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RESUMO

Lessa RC. Identificacdo de genes hiperexpressos em carcinomas
epiderméides de cavidade oral. Sao Paulo; 2007. [Dissertagdo de
mestrado-Fundacao Antdnio Prudente).

O carcinoma epidermoéide de cavidade oral é uma das maiores causa de
morbidade e mortalidade no mundo, sendo a sexta neoplasia mais comum.
Mundialmente, sdo diagnosticados, a cada ano, 500.000 novos casos de
cancer da cavidade oral e da faringe. Apesar dos avangos no tratamento
destas neoplasias, alguns pacientes apresentam evolugbes distintas no
curso da doenga e evoluem com metastases locoregionais e 6bito. As
diferencas na evolugéo clinica de tumores morfologicamente iguais e em um
mesmo estagio clinico estao relacionadas a diversas vias de carcinogénese
que sao responsaveis pelo progresso dos carcinomas epidermdides; sendo
assim, esses tumores podem apresentar comportamentos distintos devido a
diversos padrées de expressdo génica. A analise do perfil de expressao
génica dos tumores, em relagdo ao tecido normal, podera identificar novos
potenciais marcadores de diagndéstico, prognéstico e no desenvolvimento de
alvos terapéuticos. O objetivo desta pesquisa foi identificar, por meio da
busca em bancos de dados publicos de bibliotecas de ORESTES
provenientes de cabega de pescogo, genes que apresentavam expressao
diferencial em tecidos normais e neoplasicos. Posteriormente, estas
diferencas foram confirmadas por RT-PCR em tempo real, através da
analise dos niveis de expressdo génica em amostras de carcinomas
epidermoOides de cavidade oral. Foram identificados 109 genes
diferencialmente expressos através desta analise, sendo que destes 40
genes apresentavam hiperexpressdo quando comparados os tecidos
tumorais com os normais. Estes genes tiveram sua hiperexpressao
confirmada através dos dados de EST's, sendo entdo selecionados 10
genes (ALDOA, AHSA1, ARHGAP1, HDAC1, KRT5, KRT6A, POLQ,



PABPC1, RPL19 e RPL23) em que foi levado em consideracdo o nivel de
expressao dos transcritos, comparagdo entre regides cromossémicas
conhecidas como regibes de ganho, descritas na literatura, o processo
biolégico e fungdo celular em que o gene esta envolvido, e a disponibilidade
de anticorpos comerciais, para terem sua expressao diferencial avaliada em
quarenta e oito amostras de carcinomas epidermoides de cavidade oral e em
vinte e cinco amostras de tecidos normais de mucosa de cavidade oral. Este
trabalho permitiu demonstrar que a estratégia de escolha de genes, a partir a
analise das bibliotecas de ORESTES, foi adequada, pois genes
selecionados para validagdo apresentaram aumento de expressdo nas
amostras tumorais analisadas. A quantificacéo da expressdo desses genes
revelou que trés deles (ALDOA, AHSA1 e POLQ) apresentaram-se com
aumento da expressdo de pelo menos duas vezes em mais de 40% das
amostras testadas, em relagdo a média dos valores de Ct das amostras de
tecidos normais. O aumento de expressdo destes genes nas amostras
tumorais pode indicar uma associagdo destes com o processo de
carcinogénese, porém estudos mais amplos devem ser realizados a fim de

elucidar e confirmar os achados.



SUMMARY

Lessa RC. [Identification of overexpression genes in oral squamous
cells carcinomas]. Sdo Paulo; 2007. [Dissertagdo de mestrado-Fundagéo

Antonio Prudente].

Oral squamous cells carcinoma is one of the most reasons of morbidity and
mortality in the world, being the sixth most common malignancy. Annually,
about 500000 new oral and pharyngeal cancers have been diagnosed in the
world. Although the advances in treatment of these neoplasias, some
patients present distinct evolutions in the course of the illness and evolve
with metastases locoregional and death. The differences in clinical evolution
of match morfological tumors and showing same clinical stage are related to
several ways of carcinogenesis that are responsible for the squamous cells
carcinomas progress, thus, these tumors may play distinct behaviors due
several standards of gene expression. The tumors gene expression analysis
may identify new potentials marking of diagnosis, prognostic and in the
development of therapeutical targets. The aim of this research was to identify
genes that are differentially expressed in normal and tumors tissues in public
databases of head and neck ORESTES libraries. Later, these differences
had been confirmed by quantitative real time PCR through the analysis of the
gene expression levels in samples of oral squamous cells carcinomas. This
first analysis had been identified a set of 109 distinguishing express genes,
for a subset of 40 genes were overexpressed when comparing the tumor
tissues with the normal ones. These genes had had its overexpression
confirmed through the database of EST' s, and we selected 10 (ALDOA,
AHSA1, ARHGAP1, HDAC1, KRT5, KRT6A, POLQ, PABPC1, RPL19 and
RPL23) best genes candidates for further validation in forty-eight samples of
oral squamous cells carcinomas and in twenty-five normal oral samples. We
demonstrate that the strategy of genes choice through the ORESTES

libraries analysis was adjusted, therefore genes selected for validation had



conferred increase of expression in the tumors samples. The quantification of
these genes expression revealed that three of them (ALDOA, AHSA1 and
POLQ) had been presented with increase of the expression at least two
times in more than 40% of tested samples, in relation to average Ct's values
of the normal tissues samples. The genes overexpression in the tumors
samples can indicate an association of these with the process of
carcinogenesis, however ampler studies must be carried to elucidate and

confirm the findings.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

LISTA DE FIGURAS

Grafico de amplificacdo do gene ALDOA em duas amostras
de tecido da cavidade bucal.

Gel de agarose a 1% mostrando a qualidade do RNA

extraido de alguma das amostras.

Amplificagdo de um fragmento de 311pb do gene NOCTH2,
gel de poliacrilamida 8% atestando a qualidade da sintese
do cDNA sintetizado de algumas das amostras.

Grafico que mostra a determinagdo do melhor nimero de

genes a serem utilizados para normalizagao.

Gréfico que representa a média de estabilidade da
expressao dos genes normalizadores testados para todas

as amostras do estudo.

Grafico de dispersdo que compara o nivel de expresséo das
amostras tumorais com o nivel de expressao das amostras

normais.

Os gréficos de dispersdo demonstram a andlise de cada um

dos genes com relacao a localizagao.

28

42

43

47

50

59

60



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

LISTA DE TABELAS

Localizagdo e identificacdo das bibliotecas de ORESTES

incluidas na analise.

Primes para os genes selecionados para validacdo em

RT-PCR em tempo real.

Primes utilizados como normalizadores nos

experimentos de RT-PCR em tempo real.

Ferramentas disponiveis on-line utilizadas para a

avaliacdo dos genes candidatos.

Informagbées sobre os genes hiperexpressos em
Carcinomas epiderméides de cabegca e pescogo
identificados pelo estudo.

Valores de quantificacdo do RNA das amostras tumorais.

Valores da quantificagdo dos RNAs das amostras de

normais.

Genes utilizados para as andlises de selecdo do controle
interno mais estaveis que foram utilizados como

referéncia na quantificacéo relativa da expressao génica.

Classificagdo gerada através da analise dos dados de

expressao pelo programa GeNorm.

21

23

24

35

40

41

46

49



Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

Tabela 16

Classificagdo gerada através da anélise dos dados de

expressao pelo programa NormFinder. 50

Classificacdo dos genes normalizadores quanto a
estabilidade, sugerida pelos programas de GeNorm e

NormFinder nos trés experimentos. 52

Ciclagem da RT-PCR em tempo real e concentragéo de

MgCl, padronizadas para os genes do estudo. 53
Ciclagem da RT-PCR em tempo real e concentracéo
de MgCl, padronizadas para o0s genes

normalizadores. 54

Valores de eficiéncia de amplificagdo obtidos para cada

um dos genes incluidos no estudo. 55

Porcentagem de amostras com hiperexpresséo nos

genes incluidos no estudo. 56

Caracteristicas dos pacientes incluidos no estudo. 58

FUNDAGAO ANTONIO
PRUDENTE
BIBLIOTECA




ACTB
AJCC
B2m
cDNA
c-erbB2

cm
cm?
CGAP
CO,;

Ct
cTNM
DEPC
DNA
dNTPs
DTT
EGFR

EST

E.UA.
FAPESP
GAPDH
HCGP
HPRT1

INCA
M

LISTA DE ABREVIATURAS

Homo sapiens actin, beta

The American Joint Committe on Cancer

Homo sapiens beta-2-microglobulin

DNA complementar

Homo  sapiens epidermal growth factor receptor
(erythroblastic leukemia viral (v-erb-b) oncogene homolog,
avian) (EGFR)

Centimetro

centimetro quadrado

cancer genome anatomy project

diéxido de carbono

threshould cycle

classificacéo clinica dos tumores por meio do sistema TNM
di-etil pirocarbonato

acido desoxirribonucleico

deoxinucleotideos fosfato

di-etiltreitol

receptor de fator de crescimento

etiquetas de sequéncias expressas, cuja sigla do inglés é
Expressed Sequence Tags

Estados Unidos da América

Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
Homo sapiens glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Projeto Genoma Humano do Céancer

Homo sapiens hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
(Lesch-Nyhan syndrome)

Instituto Nacional do Cancer

Molar



g

pl

mL

mm
mm?
pM
MAPK
MgCl,
mRNA
NaOH
NacCl
NCBI
ng
NOTCH2
ORESTES
pb

PCR

PPIA

p53
PTNM

RPLO
RPM
PGK

pH

RNA
RT-PCR
SAGE
SAME
TBP

Micrograma

Microlitro

Mililitro

Milimetro

milimetros cubicos

Micromolar

quinase ativada por mitégeno

cloreto de magnésio

RNA mensageiro

hidroxido de sédio

cloreto de sédio

National Center For Biotechnology Information
Nanograma

Homo sapiens Notch homolog 2 (Drosophila)

Open Reading Frames Expressed Sequences Tags
pares de bases

reacao em cadeia da polimerase, do inglés Polimerase
Chain Reaction

Homo sapiens peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A)
(PPIA), transcript

tumor protein p53 [Homo sapiens]

classificagdo histopatolégica dos tumores por meio do
sistema TNM

Homo Sapiens ribosomal protein, large, PO
rotagcdes por minuto

Homo sapiens phosphoglycerate kinase

potencial hidrogeniénico

acido ribonucléico

reverse trascriptase PCR

serial analysis of gene expression

Servigo de Arquivo Médico e Estatistico

Homo sapiens TATA box binding protein



Tm
TMA
TNM
TP53

uiCcC

uv

melting temperature

tissue microarray

Sistema de classificagao de tumores malignos

Homo sapiens tumor protein p53 (Li-Fraumeni syndrome)
Unidades

Uniao Internacional Contra o Cancer

Ultravioleta



iINDICE

1 INTRODUGAO 1

1.1 Cancer Oral 1

1.2  Prognéstico 6

1.3  Alteragdes Citogenéticas e Marcadores Moleculares 9

1.4  Projeto Genoma Humano do Cancer 12
2 OBJETIVOS 15
2.1 Objetivos Gerais 15
2.2  Objetivos Especificos 15
3 MATERIAIS E METODOS 16
3.1 Casuistica e Obtencdo das Amostras de Tecidos 16
3.2 Extragdo de RNA 17
3.3 Sintese de cDNA 18
3.4 Avaliagao da Qualidade dos cDNAs 19
3.5 Analises de Bioinformatica 20
3.6 Desenho dos primers 22

3.7  Célculo da Expresséo Relativa e Escolha do Gene Normalizador 25
3.8 Quantificagao da Expressdo Génica por Meio de RT-PCR em

tempo real 27
3.9 Calculo de Eficiéncia de Amplificacao 30
3.10 Analises Estatisticas 31
4 RESULTADOS 32
4.1  Selecdo dos Genes Candidatos 32
4.2 Coleta das Amostras de Tecido e Extragdo de RNA 39
4.3 Avaliagao da Sintese de cDNA 42

4.4 Escolha do Gene Normalizador 44



4.5

Quantificagdo da Expressdo Génica por meio de RT-PCR em

tempo real

DISCUSSAO

CONCLUSOES

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXOS

52

62

79

80

Anexo 1 Classificagao clinica (TNM) para o cancer de cavidade oral

baseada na extensado do tumor primario, na auséncia ou

presenca e a extensao de metastases em linfonodos

regionais e a auséncia ou presengca de metastase a

distancia.

Anexo 2 Grupamento de Estadios para o cancer de cavidade oral

baseada na classificagdo clinica (TNM) - extensao do tumor

primario, presenga ou auséncia de comprometimento de

linfonodos regionais e a auséncia ou presenga de

metastase a distancia.

Anexo 3 Lista dos genes hiperexpressos identificados pela analise

de Dbioinformatica. S&o fornecidos o0s valores

de

hiperexpressdo para cada gene nas bibliotecas de

ORESTES e nas bibliotecas de EST'’s.

Anexo 4 Medida da expressao diferencial através do método do 2724

das amostras tumorais em relagao a média dos valores de

Cts das amostras normais, normalizadas pela media de

expressao dos genes RPLO, TBP e PPIA.

Anexo 5 Ficha de dados clinicos utilizada para coleta dos dados

clinicos e patologicos dos pacientes incluidos na pesquisa.

Anexo 6 Termo de consentimento pés informado utilizado para a

coleta das amostras normais incluidos na pesquisa.



1 INTRODUGAO

1.1 CANCER ORAL

O céncer de cavidade oral refere-se ao subgrupo de neoplasias de
cabeca e pescogo as quais se desenvolvem em labio, mucosa jugal, areas
retromolares, sulcos buco-alveolares, superior e inferior, lingua, rebordo
alveolar superior e inferior, assoalho de boca e palato duro, de acordo com a
Classificagao Internacional de Doengas (ICD versao 10 Categorias C06).

Das neoplasias que acometem a cavidade oral, o carcinoma
epiderméide representa de 90% a 95% dos tumores malignos que afetam
este sitio anatdbmico, sendo considerados as neoplasias epiteliais mais
agressivas. Outras histologias menos freqlientes que podem acometer esta
localizagdo s&@o os carcinomas de glandulas salivares menores, linfomas,
melanomas e sarcomas (GREENLEE et al. 2001; JOHNSON 2003;
TSANTOULIS et al. 2007; PEREIRA et al. 2007).

O carcinoma epiderméide é geralmente caracterizado como exofitico
ou ulcerativo ou ainda uma combinagdo destas duas caracteristicas. Os
carcinomas exofiticos sdo mais raros, apresentam crescimento mais lento e
sao menos infiltrativos do que as lesdes ulceradas. Estas, por sua vez, sao
mais comuns, e geralmente aparecem como Ulceras vermelhas ou
acinzentadas, com bordos elevados e facil sangramento. Estas lesdes

ulceradas podem ser profundamente infiltrativas (DAS e NAGPAL 2002).



Estas lesbes séo classificadas também por seu grau de diferenciagdo como:
bem diferenciado ou grau |, moderadamente diferenciado ou grau Il e pouco
diferenciado ou grau Il (PEREIRA et al. 2007).

Estimativas do INCA para o ano de 2006 apresentam o cancer de
cavidade oral como a quinta neoplasia mais comum em homens, no Brasil,
contabilizando 10.060 novos casos. Nas mulheres esta estimativa é de 3.410
casos, sendo a oitava neoplasia mais freqiiente (Ministério da Saude 2005).

No periodo entre 1979 e 2002, houve 38.263 mortes por cancer oral
no Brasil. Isto corresponde a 1,8% do total de mortes devido a neoplasias
neste periodo (BOING et al. 2006). Estudo realizado por BIAZEVIC et al.
(2006), neste mesmo periodo, mostrou uma tendéncia global de incremento
do aumento na mortalidade por cancer de boca e orofaringe na cidade de
Sao Paulo, sendo que o cancer de lingua foi responsavel por mais de um
terco desses Obitos. Esta neoplasia apresenta taxas de mortalidade entre
homens e mulheres em uma proporgao de 4:1.

O cancer oral apresenta-se entre a oitava posi¢do na incidéncia de
cancer no mundo, com variagbes epidemioloégicas entre as diferentes
regides geograficas. Estas neoplasias sdo, na sua maioria, diagnosticadas
em em estagios avangados da doenga, constituindo, assim, um grande
problema de saude publica (PARKIN et al. 1993; MASSANO et al. 2006).

Apesar dos modernos avangos nos métodos de diagnostico e
tratamento, incluindo a maior utilizagdo dos regimes quimioterapicos, as
taxas de sobrevida globais entre os pacientes com cancer de cabega e

pescogo, incluindo os tumores de cavidade oral, ndo tém sido modificadas



(VARTANIAN et al. 2006). Nas ultimas décadas, ocorreu uma diminui¢cao na
taxa de mortalidade em alguns sitios anatémicos para estes carcinomas,
porém a cavidade oral ndo seguiu esta tendéncia (BOING et al. 2006).

A etiologia do cancer de boca e orofaringe & multifatorial, integrando
fatores endégenos, como a predisposicdo genética e fatores exdgenos
ambientais e comportamentais, porém os maiores determinantes para o
risco de cancer oral no Brasil sdo o tabaco e o consumo de bebidas
alcodlicas.

A maior incidéncia do carcinoma de cavidade oral deve-se a
exposi¢cao ao tabaco, considerada como responsavel por 50 a 90% dos
casos em todo o mundo. A incidéncia desta neoplasia em fumantes de
cigarro € de 4 a 7 vezes maior do que em nao fumantes (NAGLER et al.
2004). BOSETTI et al. (2006) mostraram que o risco para desenvolvimento
de neoplasias em ex-fumantes mantinha-se elevado por pelo menos 10 anos
ap6s estes pararem de fumar, diminuindo em torno de 40% depois destes
periodo. Além disso, os ex-fumantes apresentavam duas vezes mais risco
de desenvolverem a doenga do que pessoas que nunca fumaram (SCULLY
e BAGAN 2007).

