N+ 296969618
149117974 3 25,9 25-68
72701650 2 35,9 25-50
CO16T N+ 215400724
142699074 3 26,6 25-69
74039890 2 31,3 25-50
CP3/0613 N+ 164683416
90643526 3 25,1 25-68
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“PC (83,5%)
“PsG (5,92%)

* LNC (6,48%)
“ SNC (4,04%)

Figura 13 - Classificagdo em grupos dos 18.815 transcritos identificados no

sequenciamento. PC - Codificadores de proteina; PsG - Pseudogenes; LNC - n&o

codificadores longos; SNC - nao codificadores curtos.
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Quadro 10 - Classificagao dos transcritos sequenciados neste estudo

Biotipos de
Subtipos Classificagao
transcritos (Ensembl)
IGC gene
IGJ gene
Transcritos referentes a cadeia variavel das imunoglobulinas e
Codificadores de IGV gene
receptores de células T
proteina TRC gene
TRV gene
Protein coding Transcritos que possuem uma Open Reading Frame (ORF)
IGC pseudogene
IGJ pseudogene Transcritos inativados de imunoglobulinas
IGV pseudogene
Possuem similaridade com proteinas, mas geralmente
apresentam sequéncia codificadora corrompida, sendo que um
Pseudogenes
Pseudogene gene homologo ativo pode ser encontrado em outro l6cus.
Outras vezes, estes podem apresentar uma sequéncia
codificante intacta, mas a ORF é truncada.
Polymorphic
Pseudogene que possui um polimorfismo (SNP ou INDEL)
pseudogene
lincRNA RNA intergénico longo néo codificante

Sense intronic

Nao codificadores
Sense overlapping
longos

Processed transcript

RNA longo néo codificante transcrito a partir de introns de um
gene codificante e que ndo sobrepde um éxon
Transcrito ndo codificante longo que contém um gene codificante
no seu intron na mesma fita
Transcrito que ndo possui uma ORF

Transcrito que cobre uma regido do genoma referente a um

Antisense
l6cus génico, mas na fita oposta do DNA
. Transcrito com 21 a 25 nt que atua na regulagéo da expressao
miRNA
génica
miscRNA Outros RNAs pequenos
Mt rRNA RNA ribossomal mitocondrial
Mt tRNA RNA transportador transcrito a partir do genoma mitocondrial
Nao codificadores
Pequeno RNA nucleolar - guiam modificagdes durante
curtos snoRNA
maturagao de outros RNAs
Pequeno RNA nuclear - Presente no nucleo, estdo envolvidos
snRNA com splicing, regulagéo de fatores de transcrigdo e manutengéo

rRNA

de teldbmeros

RNA ribossomal




Codificadores de proteina

¥ |GC gene (0,07%)
3 = 1GJ gene (0,06%)
/1_ “1GV gene (0,5%)
 Protein coding (99,2%)
TRC gene (0,02%)

TRV gene (0,006%)

Pseudogenes

W IGC pseudogene (0,09%)
1GJ pseudogene (0,09%)
1074
WGV pseudogene (0,27%,
 Polymorphic pseudogen

Pseudogene (99,5%)

N3o codificadores longos

174

N3ao codificadores pequenos

“1incRNA (43,4%)

 Sense intronic (9,76%)

" Sense overlapping (3,31%)
Antisense (33,3%)
Processed transcript (9,76%)

& miRNA (14,1%)
& miscRNA (33,2%)
& Mt rRNA (0,27%)
W Mt tRNA (2,71%)
1 snoRNA (31,3%)
© snRNA (11,2%)
rRNA (7,05%)

Figura 14 - Classificagdo em subgrupos dos 18815 transcritos identificados no estudo de acordo com a classificagédo do

Ensembl.
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De acordo com PALAZZO e LEE (2015) RNAs transportadores
(tRNA) e rRNA s&o os transcritos mais abundantes (em numero de
moléculas) em células de mamiferos. Na nossa amostra observamos que
7% dos transcritos identificados representavam rRNA. Essa medida
representa o numero de transcritos unicos identificados e n&o a quantidade
de rRNA detectado. O grau de contaminagdo com rRNA foi alto, mesmo
apdés a repeticdo do processo de eliminacdo destes RNAs com o Kkit
ribominus (Life Technologies), indicando uma baixa eficiéncia deste sistema,
0 que reduz a eficacia na analise dos transcritos de maior interesse.

Dentre os 100 transcritos mais expressos (em numero de fragmentos
sequenciados) observamos um grande predominio de transcritos SNC
(cerca de 206 milhdes de fragmentos) distribuidos em 37 transcritos unicos.
Estes s&o seguidos de transcritos PC (cerca de 85 milhdes de fragmentos)
distribuidos em 52 transcritos unicos, e transcritos LNC (cerca de 69 milhdes
de fragmentos) distribuidos em 8 transcritos unicos (Quadro 11). Esses
resultados referentes aos RNAs n&o codificantes corroboram com Palazzo e
Lee 2015, que revisaram a literatura, determinando que transcritos SNC s&o

mais abundantes que transcritos LNC.
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Quadro 11 - Classes de transcritos mais e menos representadas nos 20
casos de CEB

Nuamero de Total de sequéncias
Biotipo
transcritos unicos identificadas
Mt rRNA (SNC) 2 107847598
Protein coding (PC) 52 85947195
snoRNA (SNC) 33 85779094
Processed transcript (LNC) 3 61313483
Cem transcritos Unicos
lincRNA (LNC) 3 27007982
mais abundantes
miscRNA (SNC) 1 11811016
Antisense (LNC) 3 7692646
Sense intronic (LNC) 2 2573417
SnRNA (SNC) 1 874726
Pseudogene (PsG) 27 6666
lincRNA (LNC) 28 6506
Antisense (LNC) 15 4027
Protein coding (PC) 11 2938
Cem transcritos Unicos rRNA (SNC) 7 1763
menos abundantes Sense intronic (LNC) 4 1048
snoRNA (SNC) 3 906
miRNA (SNC) 3 728
Sense overlapping (LNC) 1 302
Processed transcript (LNC) 1 298

4.3 DETERMINAGAO DOS GENES DIFERENCIALMENTE

EXPRESSOS

A partir da analise quantitativa encontramos 150 genes com sugestao
de expressao diferencial (DE) entre os grupos N+ e NO. A expressao relativa
de cada um destes 150 genes em cada um dos 20 tumores sequenciados

esta representada na Figura 15. E possivel observar que a partir do padréo
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de expressao destes 150 genes ha uma clara separagdo dos grupos de
tumores de acordo com o status linfonodal dos pacientes.

Excecéo se faz aos casos CO31T e CO85T. Esses tumores, embora
apresentem metastases linfonodais confirmadas ao exame
anatomopatologico, se assemelham mais ao padrdo de expressdo de
tumores ndo metastaticos. Interessantemente, ao revisarmos as
caracteristicas clinico-patologicas referentes a estes pacientes, destaca-se o
fato de ambos serem do sexo feminino, negarem histérico de tabagismo ou
etilismo durante anamnese e serem diagnosticadas a partir da oitava década
de vida. Estes aspectos compreendem um grupo clinico especifico de
pacientes com CEB formado por mulheres em idade avangada que nunca se
expuseram a fatores de risco conhecidos para o desenvolvimento do CEB.
Essas pacientes usualmente possuem tumores na lingua oral e acredita-se
que apresentem uma menor sobrevida doenga-especifica. Sugere-se que
esses tumores apresentem caracteristicas moleculares especificas, o que
explicaria o seu desenvolvimento em um grupo tdo peculiar (KOO et al.
2013). Nossos dados suportam essa teoria ja que estes dois casos nao se
encaixam nos padrbes de expressdo génica esperados para tumores
metastaticos de acordo com os dados deste estudo. Além disso, esses
dados favorecem a ideia de que os mecanismos moleculares envolvidos no
processo metastatico podem variados, mesmo para tumores de uma mesma
regiao anatémica.

De qualquer forma, ressalta-se a especificidade desses genes

candidatos para a determinagdo da doenca metastatica nos demais
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pacientes que relatam exposicdo a fatores de risco. Mesmo os dois outros
pacientes do género feminino (CO100T e CO102T) que revelaram histérico
de tabagismo a anamnese, sdo categorizados ao se avaliar o padrdo de
expressao dos 150 genes DE. Demonstrando que as diferengcas observadas
para as pacientes CO31T e CO85T sao decorrentes de um provavel subtipo
clinico de CEB e nao devido ao género.

As classes e subclasses de transcritos diferencialmente expressos
estdo representadas nas Figuras 16 e 17, respectivamente. Assim como
destacado para a expressao génica global, observamos um maior numero de
genes DE entre o grupo de transcritos PC, sendo seguidos de longe pelos

transcritos LNC.
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Figura 15 - Heatmap répresenténdo a expressao relativé dos 150 genes

diferencialmente expressos de acordo com as amostras sequenciadas.
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“PC (79,3%)
“LNC (16,0%)
“ PsG (4,0%)
“SNC (1,3%)

Figura 16 - Classificagcdo em grupos dos 150 transcritos diferencialmente

expressos entre tumores metastaticos e tumores ndo metastaticos. PC -
Codificadores de proteina; PsG - Pseudogenes; LNC - ndo codificadores longos; SNC - ndo
codificadores curtos.

Codificadores de proteina N3o codificadores longos

“ Antisense (4,7%)

“lincRNA (9,3%)
19 Protein coding (79,3%) ’

-

Pseudogenes N&o codificadores pequenos

Processed transcript (0,7%

Sense intronic (0,7%)

“miscRNA (0,7%)

“ Pseudogene (4%) “ rRNA (0,7%)
N3

Figura 17 - Classificagdo em subgrupos dos 150 genes diferencialmente

expressos entre os grupos de estudo.
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A distribuicdo dos genes DE em relacdo ao cromossomo (Chr) de
origem esta representada na Figura 18. Observa-se que entre os tumores
metastaticos ha um maior numero de genes hiperexpressos localizados nos
Chr 3, Chr 1 e Chr 6. Entretanto, ao corrigir o numero de genes DE pelo
numero estimado de genes por Chr, temos que os Chr com maior
porcentagem relativa de genes hiperexpressos s&o o Chr3 (1,4%), o Chr18
(1,0%) e o Chr22 (0,8%). Ja os Chr com o maior numero de genes
hipoexpressos sdo o Chr 5, Chr X, Chr 4. Corrigindo esses valores pelo
numero de genes em cada Chr, temos que os Chr 21 (1,0%), Chr 5 (1,0%) e
Chr X (0,8%) apresentam a maior porcentagem relativa de genes

hipoexpressos em tumores metastaticos.

o
(9]

I Hiperexpresso
I Hipoexpresso

p—
=]

9]

Numero de transcritos diferencialmente expressos

0

SYBEL CARINIIOVEEN SO PPy S
Cromossomo

Figura 18 - Distribuicdo dos 150 transcritos diferencialmente expressos de

acordo com o cromossomo de origem
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Em seguida, verificamos a localizagdo do gene de cada transcrito DE
em relagdo a sua posicdo cromossOmica (Figura 19). Observamos que as
regides a seguir possuem pelo menos dois genes diferencialmente
expressos, podendo ser indicativo de um evento de amplificagéo ou delecao
de parte do cromossomo: 1932.1 (LGR6, SOX13), 3923 (PCOLCE?2,
PXYLP1), 3929 (ATP13A5, HRASLS, LINC00909, FGF12), 5p13.1 (LIFR,
OSMR), 5q31.3 (PCDHGA8, PCDHB3, PCDHB14, VTRNA1-3), 6q14.1
(TPBG, ELOVL4), 6q925.3 (CLDN20, RP11477D19.2), 8q24.3 (RP11-
661A12.14, ARC), 9p13.3 (PRSS3, DNAJBS5), 11913.3 (AP000487.5,
CCND1, ANO1, RP11-849H4.2, FADD, FOSL1), 12q21.31 (NTS, RASSF9,
SLC6A15, RP11-1079J22.1), 15023 (PAQR5, SPESP1), 18p11.31
(L3BMBTL4, ZBTB14), 19p13.12 (ZNF850, CASP14, CYP4F22), 22q13.1
(MGAT3, SYNGRT), Xq27.2 (MAGEC1, MAGEC2) e Xq28 (CSAGT,

MAGEA10, MAGEA12).
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Figura 19 - Distribuicdo dos 150 genes diferencialmente expressos por

regido cromossémica de acordo com o fold change.
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Assim, buscamos na literatura por analises que relacionassem
alteracbes cromossémicas e a ocorréncia de metastase nodal em CEB.
SUGAHARA et al. (2011) verificaram que ganhos da regido 11q13 estavam
relacionados a tumores que apresentavam metastases nodais. Esta foi a
regido que apresentou o maior numero de genes DE no nosso estudo, sendo
5 genes hiperexpressos no grupo N+ (AP000487.5, CCND1, ANO1, RP11-
849H4.2, FADD) e apenas um hipoexpresso (FOSL17). Esses autores ainda
verificaram que os transcritos CCND1 e FADD, representam importantes
marcadores prognosticos para metastase nodal. Vale destacar que o gene
CCND1 também se apresentou hiperexpresso em tumores metastaticos em
outros dois estudos de analise transcricional (NAGATA et al. 2003;
ROEPMAN et al. 2006), como sera discutido adiante. DA SILVA et al. (2015)
observaram ganhos cromossémicos na regiao 3q21.3 em CEB metastaticos.
Em nossos achados, detectamos um gene hiperexpresso na mesma regiao
cromossOmica, o KLF15. UCHIDA et al. (2011) ao compararem 25 CEBs
metastaticos com 25 ndo metastaticos observaram perdas cromossOmicas
nas regides 11p15 e 20q13.33. Em nossos resultados observamos
transcritos hipoexpressos em tumores metastaticos nas mesmas regides:
CDHR5 e MIR646HG, respectivamente. Esses achados da literatura, de
certa forma, ddo embasamento para os nossos resultados ja que, embora as
metodologias comparadas sejam distintas, provém informagdes que se
complementam.

Para verificagcdo de possiveis vias bioldgicas enriquecidas entre os

genes diferencialmente expressos, submetemos os dados para analise na
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ferramenta online Kobas 2.0 (XIE et al. 2011). Os genes foram separados em
hiperexpressos e hipoexpressos, sendo cada grupo analisado
individualmente. Foram considerados significativos os resultados com p-valor
corrigido<0,05 e com pelo menos 2 transcritos alocados na via encontrada.
Apenas a via “Collagen formation” (REACT_120729) foi representada
significativamente (p-valor corrigido = 0,01) contendo 4 dos genes DE
(COLGALT2, MMP13, PCOLCE2, LOXL4) identificados neste trabalho,
sendo todos hiperexpressos em tumores metastaticos.

O remodelamento da matriz extracelular tém sido reconhecido como
um processo importante no desenvolvimento metastatico. O aumento da
expressdo de genes relacionados a este processo foi relacionado a maior
mortalidade em alguns tumores humanos (GILKES et al. 2014). De fato, a
presenca de um estroma denso associado ao tumor, denominado de reagao
desmoplasica, esta relacionada a maior ocorréncia de metastase linfonodal
oculta em tumores da lingua oral (PIMENTA AMARAL et al. 2004).

A formagédo dos colagenos fibrilares (I, Il e Ill) & dividida em duas
etapas, sendo uma intracelular e outra extracelular. Na etapa intracelular
ocorre a formagao dos polipetideos de cadeia alfa, que serdo processados
no reticulo endoplasmatico (RE). No RE as cadeias alfa sofrerdo
modificagdes permitindo a sua interacdo em triplas-hélices, sendo entao
exportadas para o meio extracelular. No meio extracelular, proteinases irdo
clivar as regides C e N terminais da tripla hélice, permitindo que estas
interajam entre si formando fibrilas de colageno. O processo final de

formagao do colageno fibrilar € determinado a partir de enzimas da familia
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LOX que irdo permitir a interagdo molecular entre essas fibrilas
estabelecendo estruturas mais densas denominadas de fibras colagenas
(GILKES et al. 2014).

Considerando os genes DE alocados na via “Collagen formation”
(REACT_120729), observamos que 3 genes possuem papel fundamental em
todas as etapas da formagao da estrutura da fibra colagena.

O gene COLGALTZ2, ou GLT25D2, é uma beta galactosil-transferase
que participa da glicosilagdo de residuos de hidroxilisina nas cadeias alfa no
RE (SCHEGG et al. 2009). Esse processo € essencial na biogénese do
colageno, permitindo uma estabilidade térmica da tripla hélice do colageno.
Cadeias alfa de pré-colageno que nao sdo adequadamente hidroxiladas
estdo mais propicias a degradagéao proteolitica e diminuigdo da deposi¢ao de
colageno. A interagéo entre fibras de colageno hidroxiladas com residuos de
lisina ttm mais estabilidade, o que leva a formag¢ao de um tecido mais rigido,
podendo estar relacionado a uma facilitacdo da disseminacdo tumoral
(GILKES et al. 2014).

Apos a exportacao das triplas hélices para o meio extracelular, os pro-
peptideos C e N terminais devem ser clivados para permitir que fibrilas de
colageno sejam formadas. Os pro-peptideos da regido C terminal s&o
clivados pela agcdo da BMP-1 e por algumas metaloproteinases. Sabe-se que
a atividade de BMP-1 pode ser aumentada pela agao de alguns catalizadores
como a PCOLCEZ2, que age como um aditivo para a ocorréncia da reagao de

quebra da regido C terminal da tripla hélice (STEIGLITZ et al. 2002).
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Apos a formagao das fibrilas de colageno, a interagdo entre as
mesmas € iniciada por uma familia de enzimas denominada LOX. Estas
enzimas estdo diretamente relacionadas ao aumento da fibrose, sendo que o
aumento de sua expressao relaciona-se ao remodelamento do colageno
tanto no sitio tumoral primario quando no sitio metastatico. Acredita-se que a
indugdo da remodelagdo do colageno em linfonodos por enzimas da familia
LOX facilitaria a colonizagdo deste sitio por células tumorais. O aumento da
expressdo de enzimas LOX foi associada a ocorréncia de metastase a
distdncia em CECP (ERLER et al. 2006). Especificamente a LOXL4,
encontrada diferencialmente expressa neste trabalho, foi associada ao
desenvolvimento de metastases linfonodais em CECP, assim como sua
expressdo foi intensa em células tumorais metastaticas dos linfonodos
cervicais (WEISE et al. 2008).

Dessa forma, podemos verificar que os genes DE que se alocaram
neste via podem, de fato, ter papel de extrema importancia na determinagao
do fendtipo metastatico.

Além disso, o remodelamento da matriz extracelular ndo é so
determinado por moléculas que promovem a formagéo de fibras colagenas,
sendo que a degradacao dessas fibras também é de extrema importancia. A
metaloproteinase 13 (MMP13) é uma metaloproteinase da familia das
colagenases que possui capacidade de degradacao do colageno fibrilar I, Il e
lll, além de degradar também colageno tipo IV. Dessa forma, a MMP13
possui um papel muito importante na remodelagdo da matriz extracelular

interagindo diretamente com a vias descritas acima. A expressao de MMP13
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em CEB tém sido relacionada a ocorréncia de metastase nodal (VINCENT-
CHONG et al. 2014). Mostrou-se que sua expressao é muito maior no tecido
tumoral do que na mucosa normal do mesmo paciente, tendo uma expressao
intermediaria em lesbes potencialmente malignas. Isso indica um papel
importante da MMP13 na progresséo da doenca (CHIANG et al. 2006). E
importante destacar que a expressdo de MMP13 é significativamente maior
no fronte de invasao tumoral do CEB (VINCENT-CHONG et al. 2014).

A inibicdo da expressdo de MMP13 em células de CEB in vitro,
possui consequéncias importantes na capacidade metastatica dessas
células. Além de causar inibicdo da sua capacidade invasiva (YU et al.
2011), observou-se também inibicdo da capacidade de implantagdo dessas
células quando injetadas em um modelo animal, impedindo assim a
consolidagéo do sitio metastatico (LEIVONEN et al. 2006).

Para verificar a complementariedade da lista de genes DE gerada
neste trabalho, buscamos nossos transcritos em listas de genes DE geradas
em outros 9 trabalhos que também buscaram transcritos marcadores de
metastase nodal em CEB (NAGATA et al. 2003; SCHMALBACH et al. 2004;
O’'DONNELL et al. 2005; ROEPMAN et al. 2005, 2006; ZHOU et al. 2006;
NGUYEN et al. 2007; MENDEZ et al. 2007; KASHIWAZAKI et al. 2008). As
comparagdes foram realizadas considerando separadamente os transcritos
hiper e hipoexpressos. Apesar de peculiaridades metodologicas e aspectos
distintos de separagdo dos grupos amostrais, dentre os 9 trabalhos que

identificamos, apenas 4 apresentaram genes DE encontrados também no
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nosso estudo, sendo estes representados por apenas 4 transcritos (Quadro

12).

Quadro 12 - Genes DE deste estudo também observados em outros
trabalhos

Total de Expressiao em CEB
Intersegao Gene
genes metastaticos
Genes DE + Nagata et al. (2003) + Roepman et al. (2006) 1 CCND1 Aumentada
Genes DE + Nagata et al. (2003) 1 MMP13 Aumentada
Genes DE + Kashiwazaki et al. (2008) 1 CYP26A1 Aumentada
Genes DE + O’Donnell et al. (2005) 1 GABRB3 Aumentada

Essa grande variabilidade de transcritos entre diferentes estudos
pode ser explicada a partir dos resultados de ROEPMAN et al. (2006). Os
autores verificaram que a partir de um grande numero de genes
diferencialmente expressos, diferentes combina¢des de assinaturas génicas
relacionadas a metastase podem ser geradas, obtendo-se sempre alta
acuracia para cada combinacdo na predi¢gao do desfecho. De acordo com o
autores, ndo ha um unico grupo de genes que ira portar uma acuracia
preditiva perfeita. Dessa forma, embora haja baixa complementariedade de
transcritos DE os trabalhos, isso n&o invalida nossos achados nem diminui a
importadncia dos mesmos para diagnostico da metastase nodal. Vale
ressaltar que este é o primeiro estudo a utilizar uma tecnologia de
sequenciamento em larga escala para determinar marcadores de metastase
nodal em CEB. Todos os demais trabalhos citados nesta analise utilizaram
microarrays que sao tecnologias de resolugdo limitada.

Outro fator importante € que nosso estudo € o unico que comparou

tumores com comportamento metastatico absolutamente polar. Incluimos
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tumores que desenvolveram metastases nodais em estagio de
desenvolvimento ainda precoce e comparamos com tumores de longo
desenvolvimento (em decorréncia do tamanho grande) de pacientes que
foram acompanhados por pelo menos 3 anos, garantindo assim o carater
nao metastatico dos mesmos. Essa sele¢do cuidadosa dos casos ressalta a
importancia dos dados gerados neste estudo.

Finalmente, para confirmar a efetividade do grupo de transcritos
gerados neste trabalho como DE, realizamos uma Analise de Componentes
Principais (PCA) (Figura 20) para verificar a distribuicdo das amostras de
acordo com o padrao de expressao desses genes. Nesta analise,
verificamos uma adequada separacdo de todas as 20 amostras

sequenciadas.

PC2

-10

PC1

Figura 20 - PCA utilizando o padréao de expresséo dos 150 transcritos DE. A
figura mostra o potencial dos 150 genes DE na separacéo de tumores metastaticos (circulos

vermelhos) de tumores nao metastaticos (circulos verdes)
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. Resultados da validagao in silico

Embora o numero de trabalhos utilizando a tecnologia de RNASeq
tenha crescido nos ultimos anos, néo existem diretrizes bem definidas para
determinacdo do numero de fragmentos necessarios para se cobrir
adequadamente os transcriptomas dos diferentes tecidos humanos. Isso se
deve ao fato de que esse critério é dependente das caracteristicas biologicas
que estdo sendo investigadas, como tipo de tecido ou seu grau de
desenvolvimento, por exemplo. Dessa forma, mais importante que o niumero
de fragmentos sequenciados e a cobertura do transcriptoma de um
determinado tecido seria o numero de réplicas biolégicas em um
determinado experimento (SIMS et al. 2014). Tendo isso em vista, nossa
abordagem metodoldgica incluiu um grupo de amostras para validagao in
silico que aumenta significativamente o universo de tumores analisados
dando suporte matematico importante aos nossos achados.

Utilizamos nesta validagdo com grupo amostral independente, os
dados de sequenciamento gerados pelo The Cancer Genome Atlas (TCGA).
Para isto, foram realizadas 5 sele¢cbes de pacientes utilizando diferentes
critérios de inclusdo. A descricdo destes critérios, assim como o numero de

pacientes selecionados em cada grupo estdo descritos na Quadro 13.
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Quadro 13 - Critérios de selegéo para formagao dos grupos de validacéo in

silico

Grupo
TCGA

Tamanho grupo pN+

Tamanho grupo pNO

Sitio

Tabagismo

Numero de

pacientes

pT1 pT2 pT3 pT4 pT1 pT2 pT3 pT4 co2 Cco4 C02-C06 Sim Nao NO N+
TCGA_1 v v v v v v 25 3
TCGA_2 v v v v v v v 35 6
TCGA_3 v v v v v v v v 35 31
TCGAn1 v v v v v v v v v v v v 43 66
TCGAn2 v v v v v v v v v v v 77 105

Inicialmente, os genes DE obtidos a partir dos dados do TCGA dos

grupos de tumores pequenos (TCGA_ 1, TCGA 2 e TCGA_3) foram

comparados aos genes DE obtidos a partir dos dados gerados neste estudo.

N&o foi possivel identificar nenhum gene DE em comum entre a selegdo

TCGA 1 e TCGA 2 e 0s nosso casos. Ja ao se comparar com a selecao

TCGA_3, encontramos 17 genes diferencialmente expressos em ambas

analises (Figura 21).
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TCGA_1 TCGA_2

Pacientes

Figura 21 - Distribuicdo de genes DE deste estudo em relagdo as selegdes
TCGA 1, TCGA 2 e TCGA_3. O Diagrama de Venn representa genes

diferencialmente expressos encontrados em cada selegcado de casos e suas intersecoes.