No tabaco, podem ser identificadas cerca de 4.700 substancias
toxicas tanto na fumaga como no proprio tabaco. Dentre estas, 60
apresentam agao carcinogénica conhecida, destacando-se as nitrosaminas e
os hidrocarbonetos que estao presentes em altos niveis em fumantes. Além
destes, outros compostos sdo formados durante o processo de combustéao

do tabaco, como o cadmio, polénio-210, benzopirenos e formaldeido. Além



da agdo das substancias cancerigenas, a exposi¢ao continua ao calor
desprendido pela combustdo do fumo potencializa as agressbes sobre a
mucosa da cavidade bucal (WINN 1997; RODU e JANSSON 2004).

O ato de fumar e/ou mascar tabaco aumenta a permeabilidade da
mucosa bucal promovida pela agdo destes varios agentes carcindgenos.
Este evento facilita a penetragdo das nitrosaminas na mucosa bucal,
desencadeando as reagdes oxidativas, que tém sido implicadas na iniciagao
de reagbes que produzem radicais livres nos eventos celulares. Assim, a
presenca de oxigénio reativo pode causar dano ao DNA, o que pode resultar
em mutagénese e em alteragdo no ciclo celular (ZAIN 2001;
WARNAKULASURIYA et al. 2005).

O consumo de alcool apresenta um aumento do risco de 9,2 vezes
para ocorréncia do cancer de boca, faringe e supraglote entre etilistas que
nunca fumaram, quando comparados com néo etilistas (VISWANATHAN e
WILSON 2004). BROUHA et al. em 2005 mostraram que etilistas e fumantes
sao os que mais retardam o diagnostico das lesées de cavidade oral e
faringe.

O alcool pode ter uma agado direta ou indireta sobre a mucosa oral:
este evento ocorre pela conversdo do etanol em acetaldeido promovido
pelas bactérias da microflora oral, principalmente entre os consumidores de
bebida e tabaco. O alcool age como um solvente que aumenta a penetragéo
dos compostos carcindgenos na mucosa, devido a alteragao molecular das
membranas celulares. Além disso, o alcoolismo crénico provoca alteragao

das glandulas salivares e, com isso, ha um impacto no fluxo e na



composicao salivar. Deste modo, a mucosa bucal torna-se lubrificada
insuficientemente, levando a uma maior exposicdo aos carcin6bgenos
(SCHWARTZ et al. 2001; POSCHL e SEITZ 2004; HUNTER et al. 2005).

A agao de agentes virais HPV-Human papillomaviruses - e o HSV-
Herpes simplex viruses - tem sido relacionada com a patogénese dos
carcinomas epidermoéides de cabeca e pescogo, mas este contexto ainda
mantém controvérsias. Podem ainda ser identificados como fatores de risco
para desenvolvimento destas neoplasias o status socioeconémico, a
moradia em areas rurais, a idade, os habitos alimentares, a exposicédo
ocupacional, o uso de enxaguatérios bucais, os mecanismos humorais ou
celulares do sistema imunolégico, porém estes ainda néo apresentam seu
papel bem estabelecido (ELMORE e HORWITZ 1995; GAGARI e KABANI
1995; HASHIBE et al. 2003; BSOUL et al. 2005).

A doenga periodontal crénica, a ma higiene oral, préteses mal
adaptadas, ou ma conservagao dental, tém sido sugeridas como co-fatores
para o desenvolvimento destas neoplasias (BSOUL et al. 2005). O
desenvolvimento dos carcinomas epidermoides de cavidade oral pode ainda
estar relacionado com predisposi¢cdo genética familiar (FRANCO et al. 1989;

BIAZEVIC et al. 2006; SCULLY e BAGAN 2007).



1.2 PROGNOSTICO

O estadiamento do cancer oral é convencionalmente realizado com o
uso do sistema de classificagado TNM (Tumor, Nédulo, Metastase) e sua
variante pTNM, que s&o baseados na avaliagdo clinica e patolégica do
tamanho do tumor e envolvimento linfonodal. Contudo, o tradicional
estadiamento €, na maioria das vezes, inadequado e nem sempre fornece
informagbes precisas sobre o prognéstico. Modelos prognésticos que
consideram multiplos parametros e sistemas de scoring baseados em
variaveis histolégicas como espessura maxima do tumor, profundidade de
invasédo, grau de diferenciagado e invasao linfovascular e perineural, estdo
sendo utilizados para redefinir o prognéstico e permitir a selegdo do
tratamento mais apropriado (KANE et al. 2006; TSANTOULIS et al. 2007).

KOWALSKI e CARVALHO (2001) citam, em sua revisao de literatura,
que o prognostico das lesdes de cabega e pescogo de uma forma em geral,
incluindo as lesdes de cavidade oral, estd diretamente relacionado ao
estagio clinico em que estas neoplasias foram diagnosticadas. Pacientes
com lesbes em estagios avangados (Estadio Il ou IV) apresentam um
prognostico pior do que aqueles que sdo clinicamente diagnosticados com
lesbes em estagio inicial (Estadio | ou II).

MASSANO et al. (2006) citam em sua revisdo que o atraso no
diagnoéstico destas neoplasias aumenta a possibilidade de um maior
crescimento e progressao tumoral e, consequentemente, o agravamento do

prognostico. Este fator estd diretamente associado ao mau prognéstico



destas lesbes, uma vez que a taxa média de sobrevida em cinco anos para
os estagios iniciais € de 80%, enquanto que, nos estagios avancados, esta
taxa cai para 49%. A metastase linfonodal é o fator prognoéstico mais forte
para os carcinomas epidermdides de cabeca e pescogo, sendo que sua
presenca esta associada & diminuicdo da sobrevida global pela metade,
assim como o aumento das taxas de recorréncias (MASSANO et al. 2006).

Baseando-se nestes fatos, é altamente recomendado que o
tratamento do cancer deva ser iniciado logo ap6s o diagnéstico, para que
nao haja progressédo da lesdo e para que esta progressdo nao afete o
planejamento do tratamento, com possibilidade de influéncia negativa no
prognéstico (FREEMAN 1998).

Para que haja confirmagéo da suspeita clinica de cancer, os exames
complementares sdo essenciais para o diagnéstico e estadiamento. No
entanto, os dados clinicos e histopatologicos, utilizados na pratica clinica
para o planejamento terapéutico, mesmo quando analisados em conjunto,
nao sao preditivos da evolugdao clinica pés-tratamento em um numero
significativo de casos. A identificagdo de outros fatores preditivos do
prognéstico &, portanto, imperativa (CARVALHO et al. 2000, 2004).

Atualmente, o tratamento dos carcinomas epiderméides envolve a
cirurgia, a radioterapia, a quimioterapia ou a integragao destas terapias. A
cirurgia € o tratamento de escolha para as neoplasias de cavidade oral e é
indicada para a ressecc¢ao de lesGes em estagio inicial, sendo que, para as

lesGes em estagio avangado, incluem-se a remog&o dos linfonodos regionais



do pescogo, e associagcdo com a radioterapia (DAS e NAGPAL 2002; CHIN
et al. 2005; KORNBERG et al. 2005).

Devido ao melhor entendimento do comportamento biolégico das
neoplasias houve mudanga no seu tratamento, com a implementacdo de
altas doses de terapia radioterapica pés-operatéria, os avangos na
tecnologia da radiagao localizada e técnicas cirurgicas, houve uma melhoria
no tratamento destas neoplasias, conseguindo assim um acréssimo na
sobrevida dos pacientes. Apesar de todas esses alteragdes que ocorreram
no tratamento das neoplasias, a biologia do tumor representa a mais
importante causa da recorréncia das lesées (CARVALHO et al. 2003).

A cura destes pacientes depende do estagio da doenca e o sitio
especifico do tumor. As taxas de recorréncias locais e regionais, atualmente,
sao os maiores problemas terapéuticos destas neoplasias. Ndo sé tumores
avangados, mas também alguns tumores em estagios iniciais apresentam
altas taxas de recorréncia e, consequentemente, altas taxas de mortalidade
(BUNDGAARD et al. 1996; GARZINO-DEMO et al. 2006; LUNG et al. 20086).
As taxas de metastases a distancia, para estas neoplasias, variam de 4% a
26%, sendo relativamente menor quando comparado a outras neoplasias.
Estas metastases clinicamente se manifestam dois anos apés o diagnéstico
do tumor primario, e a taxa de sobrevida do paciente é de aproximadamente
cinco meses (GARAVELLO et al. 2006).

Observa-se na clinica uma diferenga no curso da doenga de
determinados pacientes: alguns tumores pequenos seguem um curso

agressivo com desfecho fatal, enquanto que tumores maiores podem



apresentar um curso livre de recorréncia. Além disso, podem ser
observados, também, pacientes com mesmo estéagio clinico, apresentando
evolugao clinica diferente, evoluindo para quadros metastaticos, seguidos de
6bito.

Por este motivo, pesquisas na area de biologia molecular tém sido
realizadas, a fim de elucidar eventos na progressdao dos tumores que
promovam estas alteragbes de prognéstico, para que se possa adequar o
tratamento e proporcionar uma taxa de sobrevida melhor para todos os

pacientes portadores destes carcinomas.

1.3 ALTERAGOES CITOGENETICAS E MARCADORES

MOLECULARES

Em 2000, SCULLY et al. Demonstraram, através de uma revisdo de
literatura, que o desenvolvimento do cancer oral parece ser conseqiiéncia de
multiplos eventos genéticos em muitos cromossomos e genes. A
consequéncia deste dano nos cromossomos € a alteragdo na regulacéo
celular e nos sinais celulares, do ciclo de divisdo celular e dos mecanismos
de reparo aos danos celulares ou eliminagdo de células nao funcionais.
Estas alteragdes genéticas resultam na inativagdo de genes supressores
tumorais e ativacéo de proto-oncogenes por delegbées, mutagdes pontuais, e
amplificacées génicas.

O acumulo destas alteragdes genéticas, durante um periodo de

tempo, parece levar a perda da regulagao celular, até o ponto em que o
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crescimento se torna auténomo e os mecanismos invasivos conduzem ao
desenvolvimento do carcinoma.

DAS e NAGPAL (2002) citaram, em uma revisao de literatura, que a
instabilidade gendmica reflete a susceptibilidade do genoma em adquirir
multiplas alteragdes, como a perda de heterozigosidade e a instabilidade
microsatélite, as quais pode contribuir para a inativacido dos genes
supressores do tumor. A freqliente perda de heterozigosidade nos
cromossomos 3p, 6p, 7p, 8q, 9p, 13q, 17p e 18g tem sido demonstrada em
diversos estudos, como o evento inicial no carcinoma epiderméides de
cavidade oral, e tem sido associada com o prognéstico de lesdes pré-
malignas para estes carcinomas (BERGAMO et al. 2000; SINGH et al. 2002;
KIM e CALIFANO 2004).

HUANG et al. (2002) demonstraram que as regiées mais comuns de
ganho cromossdmico envolviam 3q, 8q, 5p, 11q12-13 e 99 nos carcinomas
epiderméides de cavidade oral. A amplificagdo da regido 11913 e a
superexpressao da ciclina D1 foram observados em 30 a 60% dos casos
destes carcinomas e tém sido associadas com o aumento das taxas de
metastases linfonodais e pior prognéstico (HUANG et al. 2002; PEREZ-
ORDONEZ et al. 2008).

Observou-se, ainda, a amplificagéo e hiperexpressao do c-myc/N-myc
em 20 a 40% dos canceres orais, enquanto que os int-2, hst-1, em 30 a 50%
dos carcinomas epiderméides de cavidade oral. Estas amplificagées estéo
associadas com o mau progndstico destas neoplasias e exercem um papel

importante na tumorigénese destes carcinomas, estando relacionados com a
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perda de diferenciagdo dos tumores (NAGAI 1999). Recentemente, a
ativagao constitutiva do Stat-3 tem sido proposta como sendo o evento inicial
na carcinogénese oral (DAS e NAGPAL 2002).

Investigagdes recentes tém demonstrado numerosos alvos biol6gicos
para terapia de varios canceres. Novos tratamentos tém sido desenvolvidos
com base nestas novas descobertas, incluindo o adenovirus como mediador
do p53 para o interior celular, os inibidores de tirosina quinase bcr-abl e o
bloqueio do receptor do fator epidermal de crescimento por anticorpos
monoclonais (GONZALEZ et al. 2003).

Os carcinomas de cavidade oral apresentam expressdo do receptor
do fator de crescimento epidermal (EGFR), o qual tem sido proposto como
um importante alvo terapéutico. A superexpressdo deste fator tem sido
associada com pior prognostico, resisténcia ao tratamento, maior
angiogénese, aumento da proliferagédo e pela expressdo de mediadores do
fendtipo metastatico (DAS e NAGPAL 2002; MODJTAHEDI 2005).

O uso dos inibidores do EGFR pode exercer um importante papel no
tratamento destas lesées, em combinagdo com outros agentes biolégicos,
radioterapia ou quimioterapia. Apenas 20 a 30% dos pacientes que
apresentam tumores EGFR dependentes sao beneficiados por esta terapia,
além disso o tratamento cronico pode levar ao desenvolvimento de
resisténcia a estes inibidores. Por isso, € importante a busca por novos
marcadores para estabelecer um painel de valor clinico e biolégico os quais
possa ser usado nao s para selecionar quais os pacientes que podem

ganhar melhores beneficios com o uso dos inibidores do EGFR, como
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também atender aqueles que apresentem outros perfis de alteragoes
moleculares (MODJTAHEDI 2005; BONNER et al. 2006).

A analise e identificacdo de alvos moleculares tém o potencial de
poder auxiliar na prevencdo, diagnéstico e planejamento terapéutico do
cancer de cabeca e pescogo. Ndo ha, atualmente, nenhum marcador
molecular especifico em uso que possa predizer o comportamento dos
carcinomas epidermoides de cabegca e pescogo. A identificagdo de
marcadores com relevancia biolégica pode levar ao desenvolvimento de
estratégias terapéuticas mais eficientes contra uma populacgao especifica de
pacientes que ndo apresentem resposta satisfatéria aos tratamentos
convencionais (MODJTAHEDI 2005).

A atividade de genes expressos em neoplasias malignas em
comparagao com seus correspondentes em tecidos normais, pode ajudar a
delinear a extensdo da origem das alteragdes moleculares e elucidar os

mecanismos da tumorigénese (BRENTANI et al. 2003).

1.4 PROJETO GENOMA HUMANO DO CANCER

Em 1991, ADAMS et al. propuseram o método de seqiienciamento
parcial das moléculas de RNA mensageiro, o qual permitiu o aumento no
numero de genes humanos conhecidos e a identificacdo de uma grande
série de genes importantes em diversas patologias e processos celulares.
Esta técnica € denominada EST sequencing (seqiienciamento de “etiquetas

de genes expressos”) e consiste na obtengdo de uma seqiiéncia parcial,
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derivada de uma das extremidades dos RNAs mensageiros transcritos a
partir dos genes. Estas seqiiéncias, ainda que parciais, sdo armazenadas
em bibliotecas e refletem a populagdo de genes transcritos em uma célula.
Nesta técnica, geralmente, a informacao gerada é oriunda das extremidades
dos genes, portanto a porgao central destes nao é representada.

DIAS NETO et al. (1997) desenvolveram uma técnica de
sequenciamento da regido central dos transcritos génicos que foi
denominada de ORESTES (Open Reading Frames Expressed Sequences
Tags). Este método permite a obtencdo de seqiiéncias de DNA
extremamente ricas em informagdes complementares, sendo que os dados
obtidos podem ser somados com dados disponiveis em base de dados
publicos para melhor caracterizagdo das seqiiéncias génicas (DE SOUZA et
al. 2000; DIAS NETO et al. 2000; CAMARGO et al. 2001).

A técnica de ORESTES baseia-se na geracdo de pequenos
fragmentos de cDNA através de RT-PCR, usando primers com sequéncias
arbitrarias, sobre condigdes de baixa estringéncia. Esta técnica permite uma
melhor amostragem dos transcritos raros, o que se reflete em uma tendéncia
de normalizagéo dos dados obtidos (DIAS NETO et al. 2000; CAMARGO et
al. 2001).

Em 1999, o Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Céancer e a FAPESP
financiaram a realizagéo do Projeto Genoma Humano do Cancer (HCGP), o
qual tinha por objetivo descobrir novos genes envolvidos na formagéo dos
tumores de maior importancia epidemiolégica no Brasil, através da analise

de bibliotecas de ORESTES. Neste projeto, foram gerados mais de um



14

milhdo de ORESTES, provenientes de 31 tipos de tecidos, sendo que,
dentre estes, cerca de 30% representavam seqiiéncias humanas inéditas.
Todas as sequéncias produzidas neste projeto foram depositadas em
bancos de dados publicos, permitindo o seu uso por toda a comunidade

cientifica internacional (www.ncbi.nlm.nih.gov) (DE SOUZA et al. 2000: DIAS

NETO et al. 2000). Através do método de ORESTES, foram geradas cerca
de 200.000 sequiéncias oriundas de tecidos tumorais e normais de cabeca e
pescogo.

REIS et al. (2005) realizaram um estudo de expressdo génica global,
baseado nos dados de ORESTES, disponiveis no banco de dados publicos,
provenientes de amostras de carcinomas epiderméides de cabeca e
pescoco e tiredide. Neste estudo, foram selecionadas as sequiéncias que
mapeavam regides genémicas onde ja& havia sido descrita a perda de
heterozigosidade ou amplificagées em carcinomas epiderméides de cabeca
e pescogo e tirdide. Dentre estas sequéncias, foram identificados genes
diferencialmente expressos nos tumores em relagdo ao tecido normal.
Alguns dos genes candidatos foram validados por RT-PCR em tempo real e
foi confirmada a hiperexpressao de dois destes genes em tumores de laringe
e de cavidade oral. Estes resultados demonstram o potencial da estratégia
de utilizagdo dos dados de ORESTES para a identificagdo de genes
humanos diferencialmente expressos e que podem ser candidatos a

marcadores moleculares para diagnéstico ou prognoéstico destas neoplasias.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAL

O objetivo deste estudo é identificar novos genes que apresentem

hiperexpressao em carcinomas epiderméides de cabeca e pescogo.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar genes hiperexpressos em carcinomas epiderméides de
cabecga e pescogo, através da comparagdo dos dados publicos de
ORESTES, gerados a partir de amostras de carcinomas epidermoéides
de cabeca e pescogo e tecidos normais.