Entretanto, 3 (MMP13, PTPRN, SOX13) dos 17 genes apresentaram
sentido da alteragdo de express&o inversa (p.ex., hiperexpressdo de um
gene em tumores metastatico nos dados do TCGA e hipoexpressédo em
tumores metastaticos nos dados gerados neste estudo, ou vice-versa).
Dessa forma, apenas 14 genes foram confirmados como diferencialmente
expressos entre tumores metastaticos e ndo metastaticos nesta selecado de
casos do TCGA. Esses genes 14 genes validados, assim como as
respectivas variagbes de expressao (fold-change) entre os grupos de estudo,

estao descritas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Genes diferencialmente expressos validados na selegdo TCGA_3

Pacientes (T1N+ vs. T3-4N0) TCGA _3 (T1-2N+ vs. T3-4N0)

Genes logFC FC p FDR logFC FC p FDR

ENSG00000171954 CYP4F22 -2,170 0,22 3,8E-08 2,7E-04 -0,96 0,52 >0,001 0,06
ENSG00000151623 NR3C2 1,433 2,70 21E-06 3,0E-03 0,94 1,92  >0,001 0,03

ENSG00000124260 MAGEA10 -1,910 0,27 6,4E-06 5,8E-03 -0,78 0,58 0,01 0,10

ENSG00000178445 GLDC -1,834 0,28 6,5E-06 5,8E-03 -1,91 0,27 >0,001 >0,001
ENSG00000126016 AMOT 1,415 267 41E-05 1,6E-02 1,23 2,34  >0,001 0,01
ENSG00000198848 CES1 1,688 3,22 55E-05 2,0E-02 0,85 1,81 >0,001 0,06
ENSG00000100027 YPEL1 1,200 230 71E-05 2,5E-02 0,56 1,48 >0,001 0,05

ENSG00000171217 CLDN20 1,519 2,87 1,4E-04 4,0E-02 1,17 2,24 >0,001 0,03
ENSG00000197181 PIWIL2 -1,416 0,37 1,9E-04 45E-02 -1,30 0,41 >0,001 0,01

ENSG00000086696 @ HSD17B2 -1,495 0,35 1,9E-04 45E-02 -1,39 0,38 >0,001 >0,001

ENSG00000168477 TNXB 1,240 236 3,5E-04 6,3E-02 0,90 1,86  >0,001 0,06
ENSG00000137726 FXYD6 1,312 248 3,9E-04 6,8E-02 1,05 2,07 >0,001 0,02
ENSG00000010438 PRSS3 -1,474 0,36 4,9E-04 8,0E-02 -0,95 0,52 >0,001 0,05

ENSG00000198756 COLGALT2 1,090 213 7,1E-04 93E-02 1,08 2,12 >0,001 0,03

Considerando a natureza da comparagdo que realizamos (tumores
pequenos metastaticos vs. tumores grandes ndo metastaticos) inserimos um
viés em nossa analise relacionado ao tamanho tumoral. Se por um lado esta
comparagao permitiria identificar genes indicativos de comportamento mais
agressivo ja expressos nos tumores pequenos, ela também poderia
representar um viés de expressao relacionado ao tamanho tumoral e ndo ao
seu potencial metastatico. A fim de verificar se a diferengca de expresséo
observada estava relacionada exclusivamente ao fenétipo metastatico e n&o
a diferenca de tamanho entre os grupos de tumores, realizamos uma
comparagao com outros dois grupos de casos selecionados do TCGA
(TCGANn1 e TCGAN2). Nesses dois grupos eliminamos o fator tamanho como

um critério de selecdo. Além disso, testamos se o grupo de genes DE
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determinados a partir de tumores de lingua e assoalho bucal também seria
validado em uma selecdo de tumores que incluisse todos os sitios da
mucosa oral (TCGANn2) (Quadro 13).

A partir dessa analise, obtivemos uma lista de 6 genes
diferencialmente expressos em todos os quatro grupos de tumores
analisados. Entretanto, com o intuito de eliminar possiveis variacdes
biolégicas decorrentes de tumores localizados em diferente sitios da
cavidade oral, decidimos prosseguir o estudo considerando apenas os 7
genes DE no nosso estudo e na selegdo TCGANn1 (Figura 22). Os genes DE
assim como as respectivas variagdes na expressdao de cada gene estédo

descritas na Tabela 2.

Pacientes TCGA_nl

TCGA_n2
Figura 22 - Distribuicdo de genes DE deste estudo em relagdo as selegbes
TCGAN1 e TCGAN2. O Diagrama de Venn representa genes diferencialmente expressos

encontrados em cada selecéo de casos e suas intersegdes.
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Tabela 2 - Genes diferencialmente expressos validados na selecdo TCGAN1

Pacientes (T1N+ vs. T3-4N0) TCGAnN1 (lingua e assoalho bucal)

Genes logFC FC p FDR logFC FC p FDR
ENSG00000151623 NR3C2 1,433 2,701 <0,001 0,003 0,774 1,710 0,001 0,089
ENSG00000178445 GLDC -1,834 0,281 <0,001 0,006 -1,472 0,361 <0,001 <0,001
ENSG00000198848 CES1 1,688 3,221 <0,001 0,020 1,402 2,642 <0,001 <0,001
ENSG00000010438 PRSS3 -1,474 0,360 <0,001 0,080 -0,840 0,559 0,001 0,087

ENSG00000198756 = COLGALT2 1,090 2,129 0,001 0,093 0,969 1,957 <0,001 0,031
ENSG00000110092 CCND1 1,494 2,816 <0,001 0,006 0,697 1,621  <0,001 0,067

ENSG00000168040 FADD 1,249 2,377 <0,001 0,030 0,750 1,682 <0,001 0,063

As diferengcas de expressao dos respectivos genes entre tumores
metastaticos e ndo metastaticos nos pacientes deste estudo e no grupo
TCGAN1 estdo descritas em mais detalhes na Figura 23. Observamos uma
clara diferenga de expressao destes genes entre os tumores analisados.

Em seguida, realizamos nova analise de PCA considerando as amostras
sequenciadas separando-as de acordo com o padrdo de expressao dos 7
genes validados in silico (Figura 24). Mais uma vez verificamos que o
padrdao de expressdo desses genes € adequado para separar tumores

metastaticos e ndo metastaticos.
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o8

PC1
Figura 24 - PCA utilizando o padrédo de expressao dos 7 genes validados in

silico. A figura demonstra o potencial dos 7 genes em separar os tumores metastaticos

(circulos vermelhos) de tumores nao metastaticos (circulos verdes).

44 CURVA ROC DOS GENES CANDIDATOS

Considerando que o principal objetivo deste estudo foi determinar
possiveis biomarcadores de metastase nodal, utilizamos a ferramenta
estatistica curva ROC, destinada a determinar quantitativamente o
desempenho de um teste diagndstico. A curva ROC se baseia no calculo da
especificidade e sensibilidade de um teste diagndstico. A sensibilidade € a
probabilidade de um teste em fornecer resultado positivo para um individuo
doente. Ja a especificidade é a medida de probabilidade do teste diagnostico
em fornecer o resultado negativo para um individuo n&o doente. A partir do
calculo da especificidade e sensibilidade de um determinado teste calcula-se
uma medida do seu desempenho denominada de “area sob a curva” ou
AUC. A AUC determina a probabilidade do individuo portador da doenga ter
um resultado de maior magnitude que um nao doente. Valores de AUC

iguais a 0,5 indicam que o teste ndo tem capacidade de discriminar entre
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doentes e ndo doentes. Quanto mais o valor de AUC se aproximar de 1,0
maior a capacidade do teste diagndstico em separar doentes de ndo doentes
(MARTINEZ et al. 2003).

Dessa forma, verificamos através dessa ferramenta a capacidade dos
7 diferentes transcritos validados pelos dados do TCGA em discriminar
pacientes com e sem metastase nodal. Os resultados obtidos nesta analise
estdo descritos na Figura 25. Considerando que os testes com valor de AUC
que mais se aproximam de 1,0 sdo aqueles com maior potencial de
diagndstico da doenga ou desfecho de interesse, concluimos que os
transcritos NR3C2, FADD e CCND1 possuem, na analise univariada, maior
potencial para se tornarem biomarcadores de metastase nodal.

Em seguida, verificamos, através de analise multivariada, os valores
de AUC gerados por diferentes combinagées dos 7 transcritos. Todas as
possiveis combinagdes de transcritos foram testadas, mas apenas aquelas

combinagdes com maior AUC estao expostas na Tabela 3.
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Figura 25 - Curvas ROC utilizando padrdao de expressdo dos 7 genes

validados in silico. Dados expressao referem-se ao casos sequenciados neste estudo.
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Tabela 3 - Analise ROC multivariada baseada nos 7 transcritos validados in
silico

Combinagéao de transcritos AUC IC 95%

NR3C2 + FADD + CCND1 + GLDC + COLGALT2 + PRSS3 + CES1 0,93 0,55 - 1,00
NR3C2 + FADD + CCND1 + GLDC + COLGALT2 + PRSS3 0,93 0,66 - 1,00
NR3C2 + FADD + CCND1 + GLDC + COLGALT2 0,92 0,60 - 1,00
NR3C2 + FADD + CCND1 + GLDC 0,96 0,83 - 1,00
NR3C2 + FADD + CCND1 0,97 0,83 - 1,00
NR3C2 + GLDC 0,94 0,66 - 1,00
NR3C2 + FADD 0,95 0,77 - 1,00
NR3C2 + CCND1 0,98 0,88 - 1,00
FADD + GLDC 0,93 0,66 - 1,00
FADD + CCND1 0,90 0,66 - 1,00

Considerando que um teste ideal envolveria 0 menor numero possivel
de biomarcadores para se testar, selecionamos aqueles transcritos que
foram mais frequentemente relacionados a maiores valores de AUC nas
analises multivariadas para serem avaliados nas etapas seguintes de
validacdo. Dessa forma, temos como melhores candidatos a biomarcadores
os transcritos NR3C2, CCND1 e FADD.

Com o intuito de demonstrar o potencial de separagdo dos 3 genes
com maior valor de AUC, realizamos outra analise de PCA (Figura 26).
Verificamos que mesmo diminuindo significativamente o numero de
transcritos avaliados, ainda temos uma separagcdo adequada das amostras

considerando o status linfonodal de cada uma.
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Figura 26 - PCA utilizando padrdo de expressao dos 3 genes com maior

AUC. Figura demonstra o potencial dos 3 genes selecionados em separar tumores

metastaticos (circulos vermelhos) de tumores ndo metastaticos (circulos verdes).

4.5 VALIDAGAO TECNICA

Com o objetivo de confirmar os dados obtidos no sequenciamento,
realizamos ensaios de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) utilizando
sondas disponiveis comercialmente para os genes selecionados durante a
analise de curva ROC. Devido a dificuldades técnicas, apenas 11 amostras
utilizadas no sequenciamento estavam disponiveis para realizagdo desta
etapa de validagdo. As amostras utilizadas nesta fase estdo descritas na
Quadro 14.

ApoOs determinar o FC de cada amostra, foram analisadas as
diferencas de expressao para cada um dos trés marcadores entre tumores
NO e N+. Embora n&o tenhamos observado diferencas significativas
estatisticamente entre os grupos, € clara a diferenca de expresséo entre os
dois grupos de tumores (Figura 27). A auséncia de diferengas significativas

se deve, provavelmente, ao limitado numero de amostras disponiveis para
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esta fase do estudo, além de limitagdes técnicas da abordagem de validagéo
(qQRT-PCR) que é menos adequada para capturar menores variagdes de
expressao que sao prontamente identificadas por abordagens mais robustas

tais como o sequenciamento em larga escala do transcriptoma.

Quadro 14 - Amostras utilizadas na validagao técnica

Idade ao Origem da

Amostra Género Localizagdgo pT pN M Estadiamento Grupo
diagnoéstico amostra
CP1/0151 47 M C02 3 0 O I NO GENCAPO
CP2/1022 44 M C02 3 0 O I NO GENCAPO
CP1/0291 55 M C02 4 0 O \% NO GENCAPO
CP3/0486 56 M C02 3 0 X I NO GENCAPO
CP1/0040 48 M C02 4 0 O \% NO GENCAPO
CP3/0652 63 M Co04 1 1 X I N+ GENCAPO
CP3/0012 50 M Co04 1 1 0 I N+ GENCAPO
CP3/0280 52 M Co04 1 2b X \% N+ GENCAPO
CO30T 40 M Co04 1 2b X \% N+ ACC

CP3/0613 56 M C02 1 2b X \% N+ GENCAPO
CP1/0397 59 M Co04 1 3 0 \% N+ GENCAPO

CCND1 NR3C2 FADD

30 15
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Fold change
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Figura 27 - Padrédo de expresséo dos genes com maior AUC nos grupos N+
e NO.
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Com o intuito de verificar se o padrdo de expressao verificado na

etapa de validagdo técnica condiz com os resultados gerados durante o

sequenciamento, realizamos analises de correlacdo de Spearman, onde

observamos uma correlagéo significativa entre os dados (Figura 28). Para

estas analises foram utilizados dados de delta Ct e “counts” normalizados

obtidos no sequenciamento para cada um dos genes de interesse.

CCND1 NR3C2
60000 1000

40000
500-
200004

Counts normalizados
Counts normalizados
Counts normalizados

B
L

.
0 2 4 6 8 10 0 5 10 15 20

qRT-PCR - deltaCt qRT-PCR - deltaCt
Correlacio de Spearman Correlacido de Spearman
r=-0,82 r=-0,75
1C95% =-0,95 a -0,43 1C95% =-0,93 a-0,26
p (bicaudal) = 0,002 p (bicaudal) = 0,009

Figura 28 - Correlagdo entre valores de expressao
sequenciamento e no qRT-PCR.
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-,

0 5 10 15
qRT-PCR - deltaCt
Correlacio de Spearman
r=-0,73
1C95% =-0,92 a-0,22
p (bicaudal) = 0,012

génica obtidos no

A partir dos dados gerados nesta analise é possivel dizer que ha uma

tendéncia de comprovacdo dos resultados gerados no sequenciamento,

embora a inclus&do do restante das amostras seja importante para esta etapa

do trabalho.
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4.6 VALIDAGAO BIOLOGICA

A validacdo dos nossos resultados em um grupo amostral
independente € de fundamental importancia para confirmagdo destes
transcritos como potenciais biomarcadores de metastase nodal em CEB.

Estes biomarcadores teriam impacto clinico significativo,
principalmente, no grupo de tumores cT1 e cT2 que ndo apresentam
evidéncias de metastase linfonodal ao exame clinico (cNO). O tratamento
deste grupo de pacientes ainda é contraditorio, ja que ndo é possivel saber
se estes individuos ja apresentam metastases nodais subclinicas ou se irdo
apresentar no futuro. A decisédo de se intervir cirurgicamente pode favorecer
o diagnostico precoce das metastases nodais. Entretanto, aqueles pacientes
que nao apresentam doenga metastatica nodal vao estar sendo submetidos
a um tratamento desnecessario que causa significativa morbidade.

A intengdo inicial deste trabalho foi de realizar uma validagcéo
biolégica neste subgrupo de pacientes. Considerando a disponibilidade de
amostras parafinadas de um grupo de pacientes com tais caracteristicas,
iniciamos uma abordagem de validagao baseada na extragao de RNA de tais
tumores. Embora tenhamos tido sucesso na extracdo do RNA, os ensaios de
gRT-PCR ainda ndo geraram resultados satisfatérios para exposigao neste
documento. Testes estdo sendo feitos para padronizacdo de tais reagdes,
permitindo que no futuro possamos determinar a validade de tais
marcadores no subgrupo clinico que mais se beneficiaria dos resultados

deste trabalho.
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Dessa forma, iniciamos uma nova abordagem de validag&o bioldgica
utilizando amostras congeladas disponiveis. Para esta etapa selecionamos
amostras de CEB de lingua oral (CO2) e de assoalho bucal (C04) com
caracteristicas semelhantes as das amostras utilizadas na fase de
descoberta de marcadores. A descricao das caracteristicas clinicas de tais
amostras esta exposta na Quadro 15. Mais uma vez, separamos amostras
com e sem metastase linfonodal confirmada por exame anatomopatoldgico.
Foram utilizadas 18 amostras nesta fase do estudo, sendo que 7 amostras
pertenciam ao grupo NO e 11 ao grupo N+.

As reacbes de gRT-PCR foram realizadas utilizando o mesmo
protocolo descrito anteriormente para a fase de validagdo técnica. Os
resultados referentes ao padrdo de expressao génica dos 3 transcritos

candidatos estao descritos na Figura 29.
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Figura 29 - Padrédo de expressdo dos transcritos candidatos em uma

amostra independente de CEB.
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Quadro 15 - Caracteristicas clinicas das amostras utilizadas na validagao
bioldgica

Amostra tdade 20 Género Localizagdo  pT pN M Estadiamento Grupo Origem da amostra
diagnéstico
CP3/0033 51 M Co04 3 0 0 n NO GENCAPO
CP2/0109 63 M Co04 3 0 0 n NO GENCAPO
CP1/0418 64 M C02 4 0 0 v NO GENCAPO
CP1/0340 51 M Co04 4 0 0 v NO GENCAPO
CO95T 70 M C02 1 0 0 | NO ACC
4566 53 F C02 2 0 0 Il NO ACC
4542 52 M Co04 3 0 0 n NO ACC
CP3/0605T 66 M C02 1 2b X v N+ GENCAPO
CP2/0195 47 M Co04 1 1 0 n N+ GENCAPO
CP1/0258 46 M Co04 1 2b 0 v N+ GENCAPO
13T 59 M C02 1 1 0 n N+ ACC
17188 66 M C02 1 1 0 n N+ ACC
CP3/0677 58 M Co04 1 2b 0 v N+ GENCAPO
CP3/0441 54 M C02 1 1 0 n N+ GENCAPO
CP2/1642 80 M C02 1 1 0 n N+ GENCAPO
CP2/1381 70 M Co04 1 2b 0 v N+ GENCAPO
CP2/1231 56 M Co04 1 2b 0 v N+ GENCAPO
CP1/0374 56 M Co04 1 2b 0 v N+ GENCAPO

Os resultados da analise de expressdo em cada grupo (FC) foi
expresso na forma de média + desvio padrdo. Os resultados observados
para cada grupo foram os seguintes:

. CCND1: N+ = 6,45 + 8,60 / NO = 1,09+0,49;
. NR3C2: N+ = 23,01+39,59 / NO = 2,88+3,59;
. FADD: N+ = 2,26+2,06 / NO = 1,50+1,88.

Dentre os 3 transcritos, apenas o NR3C2 se mostrou diferencialmente
expresso entre os grupos de estudo. A direcdo da diferenca de expressao
entre os grupos foi a mesma observada no sequenciamento e na validagao
biolégica, sendo maior a presenga desse transcrito entre tumores
metastaticos. Embora n&o tenhamos observado diferenca significativa entre

0s grupos para a expressao de CCND1, houve uma clara tendéncia de maior
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presenca desse transcrito nos tumores metastaticos, assim como verificado
nos experimentos anteriores.

Em seguida, verificamos a capacidade dos 3 transcritos em identificar
corretamente os tumores de acordo com os respectivos grupos através de

analise de curva ROC. Os resultados observados estdo expostos na Figura

30.
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Figura 30 - Curvas ROC utilizando o padrdo de expressdo dos 3 genes
candidatos em amostras independentes.

A partir desses resultados observamos que apenas o transcrito
NR3C2 mostrou valores de AUC estatisticamente significativos e
promissores para determinacdo do status metastatico nas amostras
investigadas. Os transcritos CCND1 e FADD né&o apresentaram performance
adequada como biomarcadores para este desfecho de acordo com as
curvas ROC geradas.

A Tabela 4 mostra os diferentes valores de sensibilidade e
especificidade do teste na classificagcdo dos CEB analisados de acordo com
diferentes pontos de corte referentes a expresséao (fold change) do transcrito

NR3C2. Observa-se que a melhor performance deste marcador ocorre no

1
100
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ponto de corte de 2,825, onde observamos uma sensibilidade de 81,82% e
especificidade de 71,43%.

Em seguida, testamos o efeito da combinacdo de diferentes
transcritos na curva ROC, onde todas as combinagdes possiveis de
marcadores foram desafiadas. Como observa-se na Tabela 5, nenhuma
dessas combinagdes mostrou melhores valores de AUC do que os
observados nas analises univariadas. Assim, concluimos que analise do
transcrito NR3C2, unicamente, possui a maior eficacia para determinagao do

status linfonodal nas amostras testadas nesta fase do estudo.

Tabela 4 - Valores de sensibilidade e especificidade do teste utilizando o
transcrito NR3C2 de acordo com diferentes pontos de corte de expressao
génica medida em fold change

Ponto de corte Sensibilidade Intervalo de confianga Especificidade Intervalo de confianga
(Fold change) (%) (95%) (%) (95%)
0,07225 100 71,51 - 100 14,29 0,36 - 57,87
0,1929 90,91 58,72 - 99,77 14,29 0,36 - 57,87
0,4913 90,91 58,72 - 99,77 28,57 3,66 - 70,96
0,8418 90,91 58,72 - 99,77 42,86 9,89 - 81,59
1,338 90,91 58,72 - 99,77 57,14 18,41 -90,10
1,963 81,82 48,22 - 97,72 57,14 18,41 -90,10
2,825 81,82 48,22 - 97,72 71,43 29,04 - 96,33
3,709 72,73 39,03 - 93,98 71,43 29,04 - 96,33
5,445 63,64 30,79 - 89,07 71,43 29,04 - 96,33
7,926 63,64 30,79 - 89,07 85,71 42,13 -99,64
9,000 54,55 23,38 -83,25 85,71 42,13 -99,64

9,161 54,55 23,38 - 83,25 100 59,04 - 100
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Tabela 5 - Analise ROC multivariada baseada nos 3 transcritos candidatos
nas amostras de validag&o bioldgica

Combinagéao de transcritos AUC IC 95%
FADD + CCND1 + NR3C2 0,65 0,12 -1,00
NR3C2 + CCND1 0,60 0,00 - 1,00
NR3C2 + FADD 0,45 0,00 - 0,83
FADD + CCND1 0,43 0,08 - 0,83

Considerando este importante achado referente a relagdo entre a
expressao de NR3C2 no tumor e status dos linfonodos cervicais, decidimos
verificar se o padréo de transcricdo desse gene possuia alguma relagdo com
a sobrevida de pacientes com CEB. Para isso, utilizamos dados clinicos
obtidos da selecédo de pacientes TCGANn1, composta por 105 pacientes com
dados de acompanhamento disponiveis. Para esta analise, consideramos o
tempo em meses, contando a partir do diagndstico histopatolégico até o
ultimo segmento, sendo o Obito o desfecho de interesse. As analises de
sobrevida foram realizadas no Software Prism 6 for Mac OS X Version 6.0f,
utilizando o teste de Log-rank (Mantel-Cox) para determinagao da diferenca
entre as curvas de sobrevida, assim como para a determinagdo do risco
relativo (HR). Inicialmente, geramos duas curvas de sobrevida, sendo uma
separando os pacientes de acordo com o status linfonodal (determinado a
partir do pN) e outra a partir da expressdo do transcrito NR3C2. Para
dicotomizagdo dos pacientes de acordo com a expressdo do NR3C2,
determinou-se como ponto de corte o valor referente a média de expressao
do grupo NO. Casos com valores iguais ou inferiores a média foram

classificados como negativos (NR3C2-) e valores acima da média foram
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classificados como positivos (NR3C2+). As curvas de sobrevida referentes a
esta analise estdo descritas na Figura 31. N&o observamos diferenca
significativa entre as curvas de sobrevida de pacientes dos grupos N+
(sobrevida média de 36,4 meses) e NO (sobrevida média de 56,6 meses) (p
= 0,25). Entretanto, quando os pacientes foram categorizados de acordo
com o padrdo de expressao do NR3C2, observamos uma tendéncia de
melhor separagdao das curvas de sobrevida, embora a diferenca entre as
curvas do grupo NR3C2+ (sobrevida média de 30,4 meses) e NR3C2-
(sobrevida média de 54,6 meses) n&do tenha sido significativa (p=0,09).
Dessa forma, podemos dizer que o padrao de expressao de NR3C2 tende a

ser um fator prognostico importante.

Sobrevida geral Sobrevida geral
Pacientes TCGAn1 - Status linfonodal Pacientes TCGAn1 - Expressio de NR3C2
Log-rank = 0,25 Log-rank = 2,81
1004 p=0,61 1004 p = 0,09

HR (IC95%) = 0,83 (0,4121,66) HR (IC95%) = 1,74 (0,93+3,50)

= Média = 30,4 meses
e Média = 54,6 meses
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Figura 31 - Curvas de Kaplan-Meier geradas a partir da categorizagdo dos
pacientes do TCGANn1 de acordo com o status linfonodal e a expressao de
NR3C2.
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Adicionalmente, realizamos um novo agrupamento considerando o
status linfonodal e a expressdo de NR3C2, concomitantemente. Dessa
forma, geramos quatro grupos: pacientes com metastase nodal e alta
expressado de NR3C2 (N+ NR3C2+), pacientes com metastase nodal e baixa
expressdo de NR3C2 (N+ NR3C2-), pacientes sem metastase nodal e alta
expressdo de NR3C2 (NO NR3C2+) e pacientes sem metastase nodal e
baixa expressdo de NR3C2 (NO NR3C2-). A partir dessa separagao geramos
trés curvas de sobrevida, sendo a primeira incluindo os quatro grupos, e as
outras duas incluindo separadamente os pacientes do grupo N+ e do grupo

NO (Figura 32).
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Figura 32 - Curvas de Kaplan-Meier geradas a partir da categorizagdo dos
pacientes da selecado TCGANn1 combinando o status linfonodal e a expressao

de NR3C2 e seus respectivos desmembramentos de acordo com o status

linfonodal.