Validar a hiperexpressao destes genes selecionados em amostras de
carcinomas epidermoéides de cavidade oral, comparando com a
expressao em mucosa normal.

Identificar genes constitutivos mais estaveis para serem utilizados
como normalizadores em estudos de expressdo génica de RT-PCR

em tempo real, em amostras de cavidade oral.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CASUISTICA E OBTENGAO DAS AMOSTRAS DE TECIDO

Para selecdo das amostras utilizadas na validagdo dos genes
candidatos, foi realizado um levantamento de dados no Servigo de Arquivo
Médico e Estatistico (SAME) do Hospital do Cancer A.C. Camargo, por meio
de analise dos prontuarios de pacientes atendidos neste hospital, no periodo
de 2000 a 2005. Foram selecionados os pacientes portadores de carcinomas
epidermoides primarios de cavidade oral, os quais ndo receberam nenhum
tratamento prévio e que possuiam amostras disponiveis no banco de
tumores.

A utilizagdo das amostras foi autorizada pela Comisséo de Etica em
Pesquisa do Hospital do Cancer A.C. Camargo (Processo n°738/05) e o
termo de consentimento pés-informado foi devidamente assinado por todos
os pacientes. As amostras foram colhidas a fresco durante o ato cirdrgico e
submetidas a exame intra-operatério pelo método de congelamento para a
selecao de areas tumorais representativas e livres de necrose. As amostras
foram submetidas a congelamento rapido em nitrogénio liquido e
armazenadas a -70° C no Banco de Tumores do Hospital do Cancer A.C.
Camargo.

Através de uma colaboragdo com a Escola Baiana de Medicina e

Saude Publica — Curso de Odontologia, também puderam ser utilizadas no
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estudo 25 amostras de mucosa normal provenientes de individuos sadios e
que nao apresentavam nenhuma alteragdo patolégica na cavidade oral.
Estes individuos foram submetidos a cirurgias pré-protéticas ou cirurgia de
3° molares inclusos. Estas amostras foram colhidas no momento da cirurgia
e foram congeladas imediatamente em banho de gelo seco e etanol e, em
seguida, foram estocadas em freezer -70°C.

Dentre as amostras tumorais, encontravam-se amostras de assoalho
bucal (11 casos), lingua oral (28 casos), e area retromolar (4 casos). As
amostras normais estavam divididas entre os sitios anatémicos de area
retromolar (15 casos), gengiva inferior (6 casos) e gengiva superior (4
casos).

As amostras tumorais representam todos os estadios clinicos, sendo
que 4% dos casos eram estadio |, 30% estadio |l, 28% estadio Ill e 38%
estadio IV. Estes dados refletem a descri¢ao da literatura de que os tumores

de cavidade oral séo geralmente diagnosticados em estadios avancados.

3.2 EXTRAGAO DE RNA

A extracdo dos RNAs das amostras foi realizada utilizando-se o
reagente Trizol (/nvitrogen), seguindo as recomendagdes do fabricante.
Basicamente, cada amostra foi homogeneizada com 800 pl de trizol e 20 pl
de glicogénio (10 pg/pl) e em seguida incubada por 5 minutos & temperatura
ambiente. Apos esta incubagéo, foram adicionados 160 ul de cloroférmio e

ap6s centrifugagdo por 5 minutos para separar as fases, a fase aquosa
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(superior) foi transferida para um novo tubo e re-extraida com 800 ul de
Trizol e 160 pl de cloroférmio. Apés nova centrifugagdo por 5 minutos para
separar as fases, a fase aquosa (superior) foi novamente transferida para
um outro tubo e os RNAs foram precipitados pela adicdo de 0,7 volumes de
isopropanol gelado, e incubados a -20°C, por 12 horas. Apés este periodo,
os tubos foram centrifugados por 30 minutos a 4°C a 12.000 rom. O
sobrenadante foi descartado e o pellet de RNA foi lavado com 500 pl de
etanol 70%. O pellet foi seco e dissolvido em 40 ul de 4gua livre de RNAase.

Apds a extragdo, todos os RNAs obtidos foram quantificados em
espectrofotbmetro (NANO DROP-ND1000) e suas integridades foram
avaliadas através de eletroforese em gel de agarose 1% contendo 0,5 pug/mi
de brometo de etidio. Para isso, utilizou-se 1ug de cada RNA, em um
volume de 5 pl, acrescentando-se igual volume de tamp&o desnaturante (2X
TAE, 7M de Uréia e 30% de Glicerol). As amostras foram incubadas a 65°C
por 10 minutos antes de serem submetidas a eletroforese.

Os RNAs das amostras tumorais foram extraidos pelo Banco de

Acidos Nucléicos do Hospital do Cancer A. C. Camargo.

3.3 SINTESE DE CDNA

ApoOs a extracdo e avaliagdo da qualidade, os RNAs das amostras
foram utilizados para a sintese de cDNAs. Para isso, 2ug de RNA total foram
misturados a 1uL de Oligo dT (0,5 pg/pl - Invitrogen), 1uL de dNTPs (10 mM)

e agua livre de RNAase em um volume de 13pL. A mistura foi incubada a
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65°C durante 5 minutos e incubada em gelo por aproximadamente 1 minuto.
Em seguida, foram adicionados 4 pL de 5X First Strand Buffer, 1 uL de DTT
0,1M, 1 pL de RNAse out inibidor de RNAase (40 unidades/uL) e 1 pL da
enzima SuperScript Ill (200U/pL Invitogen), perfazendo um volume final de
reacao de 20 pL. A reagéo foi incubada a 50°C por 1 hora e depois a 70°C
por 15 minutos. Apés o término da reacdo, todos os cDNAs foram diluidos

10 vezes através da adi¢do de 180 uL de 4gua autoclavada.

3.4 AVALIAGAO DA QUALIDADE DOS CDNAS

Apés a sintese, a qualidade dos cDNAs foi verificada por meio da
amplificagdo de um fragmento de 311pb na regido 5’ do gene NOTCH2 (NM
024408) utilizando-se os primers Direto 5'-TGTGGCCAACCAGTTCTCCT-3"
e Reverso 5-GGCAGTCATCAATATTCCTC-3". As seguintes condi¢des de
amplificagdo foram utilizadas: 2 yL de MgCl, (25 mM) 0,5 pL  dNTPs
(10mM), 1,6 uL de cada primer (5uM), 2,5 uL de tampao de reacdo 10X,
0,25 yL de TaKaRa Ex Taq Polimerase (5 U/ul -TaKaRa Biomedicals) e 2 pL
de cDNA como molde em um volume final de reacéo de 25 pL.

O programa da PCR consistiu-se de 5 minutos iniciais de
desnaturagao a temperatura de 94°C, 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 45
segundos a 60°C e 45 segundos a 72°C. Por fim, um passo Unico de 7
minutos a 72°C. O produto obtido foi visualizado por meio de eletroforese em
gel de poliacrilamida 8%, com posterior coloragdo por prata (SANGUINETTI

et al. 1994).
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3.5 ANALISES DE BIOINFORMATICA

As analises de Bioinformatica foram realizadas através de uma
colobaragédo com o Dr. Felipe Rodrigues da Silva (Cenargen — Embrapa),
utilizando-se os dados de ORESTES disponiveis nos bancos de dados
publicos.

Nesta analise, as 946.260 sequéncias ORESTES depositadas no
NCBI em formato FASTA foram comparadas com as 29.529 seqliéncias-
referéncia de genes humanos, presentes no banco de dados RefSeq,
utilizando-se a ferramenta blastn (PRUITT et al. 2005). O melhor hit da
sequéncia ORESTES com um gene humano foi utilizado para definir o gene
do qual ela se originou, sem nenhuma inspegao visual. Apenas hits com e-
values melhores que 1 x 10™"° foram considerados, com isso, apenas
570.214 ORESTES prosseguiram na analise. O resultado da comparagao foi
carregado em um banco de dados relacional.

Para identificar genes com expressao alterada entre os tumores de
cabega e pescogo e os seus correspondentes normais, foram analisadas
apenas as bibliotecas de ORESTES oriundas destes tecidos, conforme

descrito na Tabela 1.
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Tabela 1 - Localizagdo e identificagdo das bibliotecas de ORESTES
incluidas na analise.

Localizagao

Bibliotecas incluidas

N¢ Bibliotecas incluidas

Hipofaringe normal

HNO0O1 a HNO015

15

Laringe normal

HN0016 a HN0032

16

Tumor de laringe 1

HT0030 a HT0135
HT0400

106

Tumor de laringe 2

HT0815 a HT0963

148

Tumor de laringe 3

HT0964 a HT1026

62

Tumor de laringe 4

HT1128 a HT1172

44

Tumor de laringe 5

HT1189 a HT1231

42

Tumor de hipofaringe

HT0627 a HT0814

187

Tumores de Cavidade Oral

HT0001 a HT0029,
HT0136 a HT0399

291

Estas bibliotecas foram utilizadas para as anélises de comparagdo entre carcinomas
epidermoides de cabega e pescogo e tecidos normais.

Para permitir a identificagdo de genes diferencialmente expressos nos

carcinomas epidermdides, foram realizadas as seguintes comparacées entre

as bibliotecas:

x

Laringe Normal + Hipofaringe Normal x Tumor de Cavidade Oral

Laringe Normal x Tumor de Laringe 1

Laringe Normal x Tumor de Laringe 2

Laringe Normal x Tumor de Laringe 3

Laringe Normal x Tumor de Laringe 4

Laringe Normal x Tumor de Laringe 5

Hipofaringe Normal x Tumor de Hipofaringe

Para identificar genes diferencialmente expressos dentro dos

conjuntos formados, foi empregado o Teste Exato de Fischer (SIEGEL
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1956). Foram considerados genes diferencialmente expressos, aqueles que

apresentavam diferenca de expressao significativa com p < 0,05.

3.6 DESENHO DOS PRIMERS

As sequéncias dos primers para os genes candidatos selecionados
foram desenhadas com o auxilio do programa Gene Runner. Para isso, as
sequéncias dos RNAs mensageiros foram obtidas a partir no site do NCBJ/

(http:/lvww. ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMD=search&DB=nucleotide)

As fronteiras intrén/exéns foram determinadas através de analises no site da

University of Califérnia Santa Cruz (http://www.genome.ucsc.edu/cqi-

bin/hgBlat).

Os primes para RT-PCR foram desenhados em exéns diferentes, a
fim de evitar a amplificagdo de possivel contaminacdo de DNA genémico.
Além disso, buscou-se desenhar os primers preferencialmente nos exéns
mais préximos a porgéo 3’ e o tamanho dos fragmentos amplificados variou
entre 89 a 490 pares de base. Na tabela 2, sdo fornecidas as sequéncias
dos primers de todos os genes avaliados no estudo.

Os primers para os genes selecionados como genes de referéncias
ou normalizadores ja haviam sido descritos na literatura e foram obtidos

através da pesquisa no site http://www.gene-quantification.org/. Os primes

foram selecionados para estudos de expressdo génica com a utilizagéo de
SYBR Green como agente de fluorescéncia. Na Tabela 3, sdo fornecidas as

seqléncias dos primers utilizados como normalizadores neste estudo.
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3.7 CALCULO DA EXPRESSAO RELATIVA E ESCOLHA DO

GENE NORMALIZADOR

O caélculo da expressdo génica relativa foi realizado utilizando-se a
equagao 2! descrita por LIVAK e SCHIMITTGEN (2001). O método do 2
A ou método comparativo de Ct é uma equacdo matematica em que as
mudangas na expressdo génica sdo calculadas baseadas nas diferencas
entre as amostras calibradoras e as experimentais, normalizadas por uma
referéncia.

Vale destacar que o valor inferido & ACt equivale & diferenca entre o
valor da média dos Cts do gene de interesse e a média dos Cts do gene
normalizador. Ja o célculo da férmula AACt envolve a subtragdo entre o valor
de ACt para cada amostra experimental e o valor de ACt para as amostras
calibradoras.

O gene ideal para ser utilizado como normalizador destas reacgoes
seria aquele que ndo mostrasse variagdo no nivel de expressdo entre as
amostras avaliadas (experimental e calibradora). E importante ressaltar que
esta variagéo é relevante e pode gerar uma interpretacdo errénea na analise
do perfil da expressdo génica. Conseqientemente, esta questéo faz surgir
um outro importante ponto no aspecto do desenho experimental: a escolha
de um gene apropriado para normalizar essas variagées.

Diversos trabalhos tém realizado um painel de normalizadores a fim
de buscar os genes que apresentem expressdo mais estavel para um

determinado tipo de tecido. Para se chegar a estes genes, varios modelos
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matematicos foram desenvolvidos, sendo que os mais utilizados nas
recentes publicagbes de selegdo de genes normalizadores sdo o GeNorm e
o Normfinder.

O GeNorm utiliza um modelo matematico em que €& determinado um
valor de estabilidade “M” para cada gene normalizador. Os genes que
apresentam maior valor de “M” seguem um passo de exclusio, até restar os
dois genes mais estaveis. Os autores recomendam que sejam utilizados, no
minimo, estes dois genes para as analises de expressio génica. O
programa realiza uma segunda andlise em que é sugerida a melhor
quantidade de genes a serem utilizados nas analises. Esta analise esta
baseada na determinagdo de um valor de variagdo aos pares “V” entre os
genes normalizadores, portanto um valor de ponto de corte (cut-off) de 0,15
determina o nimero de genes que devem ser utilizados para a normalizacao
(VANDESOMPELE et al. 2002).

O programa NormFinder € um algoritmo que classifica os genes de
acordo com sua estabilidade de expressdo em um grupo de amostras,
através de um modelo matematico que usa uma ferramenta de estatistica
solida para estimar tanto a variagao total da expressdo, como também a
variagao entre subgrupos de amostras (ANDERSEN et al. 2004).

Para a obtengdo dos dados a serem inseridos em ambos os
programas, foi realizada a média aritmética dos valores de Cts das triplicatas
de cada amostra para todos os normalizadores. Estes valores foram
transformados em quantidades relativas, através do método comparativo de

Ct proposto pelo manual do programa. As variagdes experimentais, como
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variagbes de pipetagem e alteragées na eficiéncia enzimatica, foram

descartadas com a replicata dos experimentos.

3.8 QUANTIFICAGAO DA EXPRESSAO GENICA POR MEIO DE

RT-PCR EM TEMPO REAL

A técnica de RT-PCR em tempo real se baseia na coleta de dados, a
medida que o processo de PCR ocorre; assim, a amplificagéo e a deteccao
se realiza em um Unico passo. Isto a difere da reacdo de RT-PCR
convencional, na qual a detecgdo acontece depois de um numero fixo de
ciclos, o que representa a quantidade final de cada produto acumulado.

Nesta técnica, o acumulo do produto na fase logaritmica da reacéo de
amplificagéo esta diretamente relacionado a quantidade de molde existente
no inicio da reagédo. Os valores para serem utilizados na quantificagao sao
obtidos através da determinagéo do threshold. Como é observado na figura
1, o threshold é o ciclo da PCR (Ct - Threshold cycle) em que o nivel de
fluorescéncia atinge um ponto pré-estabelecido da fase logaritimica de
amplificagéo. Este ponto é utilizado para calcular a quantidade de produto
presente no inicio da reagao.

Inicialmente, as reagdes de padronizagdo foram realizadas em RT-
PCR, sendo utilizadas as seguintes condigées: 2,5 uL de tampao Taq
Platinum (10X), 2 yL de MgCl, (50 mM), 0,25 pL de Taq Platinum DNA
polimerase (5 U/uL) (Invitrogen), 0,8 pL de cada primer (10 pM), 0,5 pL de

dNTPs (10 mM) e 2 puL de cDNA como molde, em volume final de 25 pL. O
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programa da PCR apresentava 2 minutos iniciais de desnaturacdo a
temperatura de 95°C, 35 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto com a
temperatura de annealing variando entre 56°C e 70°C e 1 minuto a 72°C e
no final, um passo Unico de 7 minutos a 72°C. O produto amplificado foi
submetido a eletroforese em gel de acrilamida 8% para visualizacdo dos

produtos resultantes.
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Legenda: As reagdes foram realizadas em triplicata. A linha verde representa o threshold e
0 ponto vermelho representa o Ct (threshold cycle). A primeira curva representa uma
amostra tumoral e, por apresentar um valor de Ct mais baixo, pode-se concluir que
apresenta uma maior expressdo deste gene. A segunda curva representa uma amostra
normal, em que o gene ALDOA apresenta uma menor expreesao, pois o valor de Ct foi mais

alto.

Figura 1 - Gréafico de amplificagdo do gene ALDOA em duas amostras de

tecido da cavidade bucal.
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Apos a obtengdo de um produto Unico e especifico, foram realizadas
as reagbes de RT-PCR em Tempo Real, no aparelho AB/® 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems), sendo utilizados 2uL Tampao Taq
Platinum (10X), 0,8 uL de MgCl, (50mM), 0,4 uL de dNTPs (70 mM), 0,4 uL
de cada primer (10 um), 0,2 uL de Taq Platinum DNA polimerase (5 U/uL-
Invitrogen), 1 uL de DMSO 100% (Sigma Chemical Co.), 0,2 uL de Sybr
Green | (Invitrogen) diluido 100 vezes em agua estéril, 2 uL de cDNA, em
um volume final de reagédo de 20 pL.