Embora n&do se observe diferengas significativas entre as curvas de
sobrevida, verificamos que tanto no grupo de pacientes com tumores
metastaticos quanto no grupo de tumores ndo metastaticos, a presenga de
alta expressdo de NR3C2 parece estar relacionada a menor sobrevida
(média de 21,8 meses para NO NR3C2+, 36,8 meses para N+ NR3C2+, 54,6
meses para NO NR3C2- e 91,3 meses para N+ NR3C2-). Adicionalmente,

podemos dizer que, considerando esses dados, o padrao de expressao do

80
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NR3C2 parece ser um marcador de sobrevida mais promissor que o status
dos linfonodos cervicais.

Tendo em vista os resultados promissores obtidos a partir das
analises de expressao diferencial e curva ROC, assim como as tendéncias
demonstradas nas curvas de Kaplan-Meier, podemos supor que o transcrito
NR3C2 provavelmente possui um papel importante no CEB. Entretanto, até
o momento ndo ha relatos na literatura sobre a importancia deste gene nesta
neoplasia.

O gene NR3CZ2 (nuclear receptor subfamily 3, group C, member 2)
esta localizado na regido 4q31.1 e seu transcrito ira traduzir um receptor de
mesmo nome. O receptor NR3C2 €& mais conhecido como receptor
mineralocorticoide (RM) e faz parte de uma superfamilia de receptores
nucleares que funcionam como fatores de transcricdo dependentes de um
ligante. Seu principal agonista € a aldesterona que induz a transcricdo de
sinais que irdo culminar na manutengdo da osmorregulagado através do
controle de canais de i6nicos (ZENNARO et al. 2001; FULLER 2015). Outros
ligantes desse receptor sdo o cortisol e a progesterona, sendo que a ultima
faz papel de antagonista (FULLER 2015).

O mecanismo mais conhecido dos RM esta na sua interagdo com a
aldosterona nas células epiteliais renais, induzindo o aumento da atividade
de canais idnicos levando a retengdo de Na* e liberagdo de K* ( STOCKAND
2002; DUPONT et al. 2014). Esse mecanismo ocorre pela agdo do RM sobre
os canais de Na®, tanto pelo aumento da abertura desses canais, como

também ampliando o numero de canais ativos (STOCKAND 2002).
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A interagdo entre a aldosterona e o RM também altera a atividade de
outros canais ibnicos, como os canais de calcio voltagem-dependentes e os
canais de potassio ativados por calcio. Dessa forma, o RM possui um amplo
papel na regulagdo de canais ibnicos controlando o fluxo de ions no meio
intracelular (DUPONT et al. 2014).

SCHWAB et al. (2012) discutem que a aldosterona induz a transcrigao
de canais epiteliais de Na+ aumentando a capacidade de migragéo celular.
O aumento dos canais epiteliais de Na+ causa despolarizagcdo de certas
regibes da membrana celular causando a migragdo da célula através da
inducdo da formacdo do citoesqueleto de actina. Tendo em vista que a
modulagdo deste processo € diretamente dependente da agdo do RM,
acreditamos que nossos achados de que o aumento da transcricdo de
NR3C2 em tumores metastaticos ndo € decorrente de um simples acaso,
mas esta diretamente relacionado a um processo bioldgico importante para o
desenvolvimento metastatico em CEB.

HUANG et al. (2011) investigaram o padrdo de expressao génica de
tumores do cérvice uterino para predicao de metastases linfonodais pélvicas
através de analise de microarray. A assinatura génica da metastase nodal
nestes tumores incluia o NR3C2 como um importante gene para diagnostico
de metastase, sendo observada uma tendéncia de aumento da sua
expressdo nos casos metastaticos, assim como observamos em nosso
estudo.

Embora o transcrito NR3C2 tenha sido pouco abordado na literatura,

especialmente na sua relagdo com neoplasias malignas, acreditamos que
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este possa representar um importante marcador tumoral, especialmente
considerando o seu papel biolégico como modulador de canais iénicos.

Tém-se demonstrado uma importante relacéo entre os canais idnicos
e suas atividades com os processos movimentagdo e migragcdo celular.
Consequentemente, muita atencdo tém sido dada a estes mecanismos na
modulacdo do processo metastatico (FISKE et al. 2006; DEL MONACO et al.
2009; PREVARSKAYA et al. 2011; BRACKENBURY 2012; SCHWAB et al.
2012).

O mecanismo basico de movimentacdo celular se baseia em 3
processos. O primeiro consiste no principio de que a célula precisa sofrer
uma polarizagdo estrutural que ocorre a partir da geracédo de
prolongamentos citoplasmaticos (lamelopddio) no sentido do movimento, e
uma contracdo da membrana celular na regido oposta. A ocorréncia deste
processo de forma repetitiva ira permitir o deslocamento celular. Associado a
este movimento, deve haver a formacao de contatos adesivos com a matriz
extracelular. Estes contatos devem ser temporarios permitindo que, apés o
deslocamento da célula, eles se quebrem e ocorram em novos sitios do
substrato, caracterizando um deslocamento espacial. Essa movimentacao
sera determinada pela presenca de agentes estimuladores de movimento,
denominados de agentes quimiotaticos. Os agentes quimiotaticos irdo
promover mudangas na superficie da membrana celular, alterando a
constituicdo do citoesqueleto favorecendo tanto a formagao do lamelopddio
quanto a formacéo de interagdes com a matriz extracelular. Variagdes no

gradiente do agente quimiotatico irdo determinar a dire¢do da formagéo do
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lamelopddio e consequentemente a direcdo do deslocamento celular
(SCHWAB et al. 2012).

Curiosamente, todos os passos descritos acima, sdo modulados por
proteinas envolvidas na regulagdo do transporte i6nico celular. Essas
proteinas, representadas principalmente pelos canais idnicos da membrana,
irdo mediar este processo através da estimulacdo de mudancgas no potencial
de membrana das células, através da regulacdo do volume celular, da
concentracdo de Ca®" intracitoplasmatico e também modulando o pH do
meio intra e extracelular (SCHWAB et al. 2012). Todas essas ag¢des dos
canais ionicos irao favorecer ou desfavorecer o processo de deslocamento
da célula pelo substrato, e dessa forma podem ter importancia no processo
metastatico. De fato, a relacdo entre os canais ibnicos e o processo
metastatico tém sido bastante estudada, comprovando a relagdo entre
mudangas no funcionamento desses canais e o favorecimento do processo
de disseminacgéo tumoral (FISKE et al. 2006; PREVARSKAYA et al. 2011;
BRACKENBURY 2012).

SCHWAB et al. (2012) ressaltam algumas proteinas e canais ibnicos
com papel importante na modulagdo da migracédo e invaséo celular como:
canais de K" (canais de K" voltagem-dependentes, canais de K+ sensiveis
ao Ca®, canais de K" retificadores de influxo), canais de Na* voltagem
dependentes, canais de Na® epiteliais, canais de CI" (canais anidnicos
regulados por volume, canais TMEM16A/ANO1, receptores GABA),

proteinas regulatérias do transporte de calcio e aquaporinas.
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O caélcio tém sido considerado um importante ator no processo
metastatico. Isso porque as concentragdes de Ca?* sdo importantes na
regulagdo da migracdo celular (PREVARSKAYA et al. 2011). E importante
ressaltar que entrada de Ca®" é mediada por diversos canais, dentre eles
encontram-se os canais canais de Ca** voltagem-dependentes que séo
controlados pelos RM ( PREVARSKAYA et al. 2011; DUPONT et al. 2014).

Entretanto, a relagdo entre canais ibnicos e o processo metastatico
ainda € pouco abordada em CEB (LI et al. 2014; MATSUO e KAWANO
2014). LI et al. (2014) demonstrou que o aumento da expressao de ANO1,
que € uma proteina transmembrana que atua como um canal de CI ativado
por Ca?*, esteve associada & ocorréncia de metastase nodal em CEB.
MATSUO e KAWANO (2014) investigaram o papel das aquaporinas em
CEB. As aquaporinas sédo canais de membrana responsaveis pela regulagéao
do volume de agua intracelular. Os autores verificaram que a expressao
desses canais esta relacionada a diferenciacdo dos queratinocitos, e que a
perda da sua expressao esta diretamente ligada ao aumento da ocorréncia
de metastases nodais em CEB.

Dessa forma, buscamos nos nossos dados evidéncias de que
alteragdes em vias relacionadas a modulagdo dos canais iGnicos celulares
estivessem ocorrendo de forma distinta entre tumores metastaticos e nao
metastaticos. Tendo como critério estatistico o p-valor corrigido, n&o
observamos nenhum enriquecimento de vias relacionadas a estes
processos. Entretanto, ao considerar apenas o p-valor, diversas vias

biolégicas relacionadas a modulagdo desses canais surgiram
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diferencialmente expressas entre tumores metastaticos e ndo metastaticos

(Tabelas 6 e 7).

Tabela 6 - Vias biolégicas hiperativadas em tumores metastaticos
relacionadas ao transporte de ions pela membrana celular

Gene Ontology Total de p-valor
Termo p-valor Genes
(ID) genes da via corrigido
Monovalent inorganic cation homeostasis GO0:0055067 109 0,007 0,47 NR3C2,SLC9A2,SLC4A11
Sodium ion transmembrane transport GO0:0035725 111 0,007 0,47 SLC9A2,SLC4A11,FGF12
Inorganic anion transmembrane transport GO0:0098661 122 0,009 0,47 ANO1,SLC4A11,GABRB3
Inorganic anion transmembrane
G0:0015103 132 0,011 0,47 ANO1,SLC4A11,GABRB3
transporter activity
Chloride channel complex GO0:0034707 47 0,012 0,47 ANO1,GABRB3
Active transmembrane transporter activity G0:0022804 272 0,016 0,47 ABCA8,ABCA3,SLC9A2,SLC4A11
Hydrogen ion channel activity G0:0015252 5 0,020 0,47 SLC4A11
Cellular monovalent inorganic cation
G0:0030004 63 0,021 0,47 NR3C2,SLC4A11
homeostasis
Regulation of ph G0:0006885 65 0,023 0,47 SLC9A2,SLC4A11
Chloride channel activity G0:0005254 67 0,024 0,47 ANO1,GABRB3
Sodium ion transport G0:0006814 175 0,024 0,47 SLC9A2,SLC4A11,FGF12
Transmitter-gated ion channel activity G0:0022824 7 0,027 0,47 GABRB3
Transmitter-gated channel activity G0:0022835 7 0,027 0,47 GABRB3
ANO1,ABCA8,GABRB3,ABCA3,SL
Transmembrane transporter activity G0:0022857 832 0,029 0,47
C9A2,SLC4A11,FXYD6
Anion channel activity G0:0005253 76 0,030 0,47 ANO1,GABRB3
Sodium:proton antiporter activity G0:0015385 9 0,034 0,47 SLC9A2
Hydrolase activity, acting on acid
anhydrides, catalyzing transmembrane GO0:0016820 83 0,035 0,47 ABCAB8,ABCA3
movement of substances
Monovalent cation:proton antiporter activity G0:0005451 10 0,037 0,47 SLC9A2
Inorganic anion transport GO0:0015698 208 0,038 0,47 ANO1,SLC4A11,GABRB3
lon channel activity G0:0005216 363 0,040 0,47 FXYD6,ANO1,SLC4A11,GABRB3
Intracellular calcium activated chloride
G0:0005229 11 0,040 0,47 ANO1
channel activity
Chloride transport G0:0006821 91 0,041 0,47 ANO1,GABRB3
Substrate-specific channel activity G0:0022838 372 0,043 0,47 FXYD6,ANO1,SLC4A11,GABRB3
Cellular sodium ion homeostasis G0:0006883 13 0,047 0,47 NR3C2
Inorganic anion exchanger activity G0:0005452 13 0,047 0,47 SLC4A11
Bicarbonate transmembrane transporter
G0:0015106 13 0,047 0,47 SLC4A11
activity
Channel activity G0:0015267 388 0,049 0,47 FXYD6,ANO1,SLC4A11,GABRB3
Passive transmembrane transporter
G0:0022803 388 0,049 0,47 FXYD6,ANO1,SLC4A11,GABRB3

activity
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Tabela 7 - Vias biolégicas hipoativadas em tumores metastaticos
relacionadas ao transporte de ions pela membrana celular

Total de
Gene Ontology p-valor
Termo genes da p-valor Genes
(ID) ) corrigido
via
Calcium ion transmembrane transporter
G0:0015085 117 0,005 0,34 CHRNA9Y, TRPV3, ATP2C2
activity
Divalent inorganic cation transmembrane
G0:0072509 141 0,009 0,36 CHRNA9Y, TRPV3, ATP2C2
transporter activity
CDHRS5, DSC1, PCDHBS3,
Calcium ion binding G0:0005509 605 0,01 0,37
PCDHGAS8, PRSS3, DNER
Calcium ion transmembrane transport GO0:0070588 165 0,01 0,37 CHRNAY9, TRPV3, ATP2C2
Transmitter-gated ion channel activity G0:0022824 7 0,02 0,37 CHRNA9
Calcium-transporting atpase activity G0:0005388 9 0,02 0,37 ATP2C2
Calcium channel activity G0:0005262 100 0,03 0,37 CHRNA9Y, TRPV3
Cation:amino acid symporter activity G0:0005416 12 0,03 0,37 SLC6A15
Cellular copper ion homeostasis GO0:0006878 13 0,04 0,37 APP
Cellular response to fluid shear stress GO0:0071498 13 0,04 0,37 CA2
Cellular cation homeostasis G0:0030003 437 0,04 0,37 HIF1A, CHRNA9, APP, CA2
Copper ion homeostasis GO0:0055070 15 0,04 0,37 APP
Cellular ion homeostasis G0:0006873 449 0,04 0,37 HIF1A, CHRNA9, APP, CA2

Dessa forma, podemos dizer que processos relacionados ao controle
de canais ibnicos na células de CEB podem ter um papel de extrema
importancia na regulagado do processo metastatico, e que um dos transcritos
relacionados a estes processos, o NR3C2, mostrou-se um importante

biomarcador para diagnostico da metastase nodal.
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CONCLUSAO

A partir dos resultados gerados neste trabalho podemos concluir que:
O padréo de expressao génica do carcinoma epidermdide de boca
pode determinar quais tumores possuem fendtipo metastatico;
Identificamos 150 transcritos com potencial de diferenciacdo entre
tumores metastaticos e ndo metastaticos;

Através de etapas de validacdo em amostras independentes, in silico
e através de qRT-PCR, identificamos um grupo de transcritos
potenciais biomarcadores de metastase nodal em carcinoma

epidermdide de boca, sendo o transcrito NR3CZ2 o mais promissor.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como o intuito deste projeto € estabelecer biomarcadores de
metastase nodal que possam ter aplicabilidade clinica para melhorar a
acuracia do diagndstico das metastases nodais em pacientes com
carcinoma epidermoide de boca, diversas outras analises ainda serao
necessarias.

Inicialmente, como o grupo clinico que mais se beneficiaria destes
biomarcadores € representado por pacientes com tumores T1 e T2 sem
evidéncias clinicas de metastase nodal (cNO), novas validagbes devem ser
feitas exclusivamente nestes individuos. Temos disponiveis amostras de
pacientes com estas caracteristicas em nosso arquivo. Entretanto, como
estas sdo compostas por tecidos fixados em formalina e embebidos em
parafina, ainda estdo sendo realizadas padronizagdes para obter eficiéncia
nas reagdes de validagdo. Os resultados obtidos a partir destas novas
analises irdo determinar a aplicabilidade clinica dos marcadores encontrados
neste estudo.

Além disso, sera importante verificar a importancia da combinacéo da
expresséo de diferentes transcritos na acuracia de diagnostico da metastase
nodal. Ensaios de expressdo em amostras independentes incluindo todos os
150 genes diferencialmente expressos iriam favorecer a determinagédo da
combinacdo de marcadores que proveriam maior especificidade e

sensibilidade ao teste diagndstico. Ensaios customizados de painéis TagMan
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Array (ThermoFisher Scientific) podem representar uma solugéo técnica para
verificagcdo de multiplos transcritos em uma unica amostra e determinar a
melhor combinagéo de transcritos para o diagndstico acurado da metastase
nodal. Por fim, a super-expressdo ou o bloqueio da expressdo dos genes
candidatos, seguidos de ensaios funcionais envolvendo migragéo celular

podem reforcar a importancia dos marcadores aqui apresentados.
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7 DOUTORADO SANDUICHE

Durante o ano de 2014, realizei estagio doutorado sanduiche
financiado pela FAPESP (Processo 2013/09142-2) na School of Dentistry -
University of Califérnia, Los Angeles, no Center for Oral/Head & Neck
Oncology Research chefiado pelo Dr. David T. W. Wong, para a realizagao
do projeto “Estudo de marcadores salivares relacionados a metastase nodal
em carcinoma epidermaoide de boca”.

O objetivo deste estagio foi verificar possiveis marcadores
transcricionais de metastase nodal na saliva de pacientes com carcinoma
epidermdide de boca. Entretanto, devido a natureza prospectiva deste
projeto, ndo foi possivel coletar amostras de saliva de pacientes com CEB
suficientes para a finalizagdo deste estudo. Durante o periodo de um ano
apenas 6 amostras foram coletadas.

Apesar desta limitagdo, o Dr. David Wong permitiu que eu dirigisse
outros 4 projetos em seu laboratério que permitiiam abordar todas as
possibilidades de pesquisa no uso da saliva como meio diagndéstico de
doengas humanas. Dessa forma, desenvolvi estudos de descoberta e
validacdo de biomarcadores na saliva, assim como um estudo de
demonstracdo dos mecanismos bioldgicos envolvidos na liberacdo de

biomarcadores na saliva.
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Nesta tese sera apresentado na forma de um artigo um desses
projetos que submetido ao periodico Clinical Cancer Research. O artigo esta
em fase de correcao apds primeira avaliacdo pelos revisores.

Além deste projeto, foram realizados outros trés trabalhos ainda n&o
finalizados e, dessa forma, decidimos n&o inclui-los nesta tese.

A seguir, sera apresentado o artigo referente a validagdo de
biomarcadores salivares para deteccao de CEB e diferenciagdo entre a
neoplasia e lesdes potencialmente malignas. Os resultados deste trabalho
podem representar um grande avango em politicas de prevencéo ao cancer
de boca através da deteccdo de lesdes potencialmente malignas e de

diagndstico precoce a partir do diagndstico de lesdes neoplasicas.
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Abstract

Purpose: This study evaluated the discriminatory power of salivary
transcriptomic and proteomic biomarkers in distinguishing oral cancer
(OSCC) cases from controls and potentially malignant oral disorders
(PMOD).

Experimental design: A total of 180 samples (60 OSCC patients, 60 controls
and 60 PMOD patients) were used in the study. Seven transcriptomic
markers (IL-8, IL-1B, SAT1, OAZ1, DUSP1, S100P, H3F3A) were measured
using quantitative real time PCR and two proteomic markers (IL-8 and IL-1j3)
were evaluated by ELISA.

Results: Among 7 transcriptomic markers, the transcript level of DUSP1 was
significantly lower in OSCC patients than in controls and PMOD patients.
Between the proteomic markers, the protein concentration of IL-8 and IL-1(3
was significantly higher in OSCC patients than controls and dysplasia
patients. Univariate fractional polynomial models revealed that salivary IL-8
protein has the highest AUC value between OSCC patients and controls
(0.74) and between OSCC and PMOD patients (0.72). Applying a 2-markers
fractional polynomial model, salivary IL-8 protein combined with IL-13 gave
the best AUC value for discrimination between OSCC patients and controls,
as well as the IL-8 protein combined with H3F3A mRNA gave the best AUC
value for discrimination between OSCC and PMOD patients. Multivariate
models analysis combining salivary analytes and risk factor exposure related
to oral carcinogenesis formed the best combinatory variables for
differentiation between OSCC vs PMOL (AUC=0.80), OSCC vs controls
(AUC=0.87) and PMQD vs. controls (AUC=0.78).

Conclusions: Combination of transcriptomic and proteomic salivary markers
is of great value for oral cancer detection and differentiation from PMOD

patients and controls.
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Introduction

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most common cancer of the
head and neck region. High morbidity and mortality is associated with this
disease, but little improvement has been observed in the five-years survival
rate for patients with OSCC along the years (CARVALHO et al. 2005). One of
the main prognostic factors for OSCC patients is advanced disease
(American Cancer Society-ACS 2012; VAN HARTEN et al. 2014).
Considering that, early diagnosis of oral cancer is an important approach to
decrease morbidity and mortality rate.

A multi-step carcinogenesis process characterizes OSCC development.
Cumulative mutational events occur in the mucosal epithelial stem cells, and
the cellular proliferation promotes the expansion of a field of DNA altered
cells in the epithelial lining (CALIFANO et al. 1996; BRAAKHUIS et al. 2003;
LEEMANS et al. 2011). Clinical and histopathological signs of altered
epithelium can, sometimes, be observed in a form of
leukoplakia/erythroplakia (also called potentially malignant oral disorders -
PMOD) and cellular dysplasia, respectively (NAPIER e SPEIGHT 2008).
Under the effect of new mutational events, malignant transformation can
occur in these areas, leading to development of an infiltrative disease
(CALIFANO et al. 1996).

Although the rate of malignant transformation of clinically altered epithelium
is low (about 0.13% to 17.5%) (NAPIER e SPEIGHT 2008), detection and
close follow up of these lesions are the best approach to early diagnosis of

oral cancer. Nowadays, the unique available method for detection of altered
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epithelium and oral cancer is clinical examination, but it does not allow a
reliable differentiation between PMOD and lesions with no risk to cancer
progression (MOYER 2014). The rate of detection of early stage oral cancer
is low. This can be explained by the asymptomatic characteristic of early
stage disease and the lack of an adequate routine mucosal exam by health
care practitioners (NEVILLE e DAY 2002; MCGURK et al. 2005). The
development of a reliable detection method of OSCC and PMOD would be of
importance to improve early diagnosis of oral cancer. Consequently, this
would favors early treatment, changing survival rates and avoiding the
devastating consequences of advanced tumors treatment.

Saliva has been considered an important source of biological information for
detection of human diseases. Beyond the obvious relationship with the oral
mucosa surface, several studies have demonstrated synergism between
expression of molecular markers in saliva and systemic or distant sites
diseases. Metabolites, proteins, coding and non-coding RNAs and DNA have
been detected in saliva of diseased patients, showing important value in
disease detection (LI et al. 2004; ARELLANO-GARCIA et al. 2008; PARK et
al. 2009; NAGLER 2009; BERNARDES et al. 2011; ELASHOFF et al. 2012;
KIM et al. 2013; WEI et al. 2014).

The role of saliva to detect oral cancer has been studied showing
encouraging results (ARELLANO-GARCIA et al. 2008; NAGLER 2009; PARK
et al. 2009; BRINKMANN et al. 2011; CHENG et al. 2011; ELASHOFF et al.
2012). In 2004 LI et al. it was determined the salivary transcriptome of oral

cancer, showing that it contains a set of promising extracellular RNA
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(exRNA) markers. These salivary exRNA markers were tested in different
OSCC populations showing promising performance for disease detection
with sensitivity and specificity higher than 80% (BRINKMANN et al. 2011;
ELASHOFF et al. 2012). Inflammatory cytokines also have been investigated
as potential biomarkers of oral cancer (HOFFMANN et al. 2007; ARELLANO-
GARCIA et al. 2008; ELASHOFF et al. 2012; KOROSTOFF et al. 2011;
PUNYANI e SATHAWANE 2013). HOFFMANN et al. (2007) verified that
serum levels of interleukin 8 (IL-8) were significantly higher in patients with
squamous cell carcinoma of the head and neck region when compared with
individuals without cancer. ARELLANO-GARCIA et al. (2008) also studied
the potential of cytokines to predict cancer, but using saliva as a source of
biological information. They observed that IL-8 and IL-13 were significantly
more expressed in saliva of OSCC patients than in healthy controls.
ELASHOFF et al. (2012) demonstrated that the combination of such protein
and RNA markers improved the power of predictability of salivary OSCC
biomarkers. Although the efficacy of these RNA and protein markers of oral
cancer has been demonstrated, race related variations could occur in
biomarker discovery. Considering that an ideal biomarker should have a
widespread efficacy regardless of ethnicity it is important to challenge these
biomarkers in a new population.

Bearing in mind the significance of PMOD in the early diagnosis of OSCC,
we decided, for the first time, to test the efficacy of these biomarkers to
detection of precursor lesions. The primary objective of this analysis is to

assess the discriminatory power of 7 salivary transcriptomic markers (IL-1j3,
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IL-8, SAT1, OAZ1, DUSP1, S100P, H3F3A) and 2 proteomic markers (IL-8,

IL-1b) in distinguishing OSCC and PMOQOD patients from health individuals.

Materials and Methods

Patient selection

Saliva samples were collected, after approval by the Institutional Review
Board (#104-2602C), from patients that agreed to sign an informed consent
in the Linko Medical Center of Chang Gung Memorial Hospital at Tao-Yuan,
Taiwan. A total of 180 samples were included in the dataset, including 60
cases of oral squamous cell carcinoma (OSCC), 60 cases of potentially
malignant oral disorders (PMOD) with histopathological evidence of dysplasia
and 60 individuals with no clinical sign of malignant or potentially malignant
disease in the oral cavity.

Controls were gender and age-matched subjects enrolled during the same
period when OSCC subjects were recruited. PMOD and controls received
routine physical examination of head and neck regions, and patients with any
head and neck disease (exception for PMOD) were excluded. All patients
with a history of prior cancer, diabetes, autoimmune disorders, hepatitis, or
HIV infection were excluded.