As condigdes utilizadas nos experimentos dos genes de referéncias e
da ACTB e GAPDH foram: desnaturagéo inicial a 95°C por 2 minutos,
amplificagdo com 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 2 temperatura de
annealing, previamente determinada para cada gene por 30 segundos, €
72°C por 30 segundos.

Para os demais primers dos normalizadores, foi utilizada a
padronizagao descrita na referencia bibliografica (Tabela 3). Assim, seguindo
esta padronizagdo néo foi utilizada a fase de extensao, sendo realizada a
amplificacdo com 40 ciclos de 95°C por 15 minutos, e a temperatura de
annealing determinada por 60 segundos.

Todas as reagdes foram realizadas em triplicadas em placas de 96-
wells. Em cada placa, sempre esteve presente um controle positivo,
representado por uma linhagem celular que foi utilizada para todas as
padronizagbes e um controle negativo, reacdo em que foram adicionados
todos os reagentes, exceto os cDNAs. Para as quantificagdes foram

utilizadas as médias das triplicatas. Quando uma das triplicatas apresentava
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discrepancia de um ciclo ou mais entre as outras duas, esta foi descartada e
a media foi realizada com o valor de Ct das duas replicatas restantes.
Porém, quando a diferenca entre as trés era maior ou igual a um ciclo, ou
quando nao havia amplificagdo de uma das triplicatas, a reacao para esta
amostra era repetida.

O valor do threshold determinado com a curva padréo para calculo da
eficiéncia de amplificagdo de cada gene foi utilizado para todas as seguintes

reagoes analisadas (Tabela 14).

3.9 CALCULO DE EFICIENCIA DE AMPLIFICAGAO

Para a utilizagao do método 22°' (LIVAK e SCHIMITTGEN 2001) no
calculo da expressao génica, é necessario que as eficiéncias de
amplificagéo dos genes alvos e dos genes normalizadores sejam de 100% +
10% (Application Note-Gene Expression 127AP05-01).

Para obter a curva de eficiéncia de amplificagdo para cada gene,
foram realizadas reagbes com diluigbes seriadas de 1x, 10x, 100x e 1000x
de um cDNA da linhagem celular FaDu, utilizada previamente na
padronizagdo. As reagbes com estas diluigbes geraram curvas,
apresentando uma diferenga de aproximadamente trés ciclos. Com os dados
destas diluicbes coletados durante a fase exponencial do grafico gerado na
reagao de RT-PCR em Tempo Real, foi gerada uma curva standard. Esta
curva fornece um valor de slope que foi utilizado para calcular a eficiéncia de

amplificacéo de cada conjunto de primers, através da formula abaixo.
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Eficiéncia = [10"/soPe)}_q

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar a possivel correlacdo dos genes hiperexpressos com o
local do tumor e o estadiamento clinico, foi utilizado o teste nao paramétrico

de Kruskal-Wallis, considerando como significativo um valor de p<0,05.
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4 RESULTADOS

41 SELEGCAO DOS GENES CANDIDATOS

Através de andlises de bioinformatica, os dados publicos de
ORESTES de cabegca e pescoco foram analisados e 109 genes
diferencialmente expressos em carcinomas epidermoides de cabega e
pescoco foram identificados. Destes, 40 genes eram hiperexpressos no
tecido tumoral, quando comparados & expressao no tecido normal. Com o
objetivo de selecionar os candidatos que deveriam prosseguir no estudo e
serem submetidos ao processo de validagdo, este grupo de 40 genes
hiperexpressos foi minuciosamente analisado por inspecdo manual,
utilizando-se diversas ferramentas disponiveis on-line (Tabela 4), Os critérios
de analises adotados foram:

1- Validagdo do nivel de expressdo do transcrito pelas analises de
ORESTES com os dados de ESTs em tecidos tumorais e normais de
cabega e pescoco.

2- Comparagdo entre localizagdo cromossémica dos genes e
comparagcao entre regides cromossOmicas descritas na literatura

como regides de ganho em cabega e pescoco.

3- Processo biolégico em que a proteina codificada pelo gene esta
envolvida.
4- Envolvimento com o processo de carcinogénese.

[ FUNDAGAO ANTONIO
i PRUDENTE
BIBLIOTECA
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5- Genes previamente descritos como envolvidos com carcinomas de
cabeca e pescogo foram desconsiderados.

6- Disponibilidade de anticorpo comercial para uma eventual validagao
do aumento de expressao por im unohistoquimica.

Seguindo estes critérios pré-estabelecidos, foram selecionados 17
candidatos (ALDOA, AHSA1, ARHGAP1, COL9A3, COL17A1, HDAC1,
KRTS, KRT6A, KRT14, PABPC1, POLQ, POLR2K, PRR4, RPL10A, RPL19
e RPL23), sendo assim selecionamos preferencialmente aqueles que
apareciam nas bibliotecas de cavidade oral e que apresentavam o maior
valor do nivel de expressdo em ORESTES. Ao fim desta avaliacao, 10 genes
(ALDOA, AHSA1, ARHGAP1, HDAC1, KRT5 KRT6A, PABPC1, POLQ,
RPL19 e RPL23) foram escolhidos para serem validados em um primeiro
momento (tabela 5). A maioria dos genes selecionados se localiza em
regides ja descritas na literatura como sendo regides de ganho de material
cromossomico, excegdo as regides 1p34 (HDACT) e 16922-q24 (ALDOA),

ainda nao associadas a este evento (HUANG et al. 2002).



Tabela 4 - Ferramentas dis

dos genes candidatos.

poniveis on-line utilizadas para a avaliagéo

Sigla do Banco de

Enderego do web-site

Principal fungido

Dados
NCBI www.ncbi.nih.gov Informagdes gerais
ABCAM www.abcam.com Comercializagéo de anticorpos
Santa Cruz www.scbt.com Comercializagdo de anticorpos
Dako www.dakousa.com Comercializagao de anticorpos
ScQuest www.sciquest.com Comercializagao de anticorpos
GeneCards bioinfo.weizmann.ac.il/cards/index. html Informagées gerais
CGAP www.cgap.nci.nih.gov Dados de expresséo de SAGE
: . Inform s gerais e dados de
UniGene http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene H agoes geral
expressdo em ESTs
OMIM www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi Catalogo de genes humanos e
?db=0OMIM desordens genéticas
LocusLink www.ncbi.nim.nih.gov/LocusLink Informagdes gerais
PubMed www.ncbi.nlm.nih.gov Informagdes na literatura
QED www.qedbio.com Busca por anticorpos
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Algumas das principais caracteristicas dos genes selecionados sao:
ALDOA (aldolase A, fructose- biphosfatase): o produto deste gene é
uma enzima glicolitica que cataliza a conversao reversivel da frutose-
1-6- bifosfato para gliceroldeido 3- fosfato e dihidroxiacetona fosfato.
A aldolase A é associada ao desenvolvimento do embrido e é
produzida em grande quantidade em musculos de adultos, porém sua
expressao € reprimida no figado, nos rins e nos intestinos de adultos.
A deficiéncia desta proteina est4 associada com a anemia hemolitica
e com a miopatia.

AHSA1 (activator of heat shock 90kDa protein ATPase homolog 1):
este gene pode ser denominado também como p38; AHA 1, C140rf3,
ja foi identificado em bibliotecas de ESTs de colén, timo, intestino,
pulméo e sangue.

ARHGAP1 (Rho GTPase activating protein 1): a familia das proteinas
Rho ativadoras de GTPase exercem um papel importante na
regulacdo de muitos aspectos do comportamento celular, incluindo
progressao do ciclo celular, reorganizagdo do citoesqueleto,
polaridade celular, invaséo e migragdo. As alteragdes genéticas nesta
familia de genes leva a carcinogénese, através da desregulacdo das
GTPases tipo Rho/Rac/Cdc42. Estudos mostram que, em tumores
primarios coloretais, a familia do ARHGAP encontra-se com aumento
de expressao.

HDAC1 (histone deacetylase 1): as histonas sao proteinas nucleares

que se ligam ao DNA e formam os nucleossomos; estao diretamente
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envolvidas tanto no empacotamento do DNA, como na regulacao da
transcricdo, portanto, a acetilagdo e a desacetilagdo de histonas
exercem um papel importante na regulagdo da expressao génica. A
proteina codificada por este gene pertence a familia histonas
desacetilases/acuc/apha. Esta proteina forma um complexo com a
RB1 que esta relacionado com o controle da proliferacao e
diferenciagdo celular; ainda esta envolvido na desacetilagédo do p53,
modulando os seus efeitos de apoptose e regulacéo da proliferacao
celular.

KRTS (keratin 5): a proteina codificada por este gene é um membro
da familia das queratinas, relacionadas com os filamentos
intermediarios das células epiteliais. Pode ser dividida em 2
subfamilias: &cidas (tipo 1) e basicas (tipo Il); as KRT5 fazem parte da
subfamilia das proteinas basicas. Estas proteinas estao coexpressas
durante a diferenciagdo dos tecidos epiteliais simples para o
estratificado. Este tipo de citoqueratina é especificamente expresso
na camada basal da epiderme com os membros da familia da
queratina 14 (tipo | ou acida) Na doenga “epidermélise bolhosa
simplex” foram observadas diversas mutagdes pontuais no gene
KRTS.

KRT6A (keratin 6A): a proteina codificada por este gene €& outro
membro da familia das queratinas. Este gene €& expresso com oS
membros da familia KRT16 e/ou KRT17 na papila filiforme da lingua,

no epitélio estratificado da mucosa oral, no eséfago e no epitélio
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glandular. Existem mais de 6 tipos diferentes de isoformas da proteina
KRT6, que estao relacionadas com a estrutura do gene e os niveis
das sequéncias dos aminoacidos identificados. A multiplicidade deste
gene é atribuida a seus sucessivos eventos de duplicacéo. Mutagées
neste gene estdo associadas com a Paquioniquia congénita
autossémica recessiva ou sindrome de Jadassohn-Lewandowsky.
PABPC1 (poly(A) binding protein, cytoplasmic 7). esta proteina é
encontrada no complexo da cauda de poli A e estd envolvida na
traducao e degradagao do RNA mensageiro, estabilizacdo do 5'cap,
além disso, exerce um papel importante na deadenilagao (remogéo da
cauda de poli A) e na prote¢éo da cauda de poli A.

POLQ (polymerase (DNA directed), theta): esta proteina foi
identificada por SHARIEF et al. (1999) e pode participar tanto da
replicagdo do genoma quanto dos seus processos de reparo. Esta
proteina ja foi identificada em bibliotecas de cDNA de cerebelo, de
tecido linféide e nas linhagens celulares KB e Hela.

RPL19 (ribosomal protein L19): este gene codifica uma proteina
ribossomal que compde a subunidade 60S dos ribossomos; esta
proteina pertence a familia das proteinas ribossomais L19E e esta
localizada no citoplasma. DRESSMAN et al. (2003) mostraram que o
RNA mensageiro codificado por esta proteina estava mais abundante
em amostras de cancer de mama as quais expressavam altos niveis

de erbB-2.
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x RPL23 (ribosomal protein L23): este gene codifica uma proteina
ribossomal que compdem a subunidade 60S dos ribossomos; esta
proteina pertence a familia das proteinas ribossomais L14E e esta
localizada no citoplasma. Tanto a proteina ribosomal S13 como a
RPL23 ja foram previamente descritas como tendo aumento de
expressao em linhagens celulares de cancer gastrico que apresentam

resisténcias a drogas (SHI et al. 2004).

4.2 COLETA DAS AMOSTRAS E EXTRAGAO DO RNA

Foram selecionados 51 casos tumorais presentes no Banco de
Tumores do Hospital do Cancer A. C. Camargo, dos quais foram
confeccionadas laminas com corte de 0,5 mm e estas foram coradas em
hematoxilina e eosina para avaliagdo do material e confirmagdo do
diagnéstico pelo Dr. Anténio Hugo Campos, do Departamento de Anatomia
Patol6gica do Hospital do Cancer A.C. Camargo. Foram excluidos trés casos
por falta de material vidvel, permanecendo no estudo, portanto, 48 casos
tumorais.

Os casos analisados que apresentavam tecido conjuntivo, fibrose ou
outros tecidos que pudessem alterar a qualidade do RNA extraido, foram
micro dissecados manualmente pelo mesmo patologista e 0 material viavel
foi conservado em freezer a -70°C.

As quantidades de RNA obtidas das amostras tumorais variaram de

2,89 a 190,80 ug. Das amostras normais se conseguiu de 7,20 a 136,34 ug
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de RNA. Os valores do ratio (razdo de absorbancia entre os valores
260/280) para amostras tumorais variaram de 1,65 a 1,83 e, para as
amostras normais, estes valores foram de 1,76 a 2,24 (Tabela 6 e 7),

demonstrando a boa qualidade dos RNAs obtidos.

Tabela 6 - Valores de quantificagdo do RNA das amostras tumorais.

Identificagao Ratio ug totais
01T 1,83 134,88
02T 1,81 41,28
03T 1,80 26,16
04T 1,71 10,72
05T 1,80 63,00
06T 1,80 28,92
07T 1,83 169,44
08T 1,70 6,16
09T 1,67 10,48
10T 1,78 30,16
12T 1,75 28,96
13T 1,77 29,36
14T 1,80 57,12
15T 1,81 40,40
16T 1,80 16,16
17T 1,81 36,24
18T 1,70 15,64
19T 1,80 14,48
20T 1,80 75,60
21T 1,83 26,80
22T 1,82 96,12
23T 1,73 12,48
25T 1,80 17,88
26T 1,82 284
27T 1,71 18,88
28T 1,80 25,44
29T 1,80 29,24
30T 1,81 32,64
T 1,70 7,36
32T 1,79 16,56
33T 1,82 131,52

34T 1,75 8,28




35T 1,82 24,04

36T 1,85 31,84
37T 1,84 158,64
38T 1,80 14,24
39T 1,76 10,88
40T 1,83 190,80
MT 1,81 34,08
42T 1,76 59,40
43T 1,82 60,36
4T 1,75 34,92
45T 1,80 45,48
46T 1,77 74,52
47T 1,80 72,60
49T 1,80 111,24
50T 1,75 39,00
51T 1,80 16,36

Tabela 7 - Valores da quantificagdo dos RNAs das amostras de
normais.

Identificagao Ratio ug totais
01B 1,93 136,34
02B 2,07 20,95
03B 2,13 15,39
04B 2,07 18,36
05B 1,86 31,62
06B 2,10 16,14
07B 2,24 7,20
08B 2,13 8,73
09B 1,92 21,04
10B 1,88 18,12
11B 1,76 11,02
12B 1,98 78,41
13B 1,99 69,81
14B 1,88 12,86
15B 1,92 18,24
16B 1,92 19,10
17B 1,93 26,21
18B 1,97 51,05
19B 1,92 20,65
20B 1,99 100,32
21B 1,897 61,58

22B 1,80 23,44




42

23B 1,94 108,67
24B 1,93 19,00
25B 1,95 33,32

ID: identificagdo das amostras, R: razo de absorbancia entre os valores 260/280.

Apoés a eletroforese em gel de agarose, foram considerados RNAs
de boa qualidade aqueles que apresentaram bandas nitidas
correspondentes aos RNAs ribossémicos 28S e 18S (Figura 2a e 2b). Todas
as 48 amostras tumorais que foram encaminhadas para extragdo do RNA
apresentaram RNA de boa qualidade assim como as 25 amostras normais,

portanto, todas as amostras prosseguiram no estudo.

= = = b= = = = =
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Legenda: a) amostras tumorais e b) amostras normais.

Figura 2 - Gel de agarose a 1% mostrando a qualidade do RNA extraido de

alguma das amostras.

4.3 AVALIACAO DA SINTESE DE cDNA
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Cerca de 2 pug de cada RNA foram utilizados para a sintese de
moléculas de cDNA e a qualidade dos produtos obtidos foi avaliada por meio
de RT-PCR, utilizando primers localizados na extremidade 5 do gene
NOTCH2, resultando em um produto de tamanho esperado de 311 pares de
base. Pelo fato deste gene possuir mais de 11Kb e da sintese da primeira fita
de cDNA ocorrer a partir da cauda poli-A (utilizando-se oligo-dT como
iniciador), a amplificagdo de um fragmento localizado na extremidade 5’ deste
gene indica a presenga de moléculas de RNA longas e integras na amostra
inicial e uma boa eficiéncia da reagdo de sintese de cDNA. Para todas as
amostras utilizadas no estudo, foi obtida a amplificagéo para o gene NOTCH?2,
0 que demonstra que para todas elas foi possivel conseguir uma boa

eficiéncia na sintese do cDNA (Figura 3).

400

300

400

300

Legenda: Na canaleta 1 esta representado o marcador de peso molecular (100 pb DNA
Ladder- Invitrogen); nas canaletas de 2 a 11 estdo presentes as amostras de cDNAs
avaliadas, apresentando amplificacdo eficiente, demonstrado pela presenca das bandas
de 311pb; na canaleta 13 estd representado o controle negativo da reacdo. Gel de
poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. a) amostras tumorais, b) amostras

normais.
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Figura 3 - Amplificagdo de um fragmento de 311pb do gene NOCTH2, gel
de poliacrilamida 8%, atestando a qualidade da sintese do cDNA
sintetizado de algumas das amostras.

44 ESCOLHA DO GENE NORMALIZADOR

Os genes normalizadores sao genes constitutivos utilizados para
corrigir variagbes nas quantidades iniciais de cDNA nos experimentos de
RT-PCR em tempo real. Idealmente, estes genes devem apresentar
pequena variagdo no nivel de expressdo de RNAm entre as diferentes
populagées de amostras estudadas.

A Tabela 8 apresenta os genes (ACTB, B2M, BGUS, GAPDH, HMBS,
HPRTI1, PGK, PPIA, RPLO e TBP) que foram avaliados neste estudo. Todos
eles séo genes descritos na literatura com tendo expressao constitutiva em
varios tipos celulares, e estando envolvidos em diferentes processos
celulares, como glicosilagdo, metabolismo, imunidade, constituinte do
citoesqueleto, biossintese de proteinas. Estes genes ja foram utilizados
como normalizadores em estudos isolados de expressdo génica em cabega
e pescogo ou em outras localizagdes. Uma vez que estes genes apresentam
classes funcionais diferentes, as chances deles serem co-regulados é
bastante reduzida.

Para minimizar variagbes experimentais, todos os genes foram
avaliados em cDNAs oriundos de uma mesma reagdo de sintese, e as
amostras tumorais e normais foram testadas na reagdo de RT-PCR em

tempo real.
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Foram selecionadas, inicialmente, 10 amostras tumorais aleatérias de
carcinoma epiderméide de cavidade oral e 10 amostras de tecido bucal
normal. A expressédo dos 10 genes normalizadores neste conjunto de
amostras foi determinada através de experimentos de RT-PCR em tempo
real e os genes mais estaveis foram selecionados através de analises
realizadas pelo programa GeNorm. Uma replicata independente deste
experimento foi realizada.

Através desta analise, foram classificados como genes mais
estaveis o PGK, PPIA, TBP, HPRT1, B2M, RPLO, BGUS, HMBS, ACTB e o
menos estavel o GAPDH (Tabela 9). Conforme pode ser observado na
Figura 4, levando em consideragao o cut-off de 0,15, a utilizagao dos trés
genes mais estaveis (PGK, PPIA, TBP) foi sugerida pelo programa para a
normalizagdo de amostras de carcinoma epiderméide de cavidade oral e de
tecido bucal normal, pois a comparagéo entre 2 e 3 genes apresentou um
cut-off de 0,16, indicando que usar 3 genes &€ melhor que usar apenas 2,
enquanto que a comparagao entre 3 e 4 genes apresentou um cut-off de
0,12, mostrando que nao se observa melhora quando se usam 4 genes. A

replicata do experimento confirmou os mesmos achados.



(AnoB-yiutigoummm) |[gON Ou oededluapl sp oIsWnNN,

oedlosuel) ap Joje) ap apeplAle

ogduosuel) ep ogdenbay "Il aseIaWI0d YN B Wod 3 YNG O W03 0gdebr| ujajoud Buipuiq xoq v.Lv.L d4.L ¥61LE£00 WN
o_“a_.__”__wmmw_.“mwm&mmmmmmmmwﬂowwwﬂwmwmm_n [eanjnijsa wuc_:__ﬂmwwﬁmwmzﬂ _Mwomﬂ*ﬂoa ap oedebi 0d ‘abu8y ‘wisjaid jeusosoqgu Od1dy 200400 WN
1 ]

OWmoumMMMmmw_mm“mmmmm”wﬂwmmr_____w”ﬂa @ soapjdad woo omomm__._h._mmeEomm ap apepIny 4 owLWEﬂﬁmﬂhﬁwﬂbﬁma vidd 0€L420" N

881100119 oA Salor ,mﬂm,mmmm ewizug | aseupy sjessafiboydsoyd 199d 162000 N

O8PIIOSRNN — OWSsllogeaN sesJanlp wa seuund mnwmmw:.._m ‘SBIDJSUBLISO0I|D) ’ quuwmhﬂmnmwmmmc%ocq bLddH ¥61000 N

353)US01q OWBH — .ocm__n__whmwwwum%%wwmz_m opopepigy  SSEUIUAS duBIGUyawAX0IpAY SEWH 061000 N

8sHoAD 2 351192116 wa Mwhwwwwo_._%_w”__.wwmm_._wmos__._oc &mc%ﬂﬂﬂ%ﬂﬂﬂ%@bﬂﬁb@ Hadv9 9v0200" N

ogde|1s0219 SOWOss0s| Wa asepisosljboxa ‘eujajoidoan Bjaq asepiucinanib sSN9q L8LODD N

OHW oled epelpaw apepiunu| aunuwi ejsodsal BU OPIAJOAUS 'DHW Op ocuabjjuy unqojBoioiu-z-ejeq wesg 8¥0¥00 NN

Je|nj2o ogdowooo] @ eiNjniisa ‘0jajanbsao)n) Wwﬁmu_wﬂo:ﬁm“w ﬂmwﬂuwwﬁw“%oﬂ M_.q_.._ﬂ._www Bjaq ‘uoe gL0v LOLLOD WN
0ss8%0.d sagdung awoN ojoquig .al

"eolugb oessaidxa ep eAjelal oedeoyyuenb eu epusiael
OWod sopezi|n weloj anb s|oAR)sa slew ouldjul 9|ouod op oeds|as ap sesiieue se eied Sopezin sauas) - g ejaqe)



Oetermunation of the optimal number of control genes for normakzation
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Legenda: A comparagéo entre 2 e 3 genes apresentou um “cut-off’ de 0,16, ou seja, acima
do “cut-off’” determinado pelo programa, enquanto que a comparagdo entre 3 e 4 genes
apresentou um “cut-off’ de 0,12. Assim, pode-se inferir que o melhor nimero de genes a
serem usados no calculo da expressdo génica sdo os 3 genes mais estaveis.

Figura 4 - Grafico que mostra a determinag@o do melhor numero de genes a
serem utilizados para normalizagao.

Com o objetivo de validar estes resultados, os mesmos 10 genes
foram analisados em outras 10 amostras tumorais e outras 10 amostras
normais. Foram realizados todos os passos conforme o primeiro
experimento. Porém, o resultado deste segundo experimento foi discordante
do experimento anterior. Nesta segunda analise, foram classificados, em
ordem, como genes mais estaveis o RPLO, TBP, seguidos por HPRT1,
PPIA, HMBS, PGK, ACTB, BGUS, GAPDH e B2M. Na analise para
determinagdo do melhor nimero de genes a serem utilizados para
normalizagdo, o programa sugeriu a utilizagdo dos quatro genes mais
estaveis, ou seja, RPLO, TBP, HPRT1 e PPIA (Tabela 9). Neste segundo
experimento, a replicata também confirmou os achados.

O racional da utilizagdo do programa GeNorm para selecdo de

normalizadores pressupde que se avalie um dado nimero de genes em uma
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amostragem representativa dos grupos que se pretende comparar.
Entretanto, em face da diferenca dos resultados obtidos nos dois
experimentos, uma vez que o primeiro indicou a utilizagao dos genes PGK,
PPIA, TBP como normalizadores e o segundo, os genes RPLO, TBP,
HPRT1 e PPIA, ficou evidente a impossibilidade de se identificar os
melhores normalizadores através desta abordagem. Diante disto, foi
decidido avaliar os 10 genes normalizadores no grupo total de amostras
incluidas no estudo. Foram entdo repetidos todos os passos ja descritos
para as restantes 28 amostras tumorais e 5 amostras normais.

Esta analise global classificou os genes conforme suas estabilidades,
a partir do mais estavel, nesta ordem: RPLO, TBP, PPIA, PGK, HPRT1,
BGUS, HMBS, B2M, GAPDH e ACTB (figura 5). Esta andlise sugeriu a
utilizagao de trés genes normalizadores para a anélise de expressao génica
nas amostras de carcinoma epiderméide de cavidade oral, uma vez que a
variagao dos pares V3 apresentou um cut-off de 0,211, demonstrando que a
insercao de um terceiro normalizador nas andlises de expressao génica
traria significancia, enquanto que a variagdo Va4 apresentou um valor de
0,145, indicando que a insergdo do quarto néo traria diferenca significativa.
Portanto, esta andlise global evidenciou que os melhores normalizadores

para o grupo total de amostras seriam RPLO, TBP e PPIA (Tabela 9).
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Tabela 9 - Classificagdo gerada através da analise dos dados de expressao
pelo programa GeNorm.

Experimento. 1 Experimento 2 Experimento 3
PGK RPLO RPLO
PPIA TBP TBP
TBP HPRT1 PPIA

HPRT1 PPIA PGK
B2M HMBS HPRT1
RPLO PGK BGUS
BGUS ACTB HMBS
HMBS BGUS B2M
ACTB GAPDH GAPDH
GAPDH B2M ACTB

Os 10 genes foram avaliados nos 3 grupos de amostras e ordenados conforme suas
estabilidades (do mais estavel para o menos estavel). Em negrito sdo apresentados os
genes sugeridos pelo programa para compor o conjunto de genes normalizadores em
analises de expressdo génica em amostras de carcinoma epiderméide de boca e de tecido
bucal normal, utilizando-se RT-PCR em tempo real.

Os mesmos dados de expressédo génica dos 10 genes normalizadores
obtidos com as analises de expressao génica nos trés diferentes grupos de
amostras também foram analisados, utilizando-se o programa NormFinder. A
analise do primeiro grupo de dados (experimento 1) classificou como gene
mais estavel o TBP, seguido pelo PPIA, PGK, RPLO, HPRT1, B2M, HMBS,
BGUS, GAPDH e ACTB. Em seguida, foi analisado o segundo grupo de
amostras, sendo classificado o RPLO como gene mais estavél entre as
amostras, seguido do TBP, HMBS, PPIA, HPRT1, BGUS, ACTB, PGK |,
GAPDH e B2M. A analise global indicou como genes mais estaveis o TBP,
RPLO, PPIA, PGK, HPRT1, BGUS, HMBS, B2M, GAPDH e ACTB (Tabela

10).
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Tabela 10 - Classificacdo gerada através da analise dos dados de
expressao pelo programa NormFinder.

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
TBP RPLO TBP
PGK TBP RPLO
PPIA HMBS PPIA

RPLO PPIA PGK
HPRT1 HPRT1 HPRT1
B2m BGUS BGUS
HMBS ACTB HMBS
BGUS PGK B2m
ACTB GAPDH GAPDH
GAPDH B2M ACTB

Os 10 genes foram avaliados nos 3 grupos de amostras e ordenados conforme suas
estabilidades (do mais estavel para o0 menos estavel).

Average expression stabifity values of remaining control genes
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Legenda: O primeiro gene representado (ACTB) é o gene menos estavel na analise global
das amostras; os genes que o seguem apresentam um aumento na média da estabilidade
€ na extremidade oposta & representado os dois genes mais estaveis (RPLO eTBP).
Figura 5 - Grafico que representa a média de estabilidade da expressao dos

genes normalizadores testados para todas as amostras do estudo.
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Levando-se em consideragdo os 3 primeiros genes identificados por
cada um nos programas em cada um dos grupos analisados (independente
da ordem em que aparegam), nota-se que existe uma excelente correlagao
nos achados. No primeiro experimento, os genes mais estaveis classificados
por ambos os programas foram o PGK, PPIA e TBP. No segundo
experimento, o GeNorm classificou como mais estaveis os genes RPLO,
TBP e HPRT1, enquanto que, segundo o Normfinder, os genes mais
estaveis sao RPLO, TBP e HMBS. Na analise global, a classificago feita
pelos dois programas sugere uma intersecdo entre os grupos de genes
selecionados nos experimentos anteriores, ou seja, os genes apontados
como melhores normalizadores tanto pelo GeNorm quanto pelo NormFinder
sao RPLO, PPIA e TBP (Tabela 11).

Portanto, para a normalizagdo das analises de quantificacdo relativa
da expressao génica realizadas a seguir, neste estudo, foi utilizada a média
aritimética dos valores do Cts dos trés genes normalizadores selecionados

(RPLO, TBP e PPIA) para todo o grupo de amostras.
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Tabela 11 - Classificagao dos genes normalizadores quanta a estabilidade,
sugerida pelos programas de GeNorm e NormFinder nos trés experimentos.

Experimento 1 Experimento 1 Anélise Global
GeNorm Normfinder GeNorm | Normfinder | GeNorm | Normfinder
PGK TBP RPLO RPLO RPLO TBP
PPIA PGK TBP TBP TBP RPLO
BP PPIA HPRT1 HMBS PPIA PPIA
HPRT1 RPLO PPIA PPIA PGK PGK
B2m HPRT1 HMBS HPRT1 HPRT1 HPRT1
RPLO B2M PGK BGUS BGUS BGUS
BGUS HMBS ACTB ACTB HMBS HMBS
HMBS BGUS BGUS PGK B2M B2M
ACTB ACTB GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH
GAPDH GAPDH B2M Ba2wMm ACTB ACTB

A tabela demonstra que, no primeiro lote de amostras, os trés genes selecionados como
mais estaveis foram o PGK, PPIA e TBP para os dois programas, porém para o segundo
lote de amostras estes genes ndo se repetiram na mesma ordem, sendo classificados como
mais estaveis o RPLO, TBP, HPRT1 e PPIA. Neste lote houve uma diferenca quanto a
classificagdo do HPRT1 e o HMBS quando este lote foi comparado entre os dois programas.
Quando foi realizado a andlise global das amostras, os genes selecionados como mais
estaveis foram o RPLO, TBP e PPIA, tanto para o GeNorm como para o Normfinder.

4.5 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO GENICA EM RT-PCR EM

TEMPO REAL

Inicialmente, foi realizada a padronizagdo das temperaturas de
annealing e concentragdo de cloreto de magnésio para todos os genes,
utilizando-se cDNAs das linhagens celulares de carcinomas de cabeca e
pescogo, 012, 013, 028, FaDu e a linhagem de epitélio de mucosa oral
imortalizado, Hacat. Concentragbes de MgCl, entre 1 e 4 mM foram

testadas. As temperaturas de anneling e as concentragbes de MgCl,
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padronizadas para todos os genes do estudo podem ser observadas nas
Tabelas 4 e 5. Estas temperaturas foram determinadas a partir das analises
da curva de dissociagéo das reacdes de amplificacdo dos genes. Para todas
as reagdes dos genes do estudo, somente foram consideradas as reacgoes
em cujas curvas de desnaturagdo estavam representadas com um Unico
pico, o que indicava uma reagdo altamente especifica e determinava a

temperatura de annealing ideal

Tabela 12 — Ciclagem da RT-PCR em tempo real e concentragao de
MgCl, padronizadas para os genes do estudo.

Gene Ciclagem da PCR [ 1 MgCl,
AHSA1 95°C15s; 68°C 30s; 72°C 30s 2mM
ALDOA 95°C15s; 70°C 30s; 72°C 30s 2mM

ARTGAP1 95°C15s; 66°C 30s; 72°C 30s 2 mM
HADAC1 95°C15s; 68°C 30s; 72°C 30s 2mM

KRT5 95°C15s; 70°C 30s; 72°C 30s 2mM
KRT6A 95°C15s; 60°C 30s; 72°C 30s 2mM
PABPC1 95°C15s; 70°C 30s; 72°C 30s 2mM
POLQ 95°C15s; 66°C 30s; 72°C 30s 2mM
RPL19 95°C15s; 70°C 30s; 72°C 30s 2mM
RPL23 95°C15s; 62°C 30s; 72°C 30s 2mM




54

Tabela 13 - Ciclagem da RT-PCR em tempo real e concentragdo de
MgCl, padronizadas para os genes normalizadores.

Gene Ciclagem da PCR [1Mg
ACTB 95°C15s; 58°C 30s; 72°C 30s 2mM
B2m 95°C15s; 60°C 60s 2mM
BGUS 95°C15s; 68°C 60s 2mM
GAPDH 95°C15s; 65°C 30s; 72°C 30s 2mM
HMBS 95°C15s; 60 °C 60s 2mM
HPRT1 95°C15s; 60°C 60s 2mM
PGK 95°C15s; 65°C 60s 2mM
PPIA 95°C15s; 65°C 60s 2mM
RPLPO 95°C15s; 65°C 60s 2mM
TBP 95°C15s; 63°C 60s 2 mM

Em seguida, foram determinados os valores de eficiéncia de
amplificagao dos trés genes normalizadores selecionados e de cada um dos
dez dos genes selecionados como diferencialmente expressos em
carcinoma epidermdide de cabeca e pescogo. Esta andlise revelou que para
os normalizadores e para nove dos genes candidatos, os valores de
eficiéncia de amplificagéo obtidos foram sempre préximos a 100% (Tabela
12). Com referéncia ao gene ARHTGAP1, mesmo apés varias tentativas, o
melhor valor de eficiéncia obtido foi de 76%, o qual foi considerado
insatisfatorio. Neste caso, deveriam ser desenhados novos primers para este
gene, a fim de se obter uma melhor eficiéncia de amplificagdo, porém optou-
se por concentrar-se os esforgos nos outros 9 genes e deixar a analise deste

gene para um segundo momento.
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Tabela 14 - Valores de eficiéncia de amplificagao obtidos para cada um dos
genes incluidos no estudo.

Genes Eficiéncia Slope Threshold
ACTB 100% -3.317553 254.2924
AHSA1 98% -3,364244 220.0992
ALDOA 100% -3,311121 315.0667
ARTGAP1 76% -2,130859 103.7528
B,m 99% -3.330204 213.1527
BGUS 99% -3.340794 102.5987
GAPDH 100% -3,307926 145.0641
HDAC1 98% -3,367501 129.4196
HMBS 99% -3.334265 144.5440
HPRT1 96% -3.408421 230.2062
KRT5 99% -3,372146 233.3458
KRT6A 100% -3,319612 194.8469
PABPC1 96% -3,226331 315.0667
PGK 95% -3.428078 169.2046
POLQ 99% -3,333,713 305.2669
PPIA 100% -3.311372 115.1546
RPL19 100% -3,308700 243.5940
RPL23 97% -3,371135 265.4605
RPLO 100% -3.314152 98.90259
TBP 100% -3.312409 230.2062

Slope: valor utilizado no célculo da eficiéncia gerado pela curva standard e
Threshold: valor utilizado no gréfico de amplificagdo para obter o valor de eficiéncia,
posteriormente utilizado em todas as analises.