Demographical information was obtained by an IRB approved questionnaire.
Clinical information of OSCC patients was obtained by pathological report

generated after tumor resection.
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Saliva collection and processing

Unstimulated saliva was collected and processed separately for RNA and
protein according to our published protocol (LI et al. 2004). For saliva
collection, the donors avoided eating, drinking, smoking, and using oral
hygiene products for at least 1 hour before the procedure. The collected
samples were centrifuged at 3000 x g for 15 min at 4°C. The supernatants
were immediately treated with a protease inhibitor mixture (Roche; Cat. No.:
11836145001) and RNase inhibitor (Invitrogen, 10777-019). The samples
were aliquoted into smaller volumes and stored at —80°C refrigerator. To
avoid protein degradation thawed saliva samples were used once. Saliva
was collected at diagnosis for patients with OSCC and PMOD before any
surgical procedure.

All laboratory measurements of salivary biomarkers were performed at
School of Dentistry, Center for Oral/Head & Neck Oncology Research,

University of California - Los Angeles, Los Angeles, CA - USA.

Primer design

We used a nested PCR approach for measurement of RNA molecules in
saliva. Outer primers (OF - outer forward; OR - outer reverse) were designed
for cDNA synthesis and pre-amplification. Inner primers (IF - inner forward;
IR - inner reverse) were designed for qPCR measurement of the cDNA
targets. Primer pairs were designed using the NCBI/Primer-BLAST software
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). Three genes were used as saliva

internal reference: GAPDH (OF: CATTGCCCTCAACGACCACTT; OR:



137

ATGTGGGCCATGAGGTCCA,; IF: ACCACTTTGTCAAGCTCATTTCCT; IR:
CACCCTGTTGCTGTAGCCAAAT), ACTB (OF:
GATCATTGCTCCTCCTGAGC; OR: CGGACTCGTCATACTCCTGC; IF:
CTCCTGAGCGCAAGTACTCC; IR: ATACTCCTGCTTGCTGATCCAC) and
RPS9 (OF: GCGCCATATCAGGGTCCGCA; OR:
CCCCGTAGGGAGAGCGCAG; IF: GCCATATCAGGGTCCGCAAGCA; IR:
TCTGGGAATCCAGGCGGACAA). Only samples that exhibited specific
gPCR products for these 3 genes were used in the study. Ct values of all
target genes were normalized according to RPS9 gene expression.

The target RNAs measured in saliva of the studied individuals were: IL-1f3

(OF: GTACCTGTCCTGCGTGTTGAAAG; OR:
TTCTATCTTGTTGAAGACAAATCGCTT; IF:
TGTTGAAAGATGATAAGCCCACTCT; IR:
CAAATCGCTTTTCCATCTTCTTCT), IL-8 (OF:
TTTCTGATGGAAGAGAGCTCTGTCT, OR:

ATCTTCACTGATTCTTGGATACCACA; IF: CCAAGGAAAACTGGGTGCAG;
IR: CTTGGATACCACAGAGAATGAATTTTT), SAT1 (OF:
GCACTGGACTCCGGAAGGACAC; OR: ACTTGCCAATCCACGGGTCA; IF:
GGACTCCGGAAGGACACAGCATTG; IR:
GCCAATCCACGGGTCATAGGTAAA), OAZ1 (OF:
TGCGAGCCGACCATGTC; OR: CCCCGGTCTCACAATCTCAA; IF:
TCTTCATTTGCTTCCACAAGAACC; IR: TCAAAGCCCAAAAAGCTGAAG),
DUSP1 (OF: CCTGTGGAGGACAACCACAAG; OR:

GCCTGGCAGTGGACAAACA; IF: CAGACATCAGCTCCTGGTTCAA; IR:
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CAAACACCCTTCCTCCAGCAT), S100P (OF: GCACGCAGACCCTGACCA;
OR: CGTCCAGGTCCTTGAGCAATT, IF:
GCTGATGGAGAAGGAGCTACCA; IR: TTGAGCAATTTATCCACGGCAT),
H3F3A (OF: AGCGTCTGGTGCGAGAAATT; OR:
GCACACAGGTTGGTGTCTTCAA; IF: CGCTTCCAGAGCGCAGCTAT; IR:

TCTTCAAAAAGGCCAACCAGAT).

Direct saliva transcriptome analysis

A multiplex cDNA synthesis and pre-amplification approach was performed
directly in 4pl of saliva for each sample. This technique was developed by
our group and is called Direct Saliva Transcriptome Analysis (DSTA) (LEE et
al. 2011). The reactions were performed in 10ul volume with a pool of outer
primers at 50uM each and the SuperScript Ill Taqg (Life Technologies,
Carlsbad, CA) and 2X Reaction Mix. The thermocycler program used is
described following: 2 minutes at 60°C, 30 minutes at 50°C, 2 minutes at
95°C, and 15 cycles of 15 seconds at 95°C, 30 seconds at 50°C, 10 seconds
at 60°C and 10 seconds at 72°C and cooling at 4°C. The PCR products were
treated with 4pl of ExoSAP-IT (Affymetrix, Santa Clara, CA) for 15 minutes at
37°C and then heated to 80°C for 15 minutes.

The target transcripts were quantified from 2ul of pre-amplified cDNA via
singleplex gPCR using the Roche LightCycler 480 instrument (Roche, San
Francisco, CA). The qPCR reactions were done in a 10yl volume containing
50uM of each inner primer pair and 2X SYBR Green qPCR Mix. The gPCR

was carried out under the following conditions: 95°C for 5 minutes and 40
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cycles of 10 seconds at 95°C, 10 seconds at 60°C, 10 seconds at 72°C. All

of the gPCR reactions were performed in duplicate.

Salivary protein detection

Salivary IL-8 and IL-13 proteins were measured using specific ELISA kits
(Thermo Fisher) according to manufacturer's recommendations. For
measurement, saliva samples were diluted in PBS according to
recommendation of a previous study (ELASHOFF et al. 2012). For IL-8,
saliva was diluted 1:8 and for IL-1f3 it was diluted 1:3. For interleukin values
correction, total salivary protein was measured using Bradford’s method (Bio-
Rad) using saliva dilutions of 1:3. All samples were assayed in duplicates
using a microplate reader and the results were expressed in picograms per

milliliter.

Statistical analysis

Missing values were replaced by the 2 of minimum of the variable. Using the
raw data, nonparametric ANOVA (Kruskal-Wallis Test) was performed to test
the overall difference in biomarkers between three groups. If the overall
difference is significant, Wilcoxon rank sum test were used to perform two
specific comparisons: OSCC vs. controls, OSCC vs. PMOD. The mRNA
markers were normalized to RPS9 gene expression. The protein markers
were normalized to the total protein followed by standardization. ROC
analysis was performed after running univariate Fractional Polynomial model

(FP) (ROYSTON e ALTMAN 1994; SAUERBREI et al. 2006). The marker
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with highest AUC value was used as the anchor marker. The relationships
between the anchor marker and other markers were check by Spearman
correlation analysis and visualized by 2-D plots. Whether adding a second
marker will increase the discriminatory power of the anchor marker was
checked by 2 methods: ROC analysis after running the FP models and
logistic regression models. The AUC values and AIC values were compared
for different two marker-models. Additionally, multivariate analyses including
all salivary markers and risk factors exposure were carried out after running
FP and logistic regression models. Statistical analysis was carried out using

R version 3.0.2 (R Foundation, Vienna, Austria).

Results

Clinical and demographical data from patients included in this study are
described in the Table 1. No difference was observed among groups
considering gender and age. Ethanol intake as well as betel nut chewing was
higher in OSCC and PMOD patients than in controls. Tobacco use was
higher in the PMOD group than among OSCC patients and controls.

The expression values for the analyzed salivary mRNAs and proteins are
described in the Table 2. Significant differences were observed in the
expression level of DUSP1 between OSCC patients and controls (p-value =
0.0123) as well as between OSCC patients and PMOD patients (p-value=
0.0422). The concentration of IL-8 protein (IL-8p) was significantly higher in
OSCC patients when compared to controls (p-value < 0.0001) and PMOD

patients (p-value < 0.0001) (Figure 1a). Similarly, salivary IL-1Bprotein (IL-
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1B8p) concentration was significantly higher in OSCC patients than in controls
(p-value < 0.01) and PMQOD patients (p-value 0.004).

Using univariate fractional polynomial models, the IL-8p gave the highest
AUC (AUC= 0.749) in distinguishing OSCC patients from controls after
running the model on each biomarker. The univariate model with IL-8p as
predictor also had the lowest AIC (AIC=150.99). Similarly, the protein marker
IL-8p gave a highest AUC (AUC= 0.721) and the lowest AIC (AIC=150.88) in
distinguishing OSCC from PMOD group (Table 3) (Figure 1b).

Using the salivary expression of IL-8p as an anchor marker and applying the
2-marker fractional polynomial models, the combination of IL-8p and IL-113
gave the highest AUC (AUC= 0.817) in distinguishing OSCC patients from
controls. This two-marker model also had the lowest AIC (AIC=138.28)
(Figure 2a and 2b). When the sensitivity of the test was fixed at 0.9 in
distinguishing OSCC patients from controls this two-marker model gave the
highest maximized specificity (MaxSpec = 0.56). In contrast, the combination
of IL-8p and H3F3A gave a highest AUC (AUC= 0.752) and the lowest AIC
(AIC=141.34) in distinguishing OSCC patients from PMOD patients (Table 4)
(Figure 2c and 2d). When the sensitivity of the test was fixed at 0.9 in
distinguishing OSCC patients from PMOD patients, this 2-makers model
gave the highest maximized specificity (MaxSpec = 0.45).

Multivariate models analysis considering expression of salivary biomarkers
and risk factor exposure were carried out using the fractional polynomial
model and the logistic model (Table 5). Using the same marker combination,

fractional polynomial model gave the highest AUC and the lowest AIC values
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when compared to logistic model (Figure 3). Areca nut chewing, drinking and
smoking habits associated to salivary expression of IL-13 transcript was the
best variable combination for distinction between PMOD patients and
controls (AUC = 0.785). When sensitivity was fixed at 0.9 the MaxSpec
obtained was 0.9. Areca nut chewing associated to salivary expression of
DUSP1 transcript, IL-1Bp and IL-8p revealed the best combinatory effect for
differentiation between OSCC patients and controls (AUC = 0.872). Fixing
sensitivity at 90% MaxSpec obtained was 0.63. For separation between
OSCC and PMOD patients, smoking associated to salivary H3F3A transcript
and IL-8p expression showed up as the best combinatory makers

(AUC=0.802). When sensitivity was set at 0.9 MaxSpec obtained was 0.53.

Discussion

South and Central Asia has one of the highest incidences and mortality rates
of OSCC in the world. The consumption of areca nut (betel) associated or not
with tobacco is the main risk factor for OSCC development among these
people. Taiwan has one of the highest consumptions of areca nut, explaining
why this country has one of the biggest prevalence of PMOD in the world
(12.7%) and a high incidence rate of oral cancer (WARNAKULASURIYA
2009a; JOHNSON et al. 2011).

Areca nut usage is an important cause of PMOD, as well as tobacco.
However, beyond the development of leukoplakia and erythroplakia, it can
also induce a very distinct form of PMOD called oral submucous fibrosis
(OSF) ( LEE et al. 2003; JOHNSON et al. 2011). OSF is more prevalent

among Southeast Asians, being rare in the western countries. This may



143

indicate that the pathways involved in the oral cancer development among
Southeast Asians might diverge from occidental patients. However, even with
these ethnic and behavior variations, the biomarkers developed in the
western population and applied in this study showed a good performance for
discrimination between oral cancer and controls in Taiwanese individuals,
revealing high AUC values and high sensitivity. These biomarkers were
challenged before in different populations from USA and Serbia, in which
tobacco and alcohol consumption are the main etiological factor for OSCC
(BRINKMANN et al. 2011; ELASHOFF et al. 2012). In these studies the
performance of the biomarkers were similar from those observed in the
present manuscript.

In this study, the proteomic markers had better performance than
transcriptomic markers in distinguishing oral cancer cases from PMOD and
controls when considered individually. The salivary IL-8 protein alone model
performed best among the univariate models, always giving the highest AUC
values than other individual marker. In other validation studies in western
populations, IL-8 and IL-13 proteins were also potential salivary biomarkers
for oral cancer detection, showing sensitivity and specificity ranging from
70% to 80% and an AUC value around 0.7 (BRINKMANN et al. 2011;
ELASHOFF et al. 2012). Although salivary IL-1B protein was not considered
a good marker for OSCC detection in our investigation, IL-8 showed AUC
value (0.73) similar to other studies, confirming the reproducibility of this
marker across different oral cancer populations.

However, as observed by others (LI et al. 2004; BRINKMANN et al. 2011;

ELASHOFF et al. 2012), the combination of proteomic and transcriptomic
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markers revealed the best discriminatory effect between oral cancer and non-
cancer individuals. According to LI et al. (2004), salivary IL-8, IL-13, SAT and
OAZ1 mRNA detection formed the best combinatory markers for OSCC
detection. ELASHOFF et al. (2012) tested these biomarkers in 5 cohorts of
patients and controls. They observed that for some of the cohorts the
combination of biomarkers with the best performance for oral cancer
diagnosis would change, giving AUC values varying from 0.75 to 0.86.
However, the IL-8 and SAT mRNAs were present in all the 5 different
combinations, suggesting that these biomarkers are the most consistent
ones. For BRINKMANN et al. (2011) the best discriminatory markers for
OSCC detection was the combination of IL-13 protein and the SAT1 and
DUSP1 mRNAs revealing an AUC value of 0.86. In our study, we obtained
an AUC of 0.817 that is in the range of AUC values obtained in previous
studies, but using just two markers, IL-8 protein combined to IL-18 mRNA.

Beyond univariate and two-marker analysis we carried out a multivariate
analysis including all possible combination of salivary analytes and also
considering exposure to risk factors related to OSCC and PMOD
development. Combining these parameters we were able to generate a set of
predictors of great value for disease detection. The distinction between
OSCC and controls as well as OSCC and PMOD was greatly dependent on
risk factor exposure status. Using such information we observed a significant
increase in test accuracy, achieving an AUC of 0.87 for differentiation
between OSCC and controls and 0.80 for differentiation between OSCC and

PMOD individuals.
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One of the most important approaches for improve survival and decrease
morbidity in oral cancer patients is the detection of early stage cancer.
Detection of PMOD is of extreme importance, but its discrimination from early
stage oral cancer can be challenging. Currently, the most efficient available
method of diagnosis of these potentially malignant lesions and discrimination
from oral cancer is biopsy followed by histopathological examination. Beyond
the need of highly trained personal to do such exams, it is costly, time
consuming and is associated with patient distress and risk since it is a
surgical intervention. The development of a salivary biomarker with potential
of discriminatory diagnosis between these two entities would be of great
value. In this present study we showed, for the first time, that salivary
biomarkers have discriminatory effect for discrimination between malignant
and PMOD. High expression of IL-1 transcript associated to consumption of
betel, alcohol and tobacco generated the highest AUC value for
differentiation between PMOD and controls. Importantly, for this combination
of parameters we obtained specificity and sensibility of 90%, indicating a high
accuracy test for detection of PMOD. This finding is of great importance for
screening purposes in populations exposed to these risk factors, since the
measurement of just one salivary biomarker would give a very accurate
indication of PMOD diagnosis.

For some of our analysis, setting high sensitivity values (90%) lead to low
maximum specificity. This occurred for differentiation between OSCC and
controls and OSCC and PMOL. Although low specificity represents a
limitation of the proposed biomarker combination, we believe that for a

screening approach, high sensitivity is the most important parameter, since it
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provides a low number of false negative cases and select candidate cases
for complementary clinical evaluation.

Another potential limitation of our findings is the lack of periodontal evaluation
of studied cases. Inflammatory diseases such as periodontitis are one of the
most common pathologies in oral cavity, representing the most common
inflammatory disease in humans (BATCHELOR 2014; CHAPPLE 2014).
Considering that some of our candidate biomarkers are cytokines (IL-8 and
IL-1B), one may suggest that inflammatory diseases in oral cavity may
represent a confusion factor in our analysis. Furthermore OSCC, PMOD and
periodontitis share the same etiological factors, such as tobacco (DYE 2012;
PETERSEN e OGAWA 2012). However, LISA CHENG et al. (2014)
compared the salivary IL-8 protein expression between OSCC patients and
patients with periodontitis. They observed that IL-8 salivary levels were
significantly higher in OSCC when compared to chronic periodontitis patients
(p<0.001) and healthy controls (p=0.014). Also, mean expression in chronic
periodontitis patients was lower (0.58+0.26 pg/mL) than in healthy controls
(0.80+0.41 pg/mL). This may indicate that inflammatory conditions may have
litle effect on our results. Moreover, inflammatory reaction elicited in
periodontitis and in OSCC is of different nature, since microbes are the main
players in the induction of the former (LISA CHENG et al. 2014).

An important aspect of this work is the use of direct saliva transcriptome
analysis (DSTA) technique that allows the measurement of salivary
transcripts directly from saliva with no need of RNA extraction prior analysis
(LEE et al. 2011). This approach is of utmost importance for implementation

of such biomarkers in a clinical practice. RNA extraction is involved with
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higher costs, need of trained personal, and is time consuming. In this work
we demonstrated that salivary RNA and protein could be measured directly
from saliva, with no need of prior treatment. We believe that in the near future
these biomarkers could be measured using portable technologies permitting
its use in an ambulatory environment (27).

We concluded that proteomic and transcriptomic salivary biomarkers are of
great value for oral cancer and PMOD detection in Taiwanese population.
Salivary analytes and status of risk factors exposure related to oral
carcinogenesis emerged as the best combination of variables for OSCC and
PMOL detection. Also, for the first time, we demonstrated that the salivary
analytes have discriminatory power for PMOD diagnosis, representing a
potential tool for early detection of patients in risk of oral cancer

development.
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Tables

Table 1 - Clinical characteristics of subjects enrolled in the study

OSscCC PMOD Controls
Subjects % Subjects %  Subjects % p
Male 57 95 57 95 55 91.7
Gender 0.678
Female 3 5 3 5 5 8.3
<39 6 10 12 20 18 30
40 - 49 21 35 15 25 11 18.3
Age 50 - 59 23 38.3 21 35 14 23.3 0.923
60 - 69 7 11.7 9 15 10 16.7
>70 3 5 3 5 7 11.7
Ethanol Yes 41 68.33 38 63.3 25 417 0.007
consumption ~ No 19 31.67 22 36.7 35 583
Betel nut Yes 52 86.67 48 80 28 46.7 <
chewing No 8 13.33 12 20 32 53.3 0.001
Tobacco Yes 50 83.33 58 96.7 49 81.7 0.02
consumption ~ No 10 16.67 2 3.3 11 183
T1 20 33.33 - - - -
T2 19 31.67 - - - -
Tumor size T3 5 8.33 - - - - -
T4a 14 23.33 - - - -
T4b 2 3.33 - - - -
NO 34 56.67 - - - -
N1 8 13.33 - - - -
Lymph node
N2a 1 1.67 - - - - -
status
N2b 15 25 - - - -
N2c 2 3.33 - - - -
Distant
Mo 60 100 - - - - -
metastasis
! 18 30 - - - -
/] 10 16.67 - - - -
Clinical
T} 6 10 - - - - -
Stage
IVa 24 40 - - - -
IVb 2 3.33 - - - -

*ANOVA test;
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Table 2 - Expression values for salivary mRNAs and proteins according to the studied groups

Kruskal-
OSCC patients Controls PMOD patients Wallis Wilcoxon Two-Sample
Test Test
p-value p-value
Variable Mean SD Min Max Mean SD Min Max Mean SD Min Max p-value OSCCvs. OSCCvs.
Control PMOD
IL-1b 28.80 4.63 21.10 41.00 27.57 429 2080 41.00 28.73 470 2120 41.00 0.28
IL-8 27.34 3.88 20.10 38.40 27.19 3.97 2040 41.00 28.09 435 20.70 41.00 0.50
SAT1 27.87 3.23 21.10 36.90 27.55 365 2120 383 27.97 292 2140 35.00 0.61
OAZA1 23.77 3.71 15.90 32.30 24.15 392 17.80 33.30 24.11 394 1730 33.10 0.96
DUSP1 34.99 5.91 22.60 41.00 32.36 6.10 2340 41.00 32.81 595 2310 41.00 0.03 0.0123 0.0422
S100P 35.38 4.44 25.70 41.00 34.19 449 2550 41.00 35.66 430 25.00 41.00 0.19
H3F3A 20.60 4.21 12.20 33.30 21.00 476 13.80 33.00 20.60 385 13.00 32.90 0.99
GAPDH 17.56 3.45 9.80 28.10 17.64 320 1170 26.90 18.11 340 1150 28.50 0.60
ACTB 23.02 3.77 13.50 32.70 23.25 3.79 16.50 32.70 23.64 426 1540 34.70 0.88
RPS9 22.62 3.87 15.30 33.00 23.10 366 1520 3190 23.77 410 17.30 36.20 0.40
IL-8_pg/ml 283.75 262.33 0.00 1048.72 127.79 110.84 0.00 654.89 140.35 155.13 0.00 1048.72 <.0001* <.0001* <.0001*
IL-1b_pg/ml 101.03 11296 0.00 419.49  48.07 4201 0.00 16199 39.66 28.00 1.61 14583  0.0061* 0.01* 0.004*
Total_protein_mg/ml 1.21 0.64 0.07 2.94 1.08 0.52 0.17 2.61 0.96 0.44 0.28 2.14 0.11

149
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Table 3 - ROC analysis using univariate fractional polynomial model of salivary

transcriptomic and proteomic markers and risk factors exposure

Univariate PMOD vs. Controls OSCC vs. controls OSCC vs. PMOD
model

Variable AUC AlC AUC AIC AUC AlC
IL-8 0.467 166.58 0.449 166.33 0.518 170.13
IL-1B 0.542 170.11 0.721 151.49 0.569 168.63
OAZ1 0.508 170.32 0.519 170.33 0.576 168.07
SAT1 0.483 170.23 0.643 162 0.563 168.52
DUSP1 0.563 168.77 0.649 162.8 0.651 162.24
S100P 0.552 169.59 0.597 167.17 0.542 169.48
H3F3A 0.564 166.6 0.524 170.33 0.589 165.18
IL-1Bp 0.646 159.09 0.637 159.71 0.655 156.75
IL-8p 0.498 170.16 0.749 150.99 0.721 150.88
Total protein 0.568 168.72 0.551 166.06 0.607 164.39
Smoking 0.575 162.74 0.515 168.76 0.56 163.56
Drinking 0.608 164.66 0.639 159.5 0.531 168.45
Areca nut 0.667 155.6 0.707 144.3 0.541 167.48

Table 4 - ROC analysis of 2-marker fractional polynomial model using the salivary

expression of IL-8 protein as an anchor marker

OSCC vs. Controls OSCC vs. PMOD

Two markers

odel AUC AIC AUC AIC
IL-8p + IL-118 0.817 138.28 0.739 150.7
IL-8p + OAZ1 0.751 152.97 0.734 148.76
IL-8p + SAT1 0.794 145.06 0.738 150.98
IL-8p + DUSP1 0.754 148.62 0.726 153.75
IL-8p + S100P 0.767 150.54 0.723 152.16
IL-8p + H3F3A 0.75 152.86 0.752 141.34

IL-8p + IL-1Bp 0.74 152.67 0.685 155.25
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Table 5 - Multivariate model ROC analyses of the optimal models using FP and logistic

models

PMOD vs. Controls

OSCC vs. Controls OSCC vs. PMOD

IL-1B + ArecaNut +

DUSP1 + IL-1Bp +  H3F3A + IL-8p +

Model
Drinking + Smoking IL-8p + ArecaNut Smoking
Fractional polynomial ~AUC 0.785 0.872 0.802
model AIC 145.59 120.16 135.32
AUC 0.716 0.81 0.771
Logistic model
AIC 156.32 137.28 146.07

Figures

Fig.1 - a) Salivary expression of IL-8 protein among the studied groups. IL-8

expression was significantly higher in cancer patients compared to

controls and PMOD patients. Whiskers represent median. b) ROC

curves for salivary IL-8 protein. The AUC value for cancer patients

distinguishing from controls and PMOD patients was 0.749 and 0.721,

respectively.
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Fig.2 - a) ROC curves for combination of salivary IL-8 protein and IL-1(3
mRNA. The AUC value for cancer patients distinguishing from controls
and PMOD patients was 0.81 and 0.73, respectively. b) 2D scatterplot
showing the correlation between the expression of salivary IL-8 protein
and IL-1 B mRNA in controls and oral cancer patients. ¢c) ROC curves for
combination of salivary IL-8 protein and H3F3A mRNA. The AUC value
for cancer patients distinguishing from controls and PMOD patients was
0.75 and 0.75, respectively. d) 2D scatterplot showing the correlation
between the expression of salivary IL-8 protein and H3F3A mRNA in

controls and oral cancer patients.
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Fig.3 - a) ROC curves generated by multivariate fractional polynomial
analysis using three different combinations of variables. Blue line: IL-13 +
Areca Nut + Drinking + Smoking for differentiation between PMOD and
controls (AUC = 0.802). Red line: DUSP1 + IL-1Bp + IL-8p + Areca Nut for
differentiation between OSCC and controls (AUC = 0.872). Green line:
H3F3A + IL-8p + Smoking for differentiation between OSCC and PMOD
(AUC = 0.785). b) ROC curves generated by logistic regression models using
three different combinations of variables. Blue line: IL-13 + Areca Nut +
Drinking + Smoking for differentiation between PMOD and controls (AUC =
0.716). Red line: DUSP1 + IL-1Bp + IL-8p + Areca Nut for differentiation
between OSCC and controls (AUC = 0.810). Green line: H3F3A + IL-8p +
Smoking for differentiation between OSCC and PMOD (AUC = 0.771).
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