A quantificagéo do nivel de expressdo dos nove genes selecionados
como candidatos diferencialmente expressos em carcinoma epiderméide de
cabega e pescogo, foi realizada em 37 amostras de carcinoma epiderméide
de cavidade oral e em 25 amostras de tecido de cavidade oral normais. A
partir dos resultados gerados pelas reagbées de RT-PCR em tempo real,

foram calculadas as médias aritméticas dos valores de Cts destas amostras

para ser utilizada na formula 2724



56

Foram consideradas amostras com aumento de expressio aquelas
que apresentaram os valores de 2*°' pelo menos duas vezes maior em
relagdo ao valor de expressdo da média de amostras normais. Foram
considerados como tendo a expressdo diferencial validada os genes
candidatos que apresentaram um aumento de expressdo em pelo menos
25% das amostras testadas (LOGING et al. 2000). Dos nove genes
avaliados, quatro deles (ALDOA, POLQ, AHSA1 e RPL23) apresentaram um
aumento de expressao nas amostras tumorais testadas em relagao ao tecido

normal, segundo os critérios adotados (Tabela 15).

Tabela 15 — Porcentagem de amostras com hiperexpressdo nos genes
incluidos.

Simbolo do Gene | % (n) Aumento de expressio
ALDOA 81,08% (30/37)
POLQ 54,05% (20/37)
AHSA1 51,35% (19/37)
RPL23 27,02% (10/37)
HDAC1 20,00% (4/20)
RPL19 16,21% (6/37)
PABPC1 13,51% (5/37)
KRT5 8,10% (3/37)
KRTE6A 2,70% (1/37)

Porcentagem de amostras com aumento de expressdo de pelo menos duas vezes em
relagdo a meédia dos Cts das amostras normais, para os genes analisados (nimero de
amostras com aumento de expresséo / nimero total de amostras testadas).
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Os genes (ALDOA, POLQ, AHSA1 e RPL23) que apresentaram um
aumento de expressdo nas amostras tumorais em relacdo as amostras
normais, foram entdo analisados em mais 11 amostras tumorais, pois a
quantidade de cDNA destas amostras nao era suficiente para a dosagem de
todos os 9 genes selecionados. A hiperexpressido do gene ALDOA foi
confirmada em 77,08% das amostras (37 amostras das 48 analisadas).
Tanto o gene AHSA7 quanto o POLQ tiveram sua hiperexpressao
confirmada em 43,75% das amostras (21 amostras das 48 analisadas),
enquanto que, o RPL23 apresentou hiperexpressdo em apenas 20,83% das
amostras analisadas (10 de 48 amostras) (Figura 6). Na primeira analise,
com 37 amostras tumorais, o RPL23 estava hiperexpresso em 27% dos
casos, entretanto, com a analise de mais 11 amostras tumorais (total de 48
amostras), observou-se uma queda nesta proporgdo para 20%, sendo que
este valor & inferior ao limiar pré-estabelecido (25%) para ser considerado
como hiperexpresso. Portanto, segundo os resultados obtidos neste estudo,
apenas os genes ALDOA, POLQ e AHSA1 puderam ser classificados como
hiperexpressos em carcinoma epidermoéide de cavidade oral.

Nas analises estatisticas foram analisados parametros especificos
na tentativa de realizar correlagdes clinicas. Para todos os parametros
analisados néo foi observado nenhum resultado estatisticamente significativo

(Tabela 16).
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Tabela 16 — Caracteristicas dos pacientes incluidos no estudo.

Parametros Casos (48)

Sitio Tumoral

Assoalho Bucal 12 25%
Lingua Oral 29 60,50%
Area Retromolar 7 14,50%
Estadiamento Clinico
lell 16 33,30%
e lv 32 66,70%
Sexo
Masculino 37 77,10%
Feminino 10 20,80%
Ignorado 1 2,10%
Fumantes
Sim 37 77,10%
Nao 10 20,80%
Ignorado 1 2,10%
Etilistas
Sim 32 66,70%
Nao 15 31,20%
Ignorado 1 2,10%

Parametros analisados pela andlise estatistica afim de buscar correlagdes clinicas. Numero
de casos e porcentagem.
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Legenda: Todas as amostras que apresentaram valores acima de dois foram consideradas
hiperexpressas. Nos genes ALDOA, AHSA1 e POLQ mais de 40% das amostras
apresentaram niveis de expressdo maiores que dois, porém o RPL23 apresentou somente
20,83% das amostras acima do ponto de corte determinado.

Figura 6 - Grafico de dispersdao que compara o nivel de expressdo das
amostras tumorais com o nivel de expressédo das amostras normais.
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A analise do nivel de expresséo dos genes ALDOA, POLQ, AHSA1 e
RPL23, nos diferentes sitos anatémicos das amostras tumorais, mostrou
que o gene ALDOA apresenta-se mais freqiientemente hiperexpresso em
lingua e em assoalho de boca do que na regido retromolar (p=0,023). As

demais correlagées ndo se mostraram estatisticamente significantes (Figura

7).

ALDOA AHSA1
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Lingua Retromolar Assoalho Lingua Retromolar Assoalho

POLQ RPL23

Nivel de Expresséo

Lingua Retromolar Assoalho Lingua Retromolar Assoalho

Legenda: Os sitios anatémicos foram divididos em lingua, regido retromolar e assoalho
bucal. Foram considerados como “cut-off’ o nivel de expressdo 2 para as amostras
tumorais. Houve diferenca estatisticamente significante para o gene ALDOA em relagdo a
localizag&o na cavidade oral; os demais genes néo apresentaram diferenca estatisticamente

significativa.

Figura 7 - Os gréficos de dispersdo demonstram a analise de cada um dos

genes com relacgao a localizacgao.
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Em seguida, foi realizada a analise das amostras quanto ao estadiamento
clinico, porém nao foi observada nenhuma diferenca estatisticamente
significante para nenhum dos quatro genes.
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5 DISCUSSAO

Os carcinomas epidermoéides de cabecga e pescogo, incluindo os de
cavidade oral, representam uma das maiores causas de morbidade e
mortalidade por caéncer. Apesar dos avangos no tratamento destas
neoplasias nos Ultimos anos, ndo houve melhora significativa na sobrevida e
na qualidade de vida destes pacientes. O maior problema terapéutico destes
tumores € a alta taxa de recorréncia locoregional nos dois primeiros anos de
follow-up.

Muitos pesquisadores tentaram desenvolver modelos prognésticos
que pudessem determinar com maior precisdo a evolucdo clinica dos
tumores e, portanto conseguir delinear um melhor planejamento terapéutico.
Estes estudos correlacionam multiplos parametros como estadiamento TNM,
caracteristicas histolégicas dos tumores, entre outros tentando predizer a
evolugdo dos tumores, contudo nenhuns destes estudos apresentaram
resultados que expliquem a diversidade de curso clinico de tumores
morfologicamente iguais e com um mesmo estadiamento (BUNDGAARD et
al. 1996; WOOLGAR et al. 1999; MYERS et al. 2001; SHEAHAN et al. 2003:
GARZINO-DEMO et al. 2006; KANE et al. 2006).

Provavelmente esta diversidade de evolugéo clinica ocorra devido aos
multiplos passos que desencadeiam a carcinogénese oral, onde varios
eventos geneéticos levam ao rompimento das vias regulatérias normais que
controlam as fungbes bésicas celulares incluindo divisao, diferenciacao e

morte celular, seguida de uma evolugao clonal. Alguns genes ja tém seus
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papeis estabelecidos na carcinogénese destas neoplasias, como a
expressao aberrante do EGFR, TGF-a, ras, c-myc, int-2, hst-1, PRAD-1 e
bcl-1. Alguns genes envolvidos nas vias de sinalizagao celular, como o H-
ras, K-ras e N-ras, permanecem intrinsecamente ativados durante a
carcinogénese oral. Outros genes, como o TP53, p21, B1-integrina, a6p4
entre outros também estao envolvidos neste processo (WILLIAMS 2000).

De todos os genes estudados até o momento, 0 EGFR tem sido
utilizado como importante alvo terapéutico no tratamento de tumores de
cabeca e pescogo avangados que apresentam superexpressdo deste
receptor. Entretanto, somente uma parcela destes pacientes podem se
beneficiar da terapia, pois, devido a presenca de mutagbes nestes genes
nem sempre ha uma resposta clinica satisfatéria. Deve ser comentado ainda
que pacientes com uso croénico desta droga podem apresentar resisténcia a
estes inibidores (CAPONIGRO et al. 2005: HARARI e HUANG 2005;
PFISTER et al. 2006).

A terapia combinada com diversas drogas biolégicas podera englobar
as vias de carcinogénese, aumentando assim a eficacia do tratamento e
atendendo a uma maior quantidade de pacientes. Assim, o melhor
entendimento da biologia destes tumores é de suma importancia para o
desenvolvimento de novas drogas biolégicas que possam atender estes
requisitos.

Estudos de analise de expressdo génica global tém sido
desenvolvidos para melhor conhecimento dos genes envolvidos na

carcinogénese das neoplasias. A analise das bibliotecas de ORESTES
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contribuiu para a identificacdo de genes humanos e transcritos variantes de
diversos tecidos neoplasicos e seus correspondentes normais, incluindo
nestes os tumores de cabega e pescogo. Esta técnica possibilitou a leitura
de uma quantidade maior de transcritos, levando ao conhecimento de genes
até entao nao correlacionados com a carcinogénese destes tumores.

DIAS NETO et al. (2000) demonstraram que as bibliotecas de
ORESTES exibiam um desempenho similar ao das bibliotecas normalizadas,
em termos de acessar genes com baixos niveis de expressdo. Com isso,
grande parte dos transcritos identificados por esta técnica nao
representavam produtos derivados de genes altamente expressos. Este fato
se refletiu em uma maior abundéancia relativa de produtos derivados dos
transcritos menos variantes nas células.

CAMARGO et al. (2001) demonstram que a quantidade de
sequéncias de transcritos altamente e moderadamente expressos era similar
a dos transcritos raros ou pouco expressos concluindo portanto, que a
tecnica de ORESTES apresenta uma capacidade inerente de amostrar, com
a mesma frequéncia, transcritos raros e abundantes, ou seja, esta técnica
apresenta uma caracteristica normalizadora.

Apesar desta caracteristica da técnica de ORESTES , existem na
literatura estudos que utilizam esta metodologia como ponto de partida para
identificacdo de genes diferencialmente expressos. LEERKES e
colaboradores (2002) realizam uma comparagéo in silico dos transcritos
derivados de tecidos normais e tumorais de mama. Este estudo analisou as

sequéncias provenientes das bibliotecas de ORESTES dos tecidos de
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interesse, focando a atengdo para os genes que se apresentavam
exclusivamente nos tumores, para identificar candidatos gue se
apresentavam hiperexpressos nas neoplasias de mama. Os candidatos
selecionados tiveram seu nivel de expressao confirmado através dos dados
de SAGE (Serial Analysis of Gene Expression), onde os testes Exato de
Fischer ou Qui-quadrado foram utilizados para testar a significancia da
diferenca de frequéncia de aparecimento das tags entre as bibliotecas dos
tecidos. Através de RT-PCR semi-quantitativa, eles demonstraram que
dentre 11 candidatos selecionados, nove estavam hiperexpressos nos
tumores de mama avaliados.

Em um outro estudo, REIS e colaboradores (2005) analisaram as
sequéncias de carcinomas de cabega e pescogo e tiredide geradas pela
técnica de ORESTES buscando revelar novos candidatos a marcadores
moleculares. Eles analisaram as 134.495 sequéncias de ORESTES
proveniente de cabega e pescogo e as 79.141 sequéncias de ORESTES
proveniente de tiredide visando a identificagdo de novos transcritos, de
novas isoformas de splicing e de possiveis marcadores moleculares para
estas neoplasias. Eles selecionaram genes localizados em regides ja
descritas como regides de ganho cromossémico ou de perda de
heterozigosidade em carcinomas epidermoéides de cabeca e pescogo e
validaram o nivel de expressao destes genes candidatos através de RT-PCR
em tempo real, em tumores e em tecido normal de cabega e pescogo. Dos
trés genes selecionados para validagdo, dois apresentaram aumento de

expressao nas amostras tumorais de cavidade oral e laringe e um deles
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apresentou diminuicdo de expressdo nas amostras tumorais de laringe,
demonstrando a viabilidade da estratégia adotada.

Estes dois grupos puderam demonstrar que a analise detalhada dos
dados das bibliotecas de ORESTES pode ser util na identificacao de genes
diferencialmente expressos. Sendo assim, e com o propésito de contribuir
para a identificacdo de possiveis alteracbes na expressédo de genes
envolvidos no processo de carcinogénese das lesées de cavidade oral, o
presente estudo buscou avaliar a expressdo diferencial entre tecidos de
cabegca e pescogo neoplasico e ndo neoplasico de genes selecionados a
partir de analises dos dados publicos de ORESTES.

Para isso realizamos uma andlise in silico das sequéncias ORESTES
depositadas no banco de dados publicos e estas foram comparadas com as
sequéncias de genes humanos. As seqiiéncias foram organizadas em sete
grupos de comparagéo para identificar genes com expressao alterada entre
os tumores de cabeca e pescogo e 0s seus correspondentes normais.
Assim, foram identificados 109 genes diferencialmente expressos nestes
carcinomas, sendo que 40 apresentavam hiperexpressdo na comparacéao
entre tecido normal e tecido tumoral. Através de uma inspecédo visual das
ferramentas disponiveis on line foram observados critérios para a selegao
dos genes hiperexpressos. Foram selecionados dez candidatos para
validagéo quanto a expressao génica por meio da técnica de RT-PCR em
tempo real em amostras de carcinoma epiderméide de cavidade oral, destes
genes foi possivel identificar 3 (ALDOA, AHSA1 e POLQ) que apresentaram

aumento de expressao nas amostras tumorais.
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A técnica de RT-PCR em tempo real tem se tornado a técnica mais
utilizada para as andlises de expressdo génica. Apesar de todas as
vantagens desta técnica, a normalizagédo dos dados continua sendo o maior
fator de critica destes estudos.

A normalizagdo das reagbes é de suma importancia para o controle
de erros experimentais. A estratégia mais utilizada para este fim é o uso de
um gene normalizador como referéncia interna das reacdes. Muitos autores
tém concordado com o fato de que os genes convencionalmente utilizados
como normalizadores destas reagdes, como f-actina, GAPDH e HPRT,
variam consideravelmente devido ao crescimento neoplasico, hipéxia ou
outras condigbes teciduais (ZHONG e SIMONS 1999; WU e REES 2000;
GOIDIN et al. 2001). A utilizagdo de um gene normalizador que apresente
variagdo de expressdo entre as amostras estudadas pode levar a erros
quanto ao perfil de expressdo génica do gene de interesse.
Consequentemente, o uso destes genes como referéncia neste tipo de
analise nao é conveniente, uma vez que estas variagdes podem influenciar a
interpretagéo correta dos resultados (DHEDA et al. 2005).

Com o intuito de identificar genes normalizadores mais estaveis em
um determinado grupo de tecidos, VANDESOMPELE et al. (2002)
desenvolveram um programa denominado GeNorm. Eles avaliaram 10
genes de diferentes classes funcionais e diferentes expressées em varios
tecidos humanos, e demonstraram que o uso convencional de um Unico
gene normalizador leva a erros em 25% dos casos. Eles concluiram, ainda

que a estratégia de selegdo de normalizadores mais estavéis através de
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uma amostragem pode ser aplicada por quaisquer nimeros ou tipos de
genes e que este conjunto gera resultados precisos.

Em 2004, ANDERSEN et al. desenvolveram um programa também
com este mesmo proposito. Esta nova estratégia de avaliacdo foi
denominada de “modelo baseado na aproximagao da estimativa da variagao
da expressao” ou Normfinder. Eles afirmam que esta metodologia classifica
e seleciona os dois melhores genes candidatos estimando a minima
variagao inter e intra grupos, e deixam claro que as andlises realizadas sao
diferentes das do GeNorm uma vez que este tende a selecionar aqueles
genes com maior nivel de similaridade de expressdo entre o grupo de
amostras, selecionando portanto os dois genes com a menor variagao intra
grupo e nao detalha esta sele¢édo quando é levado em conta a variagao inter
grupo.

Nos Ultimos anos varios trabalhos tem sido publicados tentando
analisar a melhor forma de selecionar um gene normalizador mais estavel
entre um determinado tecido (RUBIE et al. 2005; OHL et al. 2005, 2006;
SAVIOZZI et al. 2006; NAILIS et al. 2006). Porém, até o presente nao ha
relato de estudos que selecionaram genes normalizadores mais estaveis
para estudos de expressdo génica em carcinomas de cavidade oral. Por isso
selecionamos 10 genes (ACTB, B2M, BGUS, GAPDH, HMBS, HPRT1, PGK,
PPIA, RPLO e TBP) descritos com genes constitutivos, para terem seus
niveis de expressdo determinados em carcinomas de cavidade oral e
mucosa normal de boca, os quais foram avaliados quanto a estabilidade

pelos programas GeNorm e NormFinder.
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Para esta analise foram realizados inicialmente dois experimento com
amostras tumorais e amostras normais distintas. Para o primeiro
experimento foram classificados como genes mais estaveis, pelo GeNorm, o
PGK, PPIA, TBP, HPRT1, B2M, RPLO, BGUS, HMBS, ACTB e o GAPDH. O
segundo experimento foi realizado com o objetivo de validar este resultado,
porém os resultados ndo se repetiram e uma outra classificagdo quanto a
estabilidade entre as amostras foi sugerida por este programa. Nesta
analise, foram classificados, como genes mais estaveis o RPLO, TBP,
seguidos por HPRT1, PPIA, HMBS, PGK, ACTB, BGUS, GAPDH e B2M.

No nosso estudo observou-se que os resultados obtidos na anélise do
primeiro grupo de amostras se mostraram discordantes daqueles obtidos
com um segundo grupo independente de amostras. Uma possivel razdo para
esta discordancia, é a heterogenicidade dos tumores de cavidade oral que
compunham cada grupo. Embora todas as amostras avaliadas fosem
oriundas da porgéo inferior de cavidade oral, no grupo 1 tinhamos 35% das
amostras oriundas da regido retromolar, 35% da lingua, 20% da gengiva
inferior e 10% de assoalho de boca, enquanto que, no grupo 2 tinhamos
58% das amostras oriundas da regido retromolar, 16% da lingua, 5% da
gengiva e 21% de assoalho de boca, ou seja a apesar da composicao
destes dois grupos serem bastante semenhantes proporcionalmente elas
apresentavam diferengas quanto a quantidade de amostras em cada
localizagao.

A mucosa oral apresenta modificagbes estruturais tanto na porgéao

epitelial quanto no tecido conjuntivo em diferentes regiées da cavidade oral,
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fornecendo trés tipos histologicos. Estes tipos de tecidos correspondem a
sua fungao, assim temos: tecido mastigatério representado pela mucosa da
gengiva e do palato duro; tecido de revestimento representado pela mucosa
dos labios, bochechas, vestibulo, mucosa alveolar, palato mole, assoalho de
boca e face inferior da lingua; e o tecido especializado representado pela
mucosa do dorso da lingua. Ha caracteristicas comuns nestes varios tecidos
e nos produtos celulares desta mucosa, contudo estas caracteristicas
associadas com diferentes tipos de mucosa oral proporcionam uma ampla
diferenciagéo e variagao histologica (WINNING e TOWNSEND 2000).

Portanto, o que podemos especular sobre a causa da diferenca de
estabilidade entre os dois grupos estudados é que esta variabilidade entre
as amostras ocorre provavelmente pela grande heterogenicidade bioldgica e
estrutural desta mucosa. ANDERSEN et al. (2004) sugerem que quanto
maior a quantidade de amostras analisadas, principalmente em um grupo
heterogéneo, melhor é a acurécia da anélise de estabilidade. A escolha dos
melhores candidatos dentro de um grupo de genes selecionados é realizada
pela diferenca de expressao entre os grupos, com isso em um grupo com
maior numero de casos esta diferenca se torna mais evidente.

Levando em consideragao a afirmativa de ANDERSEN et al. (2004)
que o Normfinder proporciona uma medida mais precisa e robusta da
estabilidade da expressdo génica do que o GeNorm. Decidimos, portanto
repetir as analises dos dois primeiros experimentos através do Normfinder e
posteriormente, realizar uma analise pelos dois programas incluindo todas

as amostras do estudo.
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A analise do primeiro experimento pelo Normfinder apresentou a
classificagao bastante semelhante a classificagdo proposta pelo GeNorm,
porém nos trés primeiros genes selecionados houve uma modificacao na
sua ordem, sendo selecionados pelo GeNorm o PGK, PPIA e TBP enquanto
que para o segundo programa foram selecionados o TBP, PGK e PPIA.

Na analise do segundo experimento pelos dois programas, porém
houve uma inversdo dos genes selecionados como os terceiros mais
estaveis, o GeNorm indicou o HPRT1 enquanto que o Normfinder indicou o
HMBS. Os demais genes selecionados apresentaram a mesma posi¢ao na
classificagao.

Na analise global o evento ocorrido no primeiro grupo se repetiu,
portanto a classificagdo dos genes segundo o GeNorm foi RPLO, TBP e
PPIA, enquanto que para o Normfinder foi o TBP, RPLO e PPIA.

Considerando o fato de que os dois programas utilizam modelos
matematicos e estatisticos distintos e que estes encontraram resultados
muito similares para os trés experimentos realizados, podemos inferir que os
resultados experimentais sdo sélidos e portanto as diferenca observadas
entre os experimentos devem ser decorrentes da heterogenicidade das
amostras avaliadas. Além disto, estes dados sugerem que a escolha de
qualquer um dos dois programas para a selegdo dos genes normalizadores
levaria a resultados bastante semelhantes e certamente ndo modificaria os
achados finais de expressao génica.

Em vista disso, podemos considerar que para os estudos de

expressao génica em carcinomas epiderméides de cavidade oral o conjunto
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destes trés genes devem ser confiavelmente utilizados como
normalizadores.

Dos nove genes selecionados, o ALDOA, o AHSAT e o POLQ
apresentaram aumento de expressdao em mais de 40% das amostras
analisadas, ou seja, 33% dos candidatos selecionados foram validados.
Esses resultados atestam que para o objetivo de se identificar genes
diferencialmente expressos, & correta a abordagem proposta, ou seja, a
busca nos dados publicos de ORESTES, validagdo pelos dados publicos de
ESTs e a selegdo de candidatos. Vale a pena ressaltar que as bibliotecas
utilizadas para selegao dos genes diferencialmente expressos foram geradas
a partir de amostras de carcinomas epidermoéides de cabeca e pescogo e a
validagéo dos candidatos selecionados foi realizada apenas em amostras de
cavidade oral, pois o objetivo deste estudo era identificar genes
hiperexpressos nos carcinomas epiderméides desta regido. Entretanto,
pode-se supor que, caso tivessem sido utilizadas na validacdo nao so
amostras da cavidade oral, mas também amostras de cabega e pescoco
uma maior proporgao de candidatos poderiam ter sido validados.

O gene ALDOA quando normalizado pelos genes selecionados,
apresentou aumento de expressédo em 77% das amostras tumorais testadas,
quando comparado ao tecido normal. O aumento de expressao deste gene
ja foi descrito em algumas neoplasias e sua deficiéncia esta relacionada com
a miopatia e a anemia hemolitica.

Estudos realizados por CASTALDO et al. (2000) compararam o nivel

de expressao do ALDOA através de RT-PCR nao competitiva, em biépsias
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de figado de pacientes com carcinoma hepatocelular e com sorologia
positiva para hepatite C, de pacientes que apresentavam doengas néao
neoplasicas de figado e de pacientes saudaveis. A concentracao do RNAmM
da aldolase A foi aproximadamente 10 vezes maior em pacientes com
carcinoma hepatocelular do que nos outros grupos.

Em 2003, CASTALDO et al. realizaram um estudo com objetivo de
identificar um marcador molecular que pudesse identificar micrometastases
sanguineas em pacientes portadores de cancer de pulmé&o. Seus resultados
mostraram que a aldolase A se encontrava expressa no sangue circulante
de pacientes saudaveis. Portanto eles concluiram que a presenca deste
gene no sangue circulante de pacientes sadios limitaria o seu uso na
identificacdo dos casos de micrometastases sanguineas, nao sendo,
portanto um sinalizador especifico para este tipo de neoplasia.

Em estudos de expressdo protéica com cancer coloretal foram
identificados proteinas, entre elas a aldolase A (ALDOA), que se
apresentavam diferencialmente expressas. Nas analises de Western blot e
por imunohistoquimica foi observado um aumento significante da expressao
desta proteina nos tecidos tumorais quando comparado com a mucosa
normal adjacente. Os autores sugerem que o aumento de expressao desta
proteina pode indicar um novo possivel marcador molecular para os
carcinomas coloretais (TOMONAGA et al. 2004).

Estudos realizados por ZOU et al. (2005) identificaram através de
analises de espectrometria de massa seis proteinas, entre elas o ALDOA,

que induziam a resposta humoral em pacientes com leucemia mieloide
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crénica, sendo que este evento néo ocorria em pacientes sadios. Apesar
desta associagdo, estes pesquisadores afirmam que estudos futuros devem
ser realizados para se determinar a real associagao desta proteina com este
tipo de neoplasia, porém a deteccdo dos anticorpos contra aos antigenos
associados a leucemia podem ser uteis no “screening’, diagnéstico e
segmento dos pacientes portadores de leucemia mieloide crénica ou ainda
na imunoterapia baseada em antigenos.

A identificacdo do aumento de expressao deste gene em carcinomas
epiderméides de cavidade oral pode ser (til na identificacdo de um novo
marcador de diagnéstico, prognéstico ou ainda importante alvo terapéutico,
uma vez que ja foram detectadas associagées importantes deste gene com
determinadas neoplasias.

Outro gene identificado como hiperexpressos nos carcinomas
epiderméides de cavidade oral foi o AHSA7. Este gene apresentou 43% das
amostras com aumento de expressdo quando comparadas com os tecidos
normais. Este gene é também conhecido como p38 e faz parte de uma das 3
sub-familias das MAPKs (proteinas quinases ativadoras da ativacdo da
mitose). Estas proteinas sdo responsaveis por manter a homeostase das
células em condigdes normais, quando esta condicdo & quebrada por
instabilidades genéticas, como ocorre nas células cancerosas, este balanco
entre a proliferagao e a morte celular é alterado (MISHIMA et al. 2002).

A MAPKs p38 é altamente ativada por citocinas pré-inflamatérias
como a Interleucina | (/L-1) e o fator de necrose tumoral o (TNF-c). Muitas

propostas terapéuticas proé-inflamatérias baseadas na estimulagcdo da
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expressao génica da ciclooxigenase-2 (COX-2), também estimulam a
MAPKs p38, portanto drogas anti-inflamatérias néo esterodais (NSAIDs) que
freqientemente tém sido descritas como inibidoras do crescimento tumoral,
podem também inibir estas proteinas quinases (MISHIMA et al. 2002).

Estudos realizados por LEE et al. (2006) demonstraram que as
linhagens celulares de queratinécitos orais humanos imortalizados (IHOK) e
de um carcinoma de assoalho bucal (HN4) tratadas com DFO
(Deferoxamine), um quelante de ferro, eram capaz de suprimir a
diferenciagdo dos queratinécitos provavelmente devido a indugéo da
fosforilagéo da via do p38, através da transmisséo do sinal para ativacao da
cascata de enzimas apoptéticas e conseguentemente, a ativagdo de
caspases.

A ativagdo do AHSATou p38, em diferentes células, pode ser
responsavel tanto por efeitos pré como os anti apoptéticos, e estes vao ser
determinados pelo tipo de estimulo e/ou o estado de proliferagdo ou
diferencia¢do celular. Esta proteina é ativada durante a apoptose induzida
por Cisplatina em carcinomas de pulmé&o, de ovario e de eséfago, podendo,
portanto, exercer um importante papel na sinalizagao das células cancerosas
para a apoptose durante a terapia com esta droga.

Estudos realizados por ZHANG et al. (2005) levantam a possibilidade
do p38 ser o componente central que desencadeia multiplas vias que levam
a morte celular programada. Eles afirmam ainda, que se esta possibilidade

se confirmar, futuramente serd possivel formular combinagées de novas
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droga que promovam a ativagéo sinérgica do p38 produzindo uma melhor
eficacia terapéutica e menores efeitos adversos.

A identificacdo de pacientes portadores de carcinomas epidermoéides
de cavidade oral com aumento de expressdo do p38 (AHSA 1) pode ser util
como método de selegdo para aqueles que apresentem maior eficacia na
utilizagéo de drogas capazes de bloquear a agao de fatores de crescimento
e citocinas. Além disso, a identificagdo do perfil de expressao deste gene
para pacientes portadores desta neoplasia podera identificar aqueles que
poderiam vir a se beneficiar dos agentes quimioterapicos para o tratamento
da doenga.

O POLQ codifica uma proteina que promove o reparo de trocas de
nucleotideos, estando localizada em sitios de replicacdo durante a fase “S”
do ciclo celular e se acumulam nos sitios inicias das forquilhas de replicag&o.
Este gene foi identificado com aumento de expressdo em 43% das amostras
estudas quando comparado com o tecido normal.

Poucos estudos tém sido realizados com o intuito de identificar o
padréo de expresséo génica deste gene em tecidos tumorais. Em 2004 foi
publicado um artigo que investiga o envolvimento do POLQ na
carcinogénese atraves de analises de expressdo por RT-PCR, Northen ou
Western blot em diversos tecidos. Eles mostraram que a expressao deste
gene e/ou proteina esta aumentada nos tecidos tumorais proveniente de
pacientes portadores de cancer de pulmao, de estbmago e de colén quando
comparado com os respectivos tecidos normais. Neste estudo foi ainda

determinado que pacientes que apresentavam altos niveis de expresséo
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desta proteina tinham um pior curso clinico da doenga (KAWAMURA et al.
2004).

Porém, alguns estudos referem que o POLQ exerce um papel na
modulagado da sensibilidade celular aos agentes quimioterapicos (drogas
baseadas em compostos platinicos). No estudo realizado por ALBERTELLA
et al. (2005), foi demonstrado que a POLQ representa um importante papel
na resposta celular a cisplatina, podendo haver implicagées na resisténcia
intrinseca ou adquirida a estes agentes quimioterapicos. Neste estudo a
auséncia da expressdo de POLQ levou a diminuicdo da eficiéncia da
cisplatina de bloquear a fase “S” do ciclo celular das células neoplasicas,
sugerindo, portanto que esta proteina estad envolvida na sintese de
compostos que promovem este bloqueio na replicagdo. Os autores sugerem
que estes achados podem promover um profundo impacto na resposta a
estes agentes quimioterapicos, uma vez que poderd influenciar na
estratificacdo de pacientes ou sugestao de novos avancos terapéuticos para
melhorar o tratamento do cancer por estes compostos platinicos.

Para conseguir uma resposta terapéutica mais consistente, a
combinagdo da cisplatina com gemcitabina € normalmente adotada com
eficiéncia, pois durante o tratamento o uso de uma unica droga pode levar a
tolerdncia da indugao ao dano no DNA e a capacidade de reparo. O estudo
publicado por CHEN et al. (2006) mostrou que ha uma forte ligagdo entre a
expressado do POLQ e a sensibilidade celular a gemcitabina, a cisplatina e
principalmente a combinagdo destas drogas. Os resultados encontrados

mostraram que este gene exerce um importante papel na determinagao da
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sensibilidade celular aos agentes terapéuticos. Eles sugerem que o POLQ
podera nao s6 ser utilizado como alvo farmacolégico para o desenvolvimento
de novos agentes anti-neoplasicos como também podera fornecer novas
direcbes para melhorar os regimes quimioterapicos, porém estudos
complementares devem ser realizados para melhor entendimento dos
mecanismos de agdo desta proteina e destes compostos terapéuticos e
assim auxiliar no desenvolvimento de drogas mais eficazes.

Assim, futuramente a confirmagéo da hiperexpressao do POLQ nas
amostras de carcinomas epidermoéides de cavidade oral podera exercer um
importante papel na identificagdo de pacientes que possam ter uma melhor
resposta terapéutica a agentes quimioterapicos e assim, estes pacientes
poderao se beneficiar destas drogas no seu planejamento terapéutico.

Vale a pena ressaltar que a maioria dos marcadores molecular, em
utilizacao até o momento, beneficia apenas uma porcentagem dos pacientes
que apresentam um perfil de expressao génica especifico. Por este motivo é
imperativo a busca por novos marcadores que possam se tornar novos alvos
terapéuticos ou ainda ser utilizados em conjunto com os ja existentes com o

intuito de melhorar a eficacia destes agentes no combate da doenca.
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CONCLUSAO

A abordagem utilizada neste estudo para a identificagcdo de genes
diferencialmente expressos através da analise dos dados publicos de
ORESTES oriundos de tecidos normais e tumorais de carcinomas
epiderméides de cabeca e pescogo foi adequada, pois, foram
identificados genes hiperexpressos em carcinoma epiderméide de
cavidade oral.

Através da analise de um painel de 10 genes constitutivos foi possivel
selecionar, através dos programas GeNorm e Normfinder, trés genes
(RPLO, TBP e PPIA) para serem utilizados como normalizadores em
estudos de express&do génica através de RT-PCR em tempo real, em
amostras de cavidade oral.

O nivel de expressado dos 9 genes (ALDOA, AHSA1, HDAC1, KRTS5,
KRT6A, PABPC1, POLQ, RPL19 e RPL23) selecionados pela andlise
dos dados de ORESTES foi avaliado em amostras de carcinomas
epidermoides de cavidade oral e foram encontrados trés destes genes
(ALDOA, POLQ, AHSA1) com aumento da expressdao em mais de

40% das amostras tumorais.
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Anexo 2 - Grupamento de Estadios para o cancer de cavidade oral baseada na
classificacéo clinica (TNM) - extensdo do tumor primario, presenca ou auséncia de
comprometimento de linfonodos regionais e a auséncia ou presenca de metastase
a distancia.

Grupamento por Estadios

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio | T1 NO MO
Estadio Il T2 NO MO
T1, T2 N1 MO
Estadio Il
T3 NO, N1 MO
T1, T2, T3 N2 MO
Estadio IVA
T4a NO, N1, N2 MO
Qualquer T N3 MO
Estadio IVB

T4b Qualquer N MO
Estadio IVC Qualquer T Qualquer N M1
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Anexo 4 - Medida da expresséo diferencial através do método do 2**°* das amostras tumorais
em relagdo a média dos valores de Cts das amostras normais, normalizadas pela media de
expressao dos genes RPLO, TBP e PPIA.

”
m

§ ALDOA | POLQ | AHSA1 | RPL23 | RPL19 |PABPC1| KRT5 | KRT6A | HDAC1
s

01T [3,93598|3,64773|4,30119]0,31117 [ 0,60599 | 0,33471 | 1,20665 | 0,58951 | 0,8359
02T ]5,58403|6,87606|6,91304 | 6,5147 | 6,99 |0,84609 |0,93882|0,21898]0,66711
03T [3,35596|9,85142 7,7529 |1,65762 |2,13965 | 1,25786 |2,15498 | 1,53077 | 2,18062
04T 10,25661|1,26539 | 0,84909 | 0,34669 | 0,58776 | 0,34156 | 0,14229 | 0,06684 | 0,61019
05T 12,77273|1,85093 | 0,40313 [ 1,18951 | 0,44812 | 0,85198 | 0,90684 | 0,74855| ND
06T 2,2757 12,41705|1,00998 | 1,40642 [ 0,58925 | 1,00038 | 1,07967 | 0,22229| ND
07T 19,276184,67123|7,62925|1,52371 | 1,95547 | 1,26089 | 0,73943 | 0,20989 | 2,38647
08T |4,47449|4,81877|2,15308 | 0,68339 | 1,03937 | 0,70026 | 0,72665 | 0,31921 | 0,79539
09T [2,09004 (0,97974 | 0,98501 | 0,80251 | 0,36203 | 0,6883 |1,42518(0,88335| ND
10T [1,04855| 0,9204 | 0,44434|0,70179|0,36283 | 0,25869 | 0,44834 (0,19787| ND
12T 15,63588 [ 1,52793 | 1,9761 [2,08546|0,78022 | 0,51129 | 0,34126 (0,46185| ND
13T |5,98943 | 5,28789 | 6,62122]0,81685 | 1,20281 | 3,16015 | 0,60153 | 0,16342 | 0,92579
14T |1,35574|1,01117| 0,3879 | 0,81121|0,45473 | 0,84284 | 0,8104 | 0,5864 ND
15T 11,9247111,17412|0,69383 [ 1,3077 |0,49722| 0,75204 | 1,3937 |1,10357| ND
16T 17,29799]9,81126 [ 5,09416 | 1,50513 | 1,27587 | 1,08805 | 1,38682 | 0,22873 | 3,30697
17T |4,13525|5,87633 | 4,86572 | 0,44095 | 1,13968 | 0,99003 | 0,89023 | 0,28827 | 1,80582
18T |6,24378|0,22573 | 1,08957 | 0,43371 ND ND ND ND ND
19T 13,6191 38,5279 |6,73761|1,53682 [ 2,21127 | 2,3704 |2,73557 | 1,6078 |2,96337
20T |3,63337(2,62973|2,10816 | 1,4577 |0,65609 | 1,09598 | 0,64569 | 0,20103| ND
21T 4,9576 |2,22157 | 3,39322(1,71757 | 0,57646 | 0,56863 | 0,52265 | 0,20764 | 7,41778
22T |1,642340,75403|0,61576|0,52116 | 0,3977 | 1,19886 | 1,41752(0,39319| ND
23T 13,0178 |4,77674 | 8,36152 | 4,01336 [ 1,98124 | 2,71947 [2,41725|2,37834| ND
25T [9,10629 | 5,29197 | 5,04507 | 1,59393 | 0,66936 | 0,85922 | 1,00079 [0,61319|1,10776
26T | 11,7301 9,27972 | 6,55905 | 2,58088 | 1,51865 | 1,50843 | 1,08154 [0,63128| ND
27T [14,2125(0,12365|0,82194 [ 1,69131|0,70861 | 0,48858 | 0,12733|0,04769| ND
28T |3,81989(1,61754 [0,98047 | 1,50273 | 0,58541 | 0,41116 | 1,14167 | 0,18399| ND
29T [1,67846|0,55636 |0,67603 [ 0,63121|0,37142| 0,51693 | 0,53394 | 0,36552| ND
30T |2,12085|0,00159|0,49175|0,93327 | 0,31981 ND ND ND ND
31T |7,08984| 4,54 |2,39567|0,96693|0,47844|0,73713 | 0,65069 | 0,37198 | 0,31907
32T [8,33444 | 0,0197 |4,62814|1,80852| 0,8388 | 1,4983 | 1,05704 (0,48295| ND
33T 20,177 |5,24732 |7,46075 | 2,64579 | 2,31652 | 2,4775 |0,65019|0,46399| ND
34T |39,7678|12,4419|4,75093 | 2,36622 | 1,35114 | 0,84154 | 1,15761 ND ND
35T |6,13415/1,61009(1,81698| 1,785 |0,81273|1,20117 |1,52043|0,33706| ND
36T |2,03602)|0,00109 |2,104920,79451 | 0,4165 ND ND ND ND
37T 120,7123|5,73327 | 4,57498 | 1,59823 | 1,26553 | 2,41718 | 1,29238 | 0,57566 ND




38T 11,03541|0,72053 | 1,23817 | 0,50906 | 0,69296 ND ND ND |1,63077
39T [3,19732]1,93697 | 1,46227 | 0,97891 | 0,51974 | 0,93375 | 1,54343]0,65266| ND
40T ]3,434730,01883 [ 0,60915|4,69976 | 2,36337 | 0,94242 | 0,3522 [0.31159| ND
41T 14,27284| 0,848 |3,36718|7,75031 | 3,25844 | 0,39992 [0,68514 [0,13376| ND
42T |1,03411|6,72872(1,10043 | 0,74352 | 0,54238 ND ND ND ND
43T 10,94838|0,00586 | 1,70709 | 0,62529 | 0,27184 ND ND ND ND
44T 14,02217 |3,10569 | 2,57158 | 2,01442 | 1,17851 | 0,8579 [0,35575 |0,25505 ND
45T |1,25525(0,00392 | 2,36633 | 1,18402 | 0,85182 ND ND ND ND
46T |2,38424]0,00086 | 0,53152|0,75747 | 1,18169 ND ND ND ND
47T ]13,31007 | 0,01238 | 1,54208 | 0,71084 | 1,04067 ND ND ND ND
49T |3,40313|0,00318 | 0,88979 |0,53314 | 0,19045 ND ND ND ND
S0T |2,29594|0,00151|1,11247 | 0,63353 | 0,45683 ND ND ND ND
51T |6,51896 | 0,65516 | 1,3654 |3,33349|1,97515| 0,31474 | 0,66231| 0,5673 ND

’Cédigo das amostras do Banco de Acidos Nucléicos do Hospital do Cancer AC Camargo

’ND-n&o dosado.



Anexo 5 — Ficha de dados clinicos utilizada para coleta dos dados clinicos e patolégicos dos

pacientes incluidos na pesquisa.

Fundag@o Antdnio Prudente — Hospital A. C. Camargo
Departamento de Cabega e Pescogo — Ludwig Institute for Cancer Research
Identificacdo de Genes Hiprexpressos em Carcinomas Epiderméides de Cavidade Oral.

Roberta Cardim Lessa, Dr. André Lopes Carvalho , Dr. André Luis Vettore

Critérios de Inclusio

Critérios de Exclusiio

Sem tratamento prévio

Carcinoma epiderméide

Lingua oral, gengiva superior e inferior, soalho bucal, palato duro, regifo
jugal, sulcos bulco-alveolares,area retromolar

Tratamento prévio

Outros tumores de CP previamente
Tumores multiplos simutdneos
Outras histologias ou sem AP

Qualquer T e qualquer N M1
Cirurgia como tratamento inicial RT ou QT prévias

IDENTIFICACAO E DADOS DEMOGRAFICOS l
L.Namerodoestudo: e LI
ROH: R s IO
3. Idade: BINOS 5 5iiieiurintisscamnnnsrasssnassmssnssaernnsatrsasssomassonsnassrassnases LI
4. Sexo: (1) Masculino  (2) FEMININO w.vvuvuvevereeicecececeeeceeeeeeeeeee e s [ ]
5. Raga: (1) Branca (2) Amarela (3) Negra (4) Outra e, []

HISTORIA CLINICA |

6. Historia familiar de cancer: (0) Ndo (1) Pais (2) Irméos (3) Outro parentes (9) Desconh. [ ]
7. Tabagismo: (0) Ndo (1) Sim (9) Desconhecido s s sesssisiiie [ ]
8. Balismo: (0) Nao (1) Sty (9) DESEontoidn s i s et o [ ]

LOCO-REGIONAL |

9. Local do tumor: (1) ponta de lingua  (2) corpo de lingua (3) ponta e corpo de lingua (4) sulco
pelve-lingual  (5) soalho (6) gengiva inferior  (7) retromOIAT .......c.oveeeeeemeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeseneeenns [1]
10. Niveis de linfonodos ipislat. N+ clinicamente: (0) Nao (D)1 () UG @IVES VI L N I I ]
11. Didmetro do maior linfonodo ipislat. +: cm (0) 8€ N- oo [ 1]
12. Niveis de linfonodos contralat. N+ clinical.: (0) Nao (DI ) U )M @ IVES VI I N N I ]
13. Didmetro do maior linfonodo contralat. +: Eit (D) SEN- s [ 1]
14 Estadio T /(atualizar UICC 873 (1) T12) T2 1B) T3 () TA: (0) TX ssvsisvssviuronsvsisssissiissssisis [1]
15. Estadio N (atualizar UICC 87): (0) No (1) N1 (2) N2a (3) N2b (4) N2¢ (5) N3 (9) NX vvvverevrrerrnns []




g CIRURGIA

16. Data da cirurgia: / L ESbenrnserenssssossenma A SRS SRR OR N PSS [ 1T I 1

17. Cirurgia tumor primario: (1) Glossectomia parc. (2) Hemiglossect. (3) Pelveglossect. (4)
Pelve(gl.)mand. marg. — Pull (5) Pelve(gl.)mand. sec. — Com. (6) Retrom. (7) Retrom. Ampliada...[ ]
18. Esvaz. cervical ipislat.: (0) Nao (1) ESOH (2) ECR (3) ECRM(XI) (4) ECRM XIHV]) . [1
19. Esvaz. cervical contral. (simult.): (0) No (1) ESOH (2) ECR (3) ECRM(XI) (4) ECRM XV ]
20. Esvaz. Cervical: (0) Ndo (1) Monobloco (2) DIblOCO w......ceveeeeereeeeeeeeeeeeeseseeeeeee oo [1]
21. Ampliagdo do esvaz. Cervical: (0) Ndo (1) pele (2) carétida (3) hipoglosso (4) vago (5) Outros
......................................................................... LI
22. Reconstrugdo: (0) Nao (1) lingua (2) outro retalho local (3) Mc Gregor-frontal (4) Backanjian-

deltop. (5) mioc. peitoral maoior (6) mioc. peitoral menor (7) outro miocut.

(8) microcirargico [1]

23. Complicagdes imediatas: (0) Ndo (1) infecgdo (2) necrose de retalhos (3) fistula oro-cery. “4)

ruptura da carétida (5) fistula quilosa (6) infecgdo resp. (7) outra LI D
24. Data da alta hospitalar: / L et [0 I 1]

RADIOTERAPIA POS-OPERATORIA

25. Data de inicio: / / (0/0/0 S€ NAO f€Z) w.evvrerereeirreiererereseeeresessesessssseseseans [ 1 I 1]
26. Aparelho: (0) Nao fez (1)Ortov. (2) Cesium (3) Cobalto (4) Al eeeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereranns [ ]
27. Dose do campo cervico-facial: OV (D5EBRAIEZ) wnaiuinssmnsainisio [ 1]
28. Dose em fossa ipislat.: G (O SE AT TeEY cuunmsinssimmnmseiimso [ 1]
29. Dose em fossa contralat.: Gy (056 NA0 fEZ) weevvverrerirrcereecee e ceesseeseee e [ 1]
30. Data do final: / / (0/0/0 S€ NAO fEZ) ...covverererererereeeeereeesseeeae e eaeeaeseseaenas [0 I 1

ANATOMOPATOLOGICO DA PECA DA CIRURGIA INICIAL

T e Y R T — LALLM
32. Histologia do primario: (1) CEC I (2) CEC I1 (3) CEC III (4) CEC SOE (5) CA indef. .............. []
33. Embolizagdo vascular: (0) Nao (1) linfatica (2) sanguinea (3) ambas (4) “presente” (9) Ign. .....[ ]




34. Infiltragdo perineural: (0) Ndo (1) presente (O ARNOPAED: - cccvmsnimsin s i e sie i abesmrmsarnnsrasmanens [ ]

35. Margens: (0) livres (1) proximas(< 0,5 cm) (2) comprometidas (9)1gn. o [1]
36. Espessura: mm (999 se ndo relatado) ..........ccooeeeveeveeeerennnn, [ 1]
37. Nimero de linfonodos comprometidos ipislat. : (99 se nao esvaziado) ....[ ]
38. Numero de linfonodos dissecados ipislat. : (99 se ndo esvaziado) ..[ ][ ][ ]
39. Nivel de linfonodos comprom. ipislat. : (0)N- (1)1 (2) 11 (3) 1II @)1V (5 V (9)ign./nao
EEV sorsussnunassmesneushsuininssinssnivasesssssssssssnseasaes s A i (o SN IR oRa Ao 3H e s annase e s R KSR AR RO se S B Em AR RS Bn LI O]
40. Numero de linfonodos comp. contral.: mm (99 se ndo esv.) ............ []
41. Numero de linfonodos dissecados contralat.: mm (999 se ndo esv.) ...[ ][ 1[ ]
42. Nivel de linfonodos comprom. contralatet. : O)N- (HI @In Gum @HI1v BV
C ) AEITAR0 BN st sy s S R O A T TS resemsamenanmr e e meny o] IO
EVOLUCAO
43. Data da primeira recidiva: / / (0/0/0 8¢ 180 Fo7) vivvsnnnmusininn [ I 1 1
44. Locais de recidiva: (0) ndo teve (1) local (2) pescogo ipisi. (3) pescogo contra. (4) pulmio (5) osso
(6) figado (7) outras distancias (8) recidiva, local ign. (9) ignorado-
perdido de vista asSintOMALICO < 5 AN0S ..vvreeeveeereeeeeeerereeee e oo e es e es e [

45. Data de diagnostico do segundo tumor primério: / / (0/0/0 sendo fez) ...[ [ 1 1]

46. Local do segundo tumor primério: CID-0 (Osendoteve)....[ ][ 1L 1[ I 1

47. Data da tltima informagdo objetiva de segmento: / L [ 1T I 1]
57. Status: (1) Vivo s/ doenga  (2) Vivo com doenga (3) Morte p6s-op (4) MOCA  (5) Obito p/

out/causas (6) Perdido de vista (definigdo: Para pacientes com menos de 5 anos de seguimento

todos os que deixaram de retornar por um periodo igual ao dobro estipulado. Pacientes assintométicos perdidos ap6s 5 anos devemser

lassificAdos Somi0TVIVORDD0Y: « cauuvussauminnsnvismsemsstns o svon vavessiasia o sy s e o Sy Ve S R R R e ek s []

Para pacientes perdidos de vista: Anotar nome , enderego e telefone.
Entregar o prontudrio aos responsaveis pela convocagdo de pacientes desta lista diariamente.

Coletador de Dados:

FONTE: Kowaski,LP (1996)




Anexo 6 — Termo de consentimento poés informado utilizado para a coleta das amostras
normais incluidos na pesquisa.

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO
(Obrigatério para Pesquisa Clinica em Seres Humanos — Resolugdo 196/96 e Resolugdo CNS 251/97)

I — Identificac¢io do paciente

Nome do paciente:

Identidade n°.: Sexo: __ Nascimento: _ / / Tel( )
Enderego: Cidade: Estado:

II — Dados sobre o estudo

° Titulo do estudo:

Identificagdo de Genes Hiprexpressos em Carcinomas Epidermoéides de Cavidade Oral

®  Pesquisadores responsaveis:
Roberta Cardim Lessa
Dr. André Lopes Carvalho
Dr. André Luiz Vettore

IIT — Esclarecimentos

1. Justificativa e objetivos:

A evolugdo dos tumores da regido da cabeca e do pescogo é muito variavel
dependendo do local de origem e de diversos outros fatores. Muitos desses fatores sio
utilizados para decidir o tratamento a ser empregado. No entanto, muito ainda precisa ser
pesquisado para se conhecer a capacidade de crescimento desses tumores e possivelmente
empregar, no futuro, este conhecimento para mudar o tratamento que pode acarretar

mudangas na qualidade de vida do paciente. O objetivo deste estudo é conhecer e avaliar



alteragdes em alguns genes envolvidos com esses tipos de tumores e correlacionar esses
dados com as informagGes da sobrevida do paciente ap6s tratamento convencional.
2. O que ¢ necessario para participar do estudo?
Coletar amostras de tecido normal durante o ato cirtrgico
3. Existe algum risco esperado?

Nao hé qualquer risco esperado no estudo.

4. Quais os beneficios que poderdo ser obtidos pelo estudo?

O estudo possibilitard a determinagdo dos genes que se apresentam mais
freqiientemente alterados nos cénceres de vias aerodigestivas superiores. Estes dados
poderdo permitir o seguimento clinico adequado de pacientes futuros de acordo com os

dados obtidos na anilise dos genes, seguida de correlagdo com os dados clinicos.

5. Fui esclarecido sobre a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou
esclarecimento, a cerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos
relacionados com a pesquisa e o tratamento do individuo.

( )SIM ( YNAO

6. Fui esclarecido sobre a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento sem
que isso traga prejuizo quanto a continuidade do meu tratamento.
( )SIM ( )NAO

7. Fui esclarecido de que ndo havera remuneragdo financeira além do previsto para as

despesas do estudo.
( )SIM ( )NAO

8. Fui esclarecido que ndo havera indenizagdo além das previstas por lei, em reparagdo a

danos imediatos ou tardios, causados pela pesquisa em questdo.
( )SIM ( YNAO

9. Fui esclarecido sobre a seguranga de que minha identidade sera preservada, mantendo-

se todas as informagdes em carater confidencial.



( )SIM ( YNAO

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Declaro que, apds ter sido convenientemente esclarecido dos riscos e beneficios deste
estudo, conforme definido nos itens 1 a 9, do inciso III, consinto em participar, na
qualidade de paciente, do Projeto de Pesquisa referido no inciso II. Estou ciente também
de que qualquer divida sobre o Projeto de Pesquisa em questdo, serdo resolvidas com os

pesquisadores principais pessoalmente ou pelo tel. (11) 3272-5000 (ramal 5125).

Sio Paulo, de de20 .

Assinatura: Assinatura:

Nome paciente: Nome pesquisador:




