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“Es inmoral pretender que una cosa deseada se realice magicamente,
simplemente porque la deseamos. Solo es moral el deseo al que acompania
la severa voluntad de aprontar los medios de su ejecucion.”

La rebelién de las masas (1930)

José Ortega y Gasset, fildsofo espanhol (1883-1955)
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RESUMO

Melo CM. Validagcao de marcadores moleculares associados a recidiva
loco-regional em tumores de cabegca e pescog¢o. S&do Paulo; 2010.

[Dissertacdo de Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

O Carcinoma epiderméide de cabecga e pescoco (CECP) esta relacionado
com uso de tabaco e alcool, a uma dieta pobre em vitaminas A e C, a
exposicao a agentes carcinogénicos ocupacionais e ambientais e a infecgao
por HPV. Apds tratamento, a recorréncia da doenga é observada em 50%
dos pacientes e nestes casos, a sobrevida livre de doenga € de 4 anos. As
metastases distantes sdo quase sempre ocultas no momento do diagnostico
da lesdo primaria. As alteracbes moleculares observadas em CECP séao
principalmente devidas a ativagcao de oncogenes, em especial a via de EGF,
e inativacao de genes supressores de tumor, como p76 e p53. Em estudos
realizados pelo nosso grupo comparamos o perfil de expressao génica de
tumores primarios de pacientes tratados cirurgicamente, com margens livres
de doenga, esvaziamento cervical, e radioterapia adjuvante que recidivaram,
em um periodo de 2 a 4 anos, e tumores com as mesmas caracteristicas,
mas que nao recidivaram num periodo de 2,5 a 9 anos. Observamos a
ativagdo em modulos funcionais relacionados a sinalizag&o célula-célula, nos
pacientes com recidiva positiva e inativacdo nas amostras dos pacientes
com recidiva negativa. Pela técnica de cDNA Microarray, 7 genes (EGLN3,
IL1F9, INHBA, AREG, BST2, KLK6, CCL20) estavam com expressao
significativamente alterada nos moddulos identificados. Assim, o objetivo
desse trabalho foi validar pelas técnicas de PCR quantitativa em tempo real
e Imunoistoquimica as alteragbes de expressao desses genes. Os genes
BST2 e EGLN3 apresentaram-se diferencialmente expressos nas amostras
de Carcinoma Epiderméide (CE) de cavidade oral, orofaringe e hipofaringe,
nao apresentando esse comportamento nas amostras de CE de laringe (p

0,0287 e p 0,0138, respectivamente, teste Mann-Whitney). Somente o gene



BST2 também se mostrou diferencialmente expresso na comparagao dos
grupos recidiva e nao recidiva nas amostras de CE de laringe (p 0,0352,
teste Mann-Whitney). No ensaio de imunoistoquimica, a proteina EGLN3
também se mostrou diferencialmente expressa nos casos de CE de
cavidade oral com recidiva positiva em comparacdo com 0s casos que nao
apresentaram recidiva (p 0,0022, teste Mann-Whitney). Esses resultados
sugerem que o aumento de expressao do gene EGLN3 pode ser um fator
progndstico de recorréncia da doenga em carcinoma epidermoide de cabecga

€ pescogo, exceto na regido topografica de laringe.



SUMMARY

Melo CM. [Molecular markers validation associated with locoregional
recurrence in head and neck tumors] Sdo Paulo; 2010. [Dissertacdo de

Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is associated to tobacco
and alcohol consumption, deficiencies in vitamins A and C, exposure to
occupational and environmental carcinogens and HPV infection. After
treatment, recurrence is observed in 50% of patients and in these cases, the
disease-free survival is 4 years. Distant metastases are almost always
hidden at the time of diagnosis of primary lesion. The molecular changes
observed in HNSCC are mainly due to the activation of oncogenes, in
particular the pathway of EGF, and inactivation of tumor suppressor genes
such as p16 and p53. In studies made by our group, we compared the gene
expression profiling of primary tumors of patients treated surgically, neck
dissection, with margins free of disease and adjuvant radiotherapy with tumor
recurrence, within 2 to 4 years, and patients with the same characteristics,
but showed disease-free for 2,5 to 9 years. We observed activation in
functional modules related to cell-cell signaling, in patients with recurrence
and inactivation in the samples from patients with no recurrence. By the
cDNA microarray technique, 7 genes (EGLNS3, IL1F9, INHBA, AREG, BST2,
KLK6, CCL20) had significantly altered expression in the modules identified.
The objective of this study was validated by Real time - PCR and
immunohistochemical changes of expression of these genes. The genes
BST2 and EGLN3 were differentially expressed in samples of oral cavity,
oropharynx and hypopharynx squamous cell carcinoma, and did not show
this behavior in samples of larynx squamous cell carcinoma (p 0.0287 and p
0.0138, respectively, Mann-Whitney test). And only BST2 was differentially
expressed between the groups recurrence and no recurrence in the samples

of larynx squamous cell carcinoma (p 0.0352, Mann-Whitney test). In the



immunohistochemistry assays, the EGLN3 protein was overexpressed in
cases of oral cavity squamous cell carcinoma with recurrence when
compared to cases without recurrence (p 0.0022, Mann-Whitney). These
results suggest that overexpression of the gene EGLN3 may be a prognostic
factor of disease recurrence in head and neck squamous cell carcinoma,

except in the topography of the larynx.
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1 INTRODUGAO

1.1 CARCINOMAS

O cancer representa um fardo muito grande para a sociedade. Além
dos efeitos devastadores sobre os pacientes e suas familias, os custos
econdmicos desse tipo de doenca sdo enormes, tanto em termos de
recursos medicos, cuidados com o tratamento e perdas humanas devido a
mortalidade precoce (ETZIONI et al. 2003).

Importante causa de doenca e morte no Brasil, desde 2003, as
neoplasias malignas constituem-se na segunda causa de morte na
populagdo, representando quase 17% dos O&bitos de causa conhecida,
notificados em 2007 no Sistema de Informagdes sobre Mortalidade
(Ministério da Saude 2009). Segundo recente relatério da Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC/OMS) o impacto global do
cancer mais que dobrou em 30 anos. Estimou-se que, no ano de 2008,
ocorreriam cerca de 12,4 milhdes de casos novos de cancer e 7,6 milhdes
de oObitos por cancer no mundo (BOYLE e LEVIN 2008). Destes, os mais
incidentes foram o cancer de pulmao (1,52 milhées de casos novos), mama
(1,29 milhdes) e coélon e reto (1,15 milhdes). Devido ao mau progndstico, o
cancer de pulmao foi a principal causa de morte (1,31 milhdes), seguido pelo
cancer de estbmago (780 mil oObitos) e pelo cancer de figado (699 mil

Obitos). Para América do Sul, Central e Caribe, estimou-se em 2008 cerca



de um milhdo de casos novos de cancer e 589 mil ébitos. Em homens, o
mais comum foi o cancer de prostata, seguido por pulmao, estdmago e cdlon
e reto. Nas mulheres, o mais frequente foi o cancer de mama, seguido do
colo do utero, célon e reto, estdbmago e pulmao (BOYLE e LEVIN 2008).

No Brasil, as estimativas, para o ano de 2010, apontam para a
ocorréncia de 489.270 casos novos de cancer. Os tipos mais incidentes, a
excecao do cancer de pele do tipo ndao melanoma, serdo os canceres de
préstata e de pulmao no género masculino e os canceres de mama e do colo
do utero no género feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude
observada para a América Latina (Ministério da Saude 2009). Em 2010, sao
esperados 236.240 casos novos para o género masculino e 253.030 para o
feminino. Estima-se que o cancer de pele do tipo ndo melanoma (114 mil
casos novos) sera o mais incidente na populagado brasileira, seguido pelos
tumores de préstata (52 mil), mama feminina (49 mil), célon e reto (28 mil),
pulmé&o (28 mil), estdmago (21 mil) e colo do utero (18 mil) (Ministério da
Saude 2009).

O cancer é a segunda maior causa de morte nos Estados Unidos da
América, sendo responsavel por 23,1% de todas as mortes ocorridas no ano
de 2006. Um total de 1.479.350 novos casos e 562.340 mortes por cancer
foram projetados para ocorrer nos Estados Unidos da América em 2009.
Apenas doencas cardiacas matam mais individuos do que cancer, as quais
sdo responsaveis por 26% de todas as mortes ocorridas em mesmo ano e

pais (JEMAL et al. 2009).



Nos ultimos anos, nos EUA, as taxas de incidéncia por cancer
diminuiram, tanto para o sexo masculino (1,8% por ano de 2001 a 2005)
como para o sexo feminino (0,6% por ano de 1998 a 2005), principalmente
por causa do decréscimo na incidéncia dos 3 principais sitios acometidos em
homens (pulmao, prostata e colorretal) e nos 2 principais em mulheres
(mama e colorretal). As taxas de morte causada por cancer também
diminuiram, tanto em homens (19,2% entre 1990 e 2005) como em mulheres
(11,4% entre 1991 e 2005). Mas, apesar do progresso ocorrido, o cancer
ainda foi o maior agente causador de morte entre mulheres de 1 a 39 anos
de idade e acima de 80 anos, no ano de 2006, nos EUA. O mesmo ocorreu
com homens de 40 a 59 anos e acima de 80 anos (JEMAL et al. 2009).

Acredita-se que as células cancerosas sdo um resultado de uma
manifestacdo de seis caracteristicas tipicas de células tumorais, comuns a
mais de cem tipos de cancer. Essas caracteristicas correspondem a
sucessivas adaptacdes ambientais sofridas por uma célula normal, até sua
transformagcdo em uma célula tumoral, com capacidade de migracéo e
alojamento em outros tecidos. Essas caracteristicas sao auto-suficiéncia de
estimulos de crescimento, insensibilidade a estimulos inibitorios de
crescimento, potencial de replicacdao indefinido, evasido da apoptose,
angiogénese e invasao de tecidos e metastase (HANAHAN e WEINBERG
2000).

A primeira caracteriza-se pela habilidade de produzir, com
independéncia, moléculas que estimulam o crescimento celular. Ou seja, a

auto-suficiéncia de sinais de crescimento permite as células tumorais



reduzirem a dependéncia de estimulos do seu microambiente de células
normais. Por isso acredita-se que as vias de sinalizacdo de crescimento
estejam desreguladas em todos os tumores humanos. A segunda
caracteriza-se pela evasado da acao de moléculas que inibem a proliferacédo
celular. As células humanas apresentam limites intrinsecos em sua
multiplicacdo, mas, a via que controla o potencial de replicacdo nas células
cancerigenas parece agir de modo independente das outras vias
metabdlicas. A terceira caracteristica € o potencial de se replicar
indefinidamente, bloqueando os mecanismos que normalmente limitariam a
divisdo celular. A quarta habilidade é a de evasdo da morte celular
programada, mecanismo disparado pelas células sempre que algo anormal é
detectado, como divisdo acelerada. Adquirir resisténcia a apoptose € uma
habilidade que provavelmente todos os tipos de cancer compartilham, e
existem diversas estratégias para fazé-lo. A quinta habilidade caracteriza-se
pela indugdo de formagdo de novos vasos sanguineos, responsaveis por
trazer sangue com nutrientes e oxigénio indispensaveis para o tumor em
crescimento. A neovascularizagdo € um pré-requisito para a rapida
expansao clonal (monoclonal) necessaria para a formacdo do tumor
macroscopico. Desta forma, a indugdo da angiogénese € um evento que
provavelmente ocorre entre o inicio e a metade do surgimento do cancer. A
sexta e ultima caracteristica € a habilidade de invadir outros tecidos. A
metastase € o principal evento responsavel por transformar um tumor em
maligno, e envolve mudangas na adesdao entre as células no seu

microambiente e a ativagdo de proteases extracelulares (HANAHAN e



WEINBERG 2000). Essas seis novas habilidades adquiridas devem ocorrer
na maioria e talvez em todos os tipos de tumores humanos, deste modo,
essa multiplicidade de eventos explica porque o cancer € um evento

relativamente raro durante a vida humana (HANAHAN e WEINBERG 2000).

1.2 CARCINOMAS EPIDERMOIDES

Carcinomas epidermédides sao neoplasias malignas originadas de
células epiteliais, derivadas de qualquer um dos trés folhetos embrionarios
(endoderme, mesoderme e ectoderme) (KUMAR et al. 2005). Nos
carcinomas epidermdides encontram-se ceélulas escamosas reconheciveis,
oriundas da camada basal de qualquer epitélio estratificado escamoso do

corpo (COTRAN et al. 1999).

1.3 CARCINOMAS EPIDERMOIDES DE CABEGA E PESCOGO

O carcinoma epidermoéide de cabeca e pescoco (CECP) é o sexto tipo
de tumor mais comum no mundo e representa 90% dos tumores dessa
regiao (HARDISSON 2003; GINOS et al. 2004). Segundo estimativa INCA
2010, nos homens, os Carcinomas Epiderméides de Cabeca e Pescogo
representam o quinto tumor mais frequente e com cerca de 10.330 novos
casos em 2010. Ja nas mulheres, este tipo de tumor representa o sétimo
mais frequente e com estimativa para 2010 de 3.790 novos casos (Ministério

da Saude 2009).



Os CECP sadao uma doenga complexa, caracterizada pela
heterogeneidade clinica, patolégica, fenotipica e biolégica. A evolugéo e a
progressao desse cancer sdo resultantes de multiplas alteracbes de
mecanismos celulares e moleculares no epitélio estratificado escamoso da
mucosa das vias aerodigestivas superiores. A progressdo do CECP envolve
varias etapas de diferenciacdo histologica, de um epitélio normal a
hiperplasia, displasia leve, displasia moderada, displasia severa, carcinoma
in situ, carcinoma invasivo e metastase, sugerindo um modelo de progressao
molecular a partir de lesbes pré-malignas até a doencga invasiva (Figura 1)
(ALMADORI et al. 2008; HADDAD e SHIN 2008; THOMAS e GRANDIS

2009).

Dizplaxia Dizplaxia Digplaxis Carcinome Carcinoma

moderads Eereve in sitn

Hormal Hiperplexia

Fonte: Modificado de HADDAD e SHIN (2008)

Figura 1 - Modelo de instabilidade genética e progressdo do CECP a partir do
epitélio escamoso normal.




1.4 ESTRUTURAS ENVOLVIDAS NO CARCINOMA

EPIDERMOIDE DE CABEGA E PESCOGO

Os Carcinomas Epidermoides de Cabega e Pescogo podem surgir em
qualquer parte da cavidade oral, cavidade nasal, seios paranasais, faringe e
laringe. A cavidade oral inclui os labios, mucosa ou regido jugal, assoalho
bucal, lingua oral (dois ter¢os anteriores), gengiva inferior e superior, palato
duro e area retromolar. A faringe possui trés subdivisbes: nasofaringe,
orofaringe e hipofaringe. A nasofaringe é continua a cavidade nasal e esta
conectada ao ouvido médio pelas Trompas de Eustaquio. A orofaringe
compreende a base da lingua (tergo posterior), valécula, loja amigdaliana,
pilares e sulcos glosso-amigdalianos, palato mole, uvula e parede faringea
posterior entre a hipofaringe e a nasofaringe. A hipofaringe, delimitada pelo
osso hidide e a cartilagem cricoide, € dividida em area pds-cricoide, seios
piriformes e parede posterior. A laringe é subdividida em supraglética, glética
e subgldtica. A regido supraglotica compreende a epiglote, as falsas cordas
vocais, 0s ventriculos, as pregas ariepigloticas e as aritemoides. A regido
glética inclui as pregas vocais, as comissuras posterior e anterior. A regido
subgldtica tem 2 cm de extensao e se estende desde as cordas vocais até a

traquéia (SIDRANSKY 2008; Ministério da Saude 2009).
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Figura 2 - Esquema da regido anatdmica acometida pelo CECP.

1.5 FATORES DE RISCO

A génese desse tumor esta associada ao uso de tabaco e alcool, a
uma dieta pobre em vitaminas A e C, a exposi¢cao a agentes carcinogénicos
ocupacionais e ambientais (KOWALSKI et al. 2005; RICKMAN et al. 2008) e
a infeccdo pelo HPV (human papiloma virus) (GILLISON et al. 2000;
APPLEBAUM et al. 2007; HASHIBE et al. 2007; CHANG e CALIFANO 2008;
RICKMAN et al. 2008; GOON et al. 2009). Os fumantes que nao bebem
apresentam um risco 2 a 4 vezes maior de desenvolver esses canceres
quando comparados com nao fumantes, enquanto os que consomem alcool

e fumam exibem um aumento de 6 a 15 vezes (COTRAN et al. 1999).



1.5.1 Infecgao pelo HPV

O virus HPV esta relacionado com o surgimento de alguns tumores. A
infeccao pelo HPV esta etiologicamente ligada ao cancer de colo de utero
(WALBOOMERS et al. 1999). Evidéncias moleculares também sugerem um
envolvimento do HPV, especialmente o HPV-16, na patogénese de um
subgrupo dos carcinomas epidermoides de cabega e pescogo e o0s
oncogenes virais E6 e E7 estao frequentemente com expressdo aumentada
em orofaringe (GILLISON et al. 2000; ARGIRIS et al. 2008; CHANG e
CALIFANO 2008; GOON et al. 2009). Nao ha evidéncia de sinergia entre a
exposicao ao HPV e o uso de tabaco e alcool na associagdao HPV e
carcinoma de orofaringe. Alguns estudos sugerem duas vias distintas
relacionadas ao desenvolvimento de carcinoma de orofaringe: a primeira
provavelmente direcionada pelo uso de tabaco e alcool e a outra pela
instabilidade genética induzida pela infeccdo pelo HPV (CHANG e

CALIFANO 2008; HADDAD e SHIN 2008; GOON et al. 2009).

1.6 SINTOMAS

Os sintomas incluem “feridas” que nao se curam, rouquiddo e dor na
degluticdo; mas também podem ocorrer obstrugao nasal, epistaxis, rinorréia,
dor, parestesia, plenitude ou inchago do nariz ou da bochecha, uma ferida
nasal persistente ou ulcera e massa nasal (PILCH et al. 2005; HADDAD e
SHIN 2008). A sobrevida, livre de doencga, € ainda pobre; cerca de 30 a 50%

dos pacientes sobrevivem uma média de 5 anos, provavelmente devido a
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recorréncia da doenga, presenca de metastases ou surgimento de um
segundo tumor (FORASTIERE et al. 2001; LE TOURNEAU et al. 2005;
GASPAROTTO e MAESTRO 2007; PRINCE e AILLES 2008; RICKMAN et
al. 2008).

Nos estagios iniciais, os tumores da cavidade oral aparecem como
placas firmes, elevadas e nacaradas, ou como areas irregulares, asperas ou
verrucosas de espessamento da mucosa, possivelmente confundidas com
leucoplasia. Com o aumento dessas lesdes, elas criam massas salientes ou
sofrem necrose central, formando uma ulcera irregular e aspera, com bordas
elevadas, firmes e onduladas. Os locais preferidos de metastases sdo os
linfonodos mediastinais, os pulmbes, o figado e os o0ssos. Infelizmente,
essas metastases distantes sdo quase sempre ocultas no momento da
descoberta da lesdo primaria (COTRAN et al. 1999). Aproximadamente
metade das metastases sdo diagnosticadas apos 9 meses do diagnéstico do
tumor primario e 90% sao detectadas até 3 anos apds o tumor primario
(BRAAKHUIS et al. 2006; GASPAROTTO e MAESTRO 2007; SIDRANSKY

2008).

1.7 TRATAMENTO E RECORRENCIA

O tratamento inclui cirurgia, radioterapia e quimioterapia e baseia-se
na localizagdo da lesdao e no estadiamento TNM (onde T representa o
tamanho do tumor, N, os linfonodos regionais comprometidos pela doenga e

M, as metastases a distancia) (GROOME et al. 2001). O esvaziamento
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cervical é indicado em todos os casos de linfonodos palpaveis ao exame
clinico, orofaringe, valécula, loja amigdaliana, base da lingua e palato mole,
hipofaringe e em casos de lesdes da cavidade oral com espessura igual ou
superior a 3mm situadas no andar inferior (lingua, assoalho, gengiva inferior,
retromolar e regiao jugal). A quimioterapia e radioterapia concomitantes séo
empregadas em alguns casos, mas também podem ser como terapia
adjuvante a cirurgia e como tratamento paliativo (GATH e BRAKENHOFF
1999; BELBIN et al. 2002; BRAAKHUIS et al. 2006; PRINCE e AILLES 2008;
RICKMAN et al. 2008).

Depois do tratamento a recorréncia da doenca, localmente,
regionalmente ou a distancia, é observada em 50% dos pacientes, com altas
taxas associadas a mortalidade (BELBIN et al. 2002; BRAAKHUIS et al.
2006; PRINCE e AILLES 2008; RICKMAN et al. 2008; PENTHEROUDAKIS
et al. 2009). O risco de recorréncia local, em estagios avangados da doenga,
€ observado em 30 a 40% dos pacientes (GATH e BRAKENHOFF 1999).

A presenca de linfonodos cervicais positivos esta associada a um
maior risco de recorréncia regional, metastases a distancia e pior sobrevida.
A sobrevida para pacientes sem comprometimento linfonodal detectavel nos
exames anatomo-patolégicos pode chegar a 85%, ja para pacientes com
metastases em linfonodos cervicais esta cai para menos de 54%. No
entanto, acredita-se que de 20 a 50% dos casos sem linfonodos
comprometidos ao exame clinico-patolégico apresentem micrometastases e,

por essa razao, mau prognéstico (GATH e BRAKENHOFF 1999;
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BRAAKHUIS et al. 2006; GASPAROTTO e MAESTRO 2007
PENTHEROUDAKIS et al. 2009).

A predigao do potencial metastatico em CECP &, ainda hoje, confiada
a evolugao clinica e histolégica do tumor. No entanto, a alta porcentagem de
recorréncias do tumor mostra a inadequagao desses parametros na predigao
do potencial metastatico (GATH e BRAKENHOFF 1999; CORTESINA e
MARTONE 2006; ALMADORI et al. 2008; PENTHEROUDAKIS et al. 2009).

O tratamento convencional com cirurgia, radioterapia e quimioterapia,
assim como recidivas loco-regionais que podem ocorrer apos o tratamento,
estdo associados com significativa morbidade, afetando a fala, a capacidade
de engolir e a qualidade de vida dos pacientes, portanto, esforgos
substanciais em identificar marcadores moleculares que levam a uma exata
previsdo nos riscos de recorréncia da doenga em pacientes devem ser
realizados (SMITH et al. 2001; PRINCE e AILLES 2008).

A maioria dos pacientes com CECP localmente avangado, estadio Il
ou IV, requerem uma combinagao de quimioterapia, radioterapia e cirurgia.
Pacientes em estagios iniciais, estadio | ou Il, sdo frequentemente tratados
com radioterapia e cirurgia e tém prognostico excelente. No entanto, aqueles
pacientes com alto risco de recorréncia e segundos tumores primarios
necessitam de uma maior monitoragdo apos o tratamento (ALMADORI et al.
2008). O maior desafio do tratamento de qualquer tipo de tumor é a
obtencdo da cura com preservacdo de estruturas e funcdes vitais. Isso é
especialmente verdade para os canceres de regides anatbmicas complexas

como cabeca e pescoco, onde a maioria das estruturas e funcdes é afetada
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pelo cancer e pelo tratamento (ROEPMAN et al. 2006; ALMADORI et al.
2008; HADDAD e SHIN 2008; PRINCE e AILLES 2008).

A localizagao anatémica e o estadiamento TNM sao guias na selegao
do tratamento, porém, pacientes com caracteristicas tumorais semelhantes
podem apresentar diferentes respostas ao mesmo tipo de tratamento (GATH
e BRAKENHOFF 1999; ROEPMAN et al. 2006; PRINCE e AILLES 2008;

RICKMAN et al. 2008).

1.8 MARCADORES MOLECULARES EM CECP

As alteracdes moleculares observadas em Carcinomas Epidermodides
de Cabeca e Pescogo sao principalmente devidas a ativagdo de oncogenes
e inativacdo de genes supressores de tumor, levando a desregulagdo da
proliferagdo celular (GINOS et al. 2004; HARDISSON 2003; HADDAD e
SHIN 2008). Esses eventos, acumulados progressivamente com o tempo,
formam um ambiente carcinogénico, tornando-se a causa do desbalanco
molecular genético associado aos tumores de cabega e pescogo, 0s quais
sdo favorecidos por algumas condigdes ligadas ao paciente, como uso de
tabaco, alcool e infecgao por HPV (KOWALSKI et al. 2005; CORTESINA e
MARTONE 2006; APPLEBAUM et al. 2007; HASHIBE et al. 2007; HADDAD
e SHIN 2008; RICKMAN et al. 2008). O processo de invasao tumoral esta
associado com numerosas alteracdes moleculares que podem ser usadas

como potenciais marcadores moleculares de progndstico. No entanto,
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nenhuma dessas alteracbes € usada na pratica clinica (CORTESINA e
MARTONE 2006; HADDAD e SHIN 2008).

O progndstico em casos avangados de Carcinomas Epidermdides de
Cabeca e Pescoco € particularmente pobre devido a variagdes no
comportamento bioldgico dos tumores (HARDISSON 2003; PALKA et al.
2008). E é frequentemente, relacionado com recidiva local e regional e a
presenca de metastase linfonodal (ROEPMAN et al. 2006; CORTESINA e
MARTONE 2006; HADDAD e SHIN 2008; PALKA et al. 2008). Tumores em
mesmo estagio podem responder diferentemente ao mesmo tratamento.
Portanto, é essencial identificar marcadores que possam distinguir
diferengas no comportamento dos tumores (HARDISSON 2003; GINOS et
al. 2004; ROEPMAN et al. 2006; RICKMAN et al. 2008). Dessa forma, novas
estratégias para ajudar o controle da doenga séo necessarias.

Os marcadores moleculares sdo usados para deteccdo inicial de
lesdes malignas ou com alto risco de malignizagéo, uso de informagdes no
prognéstico e, no futuro, eles poderdo servir para selecionar novas terapias
para diversos tipos de tumores. Esses marcadores podem ser usados, por
exemplo, para indicar tratamentos cirurgicos em pacientes com alto risco de
recidiva loco-regional, permitindo, assim, melhores resultados no tratamento
com radioterapia pés-operatéria (GINOS et al. 2004; RICKMAN et al. 2008;
PALKA et al. 2008).

Algumas evidéncias ligadas a evolugao histolégica do tumor primario
e os linfonodos loco-regionais, como ruptura capsular do linfonodo e

embolizacdo intravascular tumoral podem ser consideradas absolutamente
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preditivos do processo de metastatizagdo, o qual € um resultado da
aquisicao de um fendtipo mais invasivo de alguns clones de células, aonde
ganham uma forte capacidade migratéria, juntamente com a capacidade de
algumas células de penetrar os vasos sanguineos e os linfaticos levando a
metastases loco-regionais e a distdncia. Esse processo de metastatizagéo
envolve: alteragdes genéticas capazes de induzir o fendtipo metastatico
invasivo durante a progressdo tumoral (ativagdo de oncogenes e/ou
inativagdo de genes supressores de tumor), desagregac¢ao na adesao célula-
célula e célula-matriz (destacamento de células tumorais do tumor primario e
invasdo da membrana), migracaéo de células tumorais, modulagdo da matriz
extracelular e protedlise e angiogénese. Esses eventos tardios sao
relacionados, sob o ponto de vista molecular, a alteragdes de expressao de
moléculas adesivas, a secrecao de enzimas proteoliticas, metaloproteinas e
citocinas tendo acgédo angiogénica e imunossupressora (CORTESINA e
MARTONE 2006; PALKA et al. 2008).

Multiplos eventos epigenéticos e genéticos, incluindo expressao ou
funcao aberrante de reguladores do ciclo celular, crescimento e sinalizagao,
motilidade, apoptose, angiogénese e micro RNAs estdo implicados na
patogénese de CECP e constituem possiveis alvos de terapia (MATTA e
RALHAN 2009).

A mudanca mais comum, que ocorre em eventos tardios durante o
desenvolvimento do CECP, é a perda da regido cromossémica 9p21, que
contém o gene p16, um inibidor de quinase dependente de ciclina (CDK)

(REED et al. 1996; PAPADIMITRAKOPOULOQOU et al. 1997, GASPAROTTO
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e MAESTRO 2007; CHANG e CALIFANO 2008; HADDAD e SHIN 2008;
PALKA et al. 2008). Outras alteracbes gendmicas correlacionadas com
CECP sao a perda de heterozigosidade em 17p13 e a amplificacédo de
11913, codificando respectivamente p53 e ciclina D1. Alguns estudos
reportam alteragbes gendbmicas em 3p14, 4927, 6p, 8p, 10p23, 11q, 13q e
14q e amplificacao, delecdo, aumento ou diminuicdo de expressao de certos
oncogenes ou genes supressores de tumor, incluindo EGFR (receptor do
fator de crescimento epidermal), p53, Rb, p65, COX-2 (ciclooxigenase 2),
p16, ciclina D1 e PTEN, como um preditor de progressao a malignidade,
porém nenhuma dessas alteragdes tém sido definidamente ligadas a
presenca de metastases (CHOW et al. 2001; VAN HOUTEN et al. 2002;
CORTESINA e MARTONE 2006; GASPAROTTO e MAESTRO 2007;
CHANG e CALIFANO 2008; HADDAD e SHIN 2008; MOLINOLO et al. 2008;
PALKA et al. 2008; PRINCE e AILLES 2008). Muitos genes, incluindo
aqueles que codificam E-caderina (CDH1), fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF), TGF-a e TGF-
B, interleucina 8, e seus respectivos receptores, juntamente com as
metaloproteinases de matriz (MMP), estdo envolvidos principalmente com
progressao de metastase e progressao dos estagios tardios do tumor.
(HADDAD e SHIN 2008; MOLINOLO et al. 2008; PRINCE e AILLES 2008).
A desregulagao das vias de sinalizagdo em CECP inclui EGFR, Ras,
TGF-B, NFkB, Stat, Wnt/B-catenina e PI3K/ AKT/ mTOR. A atividade

aberrante dessas vias de sinalizagado inter-relacionadas contribui para o
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desenvolvimento do CECP (CHUNG et al. 2004; MOLINOLO et al. 2008;
PENTHEROUDAKIS et al. 2009).

A ativacao da sinalizagcdo de EGFR é um dos principais mecanismos
de resisténcia a radioterapia e a quimioterapia em pacientes com CECP,
sendo considerado o principal alvo terapéutico nesse tipo de doenga (ANG
et al. 2004; CHUNG et al. 2004; RODEMANN et al. 2007; PALKA et al. 2008;
PENTHEROUDAKIS et al. 2009). Sob a ligagdo com seus ligantes (EGF ou
TGF-a) EGFR forma um homodimero ou heterodimero com outros membros
da familia Erb (Her2/neu, Erb3, Erb4) e ativa negativamente a cascata de
sinalizacdo Ras/ Raf/ MAPK e as vias PI3K/ Akt/ mTOR. A ativacado desses
eventos de sinalizagdo € responsavel pela regulacdo de processos
tumorigénicos, como, proliferagao, inibicado da apoptose, adesao e motilidade
celular, crescimento e sobrevivéncia (O-CHAROENRAT et al. 2002; CHUNG
et al. 2004; CHANG e CALIFANO 2008; HADDAD e SHIN 2008; MATTA e
RALHAN 2009). O aumento de expressao de EGFR é observado em mais
de 90% dos CECP, porém, somente um subgrupo desses tumores mostra
um comportamento clinico respondedor ao tratamento com inibidores de
EGFR (CHUNG et al. 2004; ROGERS et al. 2005; MORGILLO et al. 2007;
CHANG e CALIFANO 2008; HADDAD e SHIN 2008; PENTHEROUDAKIS et
al. 2009). As potenciais razdes para a falha na resposta aos inibidores de
EGFR incluem: a constitutiva ativacao de Ras/ Raf/ MAPK, STATS3 e as vias
PI3K/ AKT/ mTOR, independente de EGFR por outros estimulos, como
hipoxia, ativagdo de Ras ou mutagao e inibicdo de PTEN (CHUNG et al.

2004; MATTA e RALHAN 2009).
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O aumento de expressao de VEGF e seus receptores acentua a
importancia da via VEGF na angiogénese e na sobrevivéncia das células
tumorais sob condi¢des de hipoxia (CHUNG et al. 2004; SHANG et al. 2006;
LIANG et al. 2008). A expressao de VEGF é regulada pelo fator-1a induzido
por hipoxia (HIF-1a) envolvendo as vias PI3K e AKT (MATTA e RALHAN
2009). Os CECP mostram uma heterogeneidade angiogénica inter-tumoral.
A compreensao profunda da variabilidade do fendtipo angiogénico dentro
dos CECP é importante para designar quais citocinas serao alvos para as
terapias anti-angiogénicas (MATTA e RALHAN 2009; PENTHEROUDAKIS
et al. 2009; THOMAS e GRANDIS 2009).

A ativacao incontrolada das vias PI3K/ AKT/ mTOR contribui para o
desenvolvimento e progressdo do CECP e é um importante alvo para
neutralizar a resisténcia a radioterapia e a quimioterapia (CHUNG et al.
2004; BUSSINK et al. 2008). Delegcdo de PTEN e mutagdées no gene PI3K
apresentam capacidade transformacional in vitro e in vivo,
consequentemente, restauracdo da mutacdo ou auséncia de atividade de
PTEN pode ser um alvo para inibicdo de AKT. Inibidores de protease
regulam negativamente a fosforilagdo e expressao de PI3K ativo, que é
responsavel pela radioresisténcia em CECP. Ativacao de AKT é um possivel
mecanismo de resisténcia aos inibidores de EGFR, assim, a combinagao de
inibidores de AKT e agentes anti-angiogénicos podem ser uteis na conduta
de tratamento dos pacientes com CECP (CHUNG et al. 2004; MATTA e

RALHAN 2009; THOMAS e GRANDIS 2009).
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A complexidade da sinalizagdo em CECP explica porque a
interferéncia de somente uma etapa dessas vias ndao mostra eficiéncia na
resposta clinica dos pacientes dessa doenca. As células do CECP tém a
habilidade de explorar diversas vias de sinalizagado para obter vantagem de
crescimento, sobrevivéncia celular e evadir ao mecanismo de apoptose
(ROEPMAN et al. 2006; PALKA et al. 2008; MATTA e RALHAN 2009;
THOMAS e GRANDIS 2009).

Apos o inicio tumoral, um dos primeiros passos para O processo
metastatico é a perda da integridade epitelial o0 que reduz a adesao célula-
célula e célula-matriz, envolvendo moléculas adesivas. Essas moléculas
envolvidas no processo metastatico compreendem quatro familias de
proteinas: caderinas, integrinas, selectinas e imunoglobulinas. Essas
proteinas interagem com as moléculas da base da membrana e regulam o
espago célula-célula e célula-matriz extracelular e suas interagdes
metabdlicas. As moléculas de E-caderina sdo expressas em todo epitélio
normal e medeiam a adesao célula-célula em meio dependente de calcio.
Em pacientes com CECP a perda de expressdao dos componentes do
complexo E-caderina € uma anormalidade comum, e a redugdo ou
expressao aberrante dessa proteina esta associada com a presenga de
metastases cervicais. As integrinas sao glicoproteinas transmembranas
expressas por diversos tipos celulares, principalmente de origem epitelial.
Sao receptores para componentes da matriz extracelular mediando interacao
entre célula e substrato ou moléculas de adesdo célula-célula.

Desempenham papel na migracdo, extensdo e metastase em tumores
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malignos. A expressdo aberrante esta implicada a invasao tumoral e
metastase em CECP (CORTESINA e MARTONE 2006).

A aquisicao de mobilidade celular (migracao) representa um papel
central no complexo processo de metastase. Essa migracdo é um
componente critico na invasdo das células dos tumores primarios,
possibilitando que as células ganhem acesso a vasculatura. Isto também
possibilita que as células penetrem em tecidos diferentes em sitios distantes.
O processo de progressao tumoral para o estado metastatico € facilitado por
mutagcdes nas moléculas de sinalizacdo, as quais traduzem sinais
necessarios para estimular a movimentagdo celular (CORTESINA e
MARTONE 2006).

O estadiamento clinico (TNM) e grau de diferenciagdo patoldgico
constituem os fatores mais importantes na predicdo do progndstico em
CECP, porém, nas ultimas décadas, varios estudos tém demonstrado o
papel prognéstico de varias moléculas envolvidas no processo de
progressao do tumor e metastatizacdo. Algumas dessas moléculas
mostraram-se potencialmente uteis como marcadores de mau progndstico,
em funcdo de sua capacidade de avaliar e predizer a presenca de
metastases. No entanto, nenhum desses possiveis marcadores € atualmente
empregado na pratica clinica, provavelmente porque a andlise de sua
expressao, em geral através de imunoistoquimica ou técnicas quantitativas,
mostrou um envolvimento na progressdo tumoral, sem, no entanto, ser
capaz de atribuir-lhes um especifico papel marcador para metastases em

CECP. Isto é plausivel, se pensarmos que o desenvolvimento de metastases
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depende da migracao das células tumorais, da destruicdo dos obstaculos, do
desenvolvimento de novos vasos, da disponibilidade dos vasos linfaticos e
da presenca de caracteristicas fenotipicas que permitem o crescimento,
sobrevivéncia e resisténcia das células a apoptose e a evasido das defesas
imunoldgicas. Todos esses processos envolvem a alteragcdo de diversos
percursos e €& necessario considerar que os dados reportados levam a
resultados contrastantes. Esta falta de uniformidade dos dados pode ser
atribuida a grande variagdo nos métodos utilizados, tais como a utilizagéo de
diferentes anticorpos, que reconhecem epitopos diferentes das proteinas
analisadas, a inevitavel falta de uniformidade nos ensaios, realizados em
diferentes laboratérios, a diferente interpretacao dos resultados e o pequeno
nuamero de casos analisados (ROEPMAN et al. 2006; CORTESINA e
MARTONE 2006).

No entanto, esses parametros progndsticos clinicos frequentemente
subestimam a presenca de envolvimento linfonodal e a frequéncia de
recorréncia indica que um numero de células tumorais disseminadas é
indetectavel pelos métodos atuais. Assim ha a necessidade de encontrar um
método e um marcador para detectar e diagnosticar microscopicamente as
metastases ocultas (CORTESINA e MARTONE 2006; ROEPMAN et al.
2006; GASPAROTTO e MAESTRO 2007).

Ha poucos, ou nenhum, marcadores moleculares confiaveis capazes
de promover uma detecgao inicial ou de serem indicadores de prognoéstico
(BELBIN et al. 2002; ROEPMAN et al. 2006; RICKMAN et al. 2008). Alguns

estudos envolvendo cDNA Microarrays tém identificado alguns genes cuja
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expressao estava modificada em casos de Carcinomas Epidermoides de
Cabeca e Pescocgo, principalmente comparada com tecidos normais
(VILLARET et al. 2000; LEETHANAKUL et al. 2000; ROEPMAN et al. 2006;
ALMADORI et al. 2008; RICKMAN et al. 2008).

Em nosso laboratério, por exemplo, ja foram identificados, com essa
técnica, classificadores para detecgao de doenga pré-maligna em estdmago
e tiredide, que permitiria um diagndéstico mais precoce e também marcadores
para predicdo de resposta a quimioterapia e radioterapia em carcinoma
epiderméide de laringe (MEIRELES et al. 2004; GOMES et al. 2005; STOLF
et al. 2005). Esses estudos estdo em fase de validacdo e se forem
confirmados permitira que pacientes sejam tratados de maneira mais
especifica, evitando a progressao da doencga e possibilitando a preservagao

dos 6rgaos.

1.9 CLASSIFICADORES MOLECULARES IDENTIFICADOS EM

ESTUDO PREVIO

Recentemente, nosso grupo passou a empregar novas metodologias
de analise de dados de cDNA Microarray que defendem que alteragdes
significativas na expressdo génica podem manifestar-se no ambito de vias
ou conjuntos de genes co-regulados que apresentem fungdes semelhantes
(EISEN et al. 1998; MOOTHA et al. 2003; SEGAL et al. 2003, 2004). Esse
esforgo para encontrar conjuntos de genes diferencialmente expressos que

pertencam a uma mesma via metabdlica promove um maior entendimento
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de processos biolégicos, embora nao seja possivel identificar quais sao os
mecanismos celulares regulatorios (SEGAL et al. 2003).

Através da técnica de cDNA Microarray, COLO (2009) analisou perfis
de expressao génica de casos de Carcinoma Epidermdéide de Cabega e
Pescoco. Foi observada alteragcdo em modulos funcionais relacionados a
sinalizagao célula-célula, estando ativo nos pacientes com recidiva positiva e
inativo nos pacientes com recidiva negativa (Tabelas 1 e 2). De acordo com
essa metodologia foram obtidos, na tese citada acima, dados da expressao
de sete genes relacionados aos pacientes portadores de Carcinoma
Epidermdide de Cabecga e Pescogo que apresentaram recidiva loco-regional

e aos pacientes que nao apresentaram recidiva (Quadro 1).

Tabela 1 - Moddulos funcionais em amostras de CECP de pacientes que
apresentaram recidivas apos tratamento com cirurgia, esvaziamento cervical e
radioterapia adjuvante (verde apresenta modulos inativos e vermelho, ativos).

Grupo Moédulo Gene p-valor

Recidiva

Positiva

(24 amostras)

Recidiva Sinalizagao célula-célula IL1F9  2.4x10%
Negativa INHBA 1,4x10™°
AREG 4,3x10™"

(31 amostras) BST2 1,0x10™"°

KLK6  6,1x10™
ccL20 4,1x10°
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Tabela 2 - Resultados encontrados na tese COLO (2009), por cDNA Microarray

Comparacao Gene Médulos funcionais, p-valor Teste de Wilcox, p-valor Fold
BST2 1,0x10°"° 0,32 -

Recidiva EGLN3 1,9x10° 0,0026 1,67
Positiva (24) | 1rg 2,4x107%! 0,12 -
X AREG 4,3x10°" 0,31 -
Recidiva cCL20 4,1x10° 0,10 -
Negativa (31) | npBa 1,4x10" 0,42 -
KLK6 6,0x10™ 0,88 -

Quadro 1 - Fungdes dos genes encontrados na tese COLO (2009).

Simbolo (sindnimos)

Nome do gene

Funcao*

AREG (AR, SDGF,
CRDGF,
MGC13647)

Amphiregulin

Interage com o receptor EGF/TGF-a para promover o
crescimento das células epiteliais normais e inibe o
crescimento de algumas linhagens celulares de carcinomas
agressivos; Mitdgeno para fibroblastos.

BST2 (CD317)

Bone marrow
stromal cell antigen
2

Essa proteina pode desempenhar um papel no crescimento
de pré-células B e na artrite reumatéide.

CCL20 (CKb4,
LARC, ST38,
MIP3A, MIP-3a,
SCYA20)

Chemokine (C-C
motif) ligand 20

As citocinas sdo uma familia de proteinas secretadas
envolvidas em processos inflamatérios e imunoregulatorios.
As citocinas C-C sdo caracterizadas por duas cisteinas
adjacentes. CCL20 apresenta atividades mitogénicas,
quimiotaticas e préinflamatdrias.

EGLN3 (PHD3,
HIfPH3, FLJ21620,
MGC125998,
MGC125999)

Egl nine homolog 3

E um gene regulador da agregagéo protéica em resposta a
variacdo da disponibilidade de oxigénio; Em condi¢cdes de
normoxia, marca HIF (hypoxia-inducible factor) para
hidroxilagdo e posterior degradacdo; Em hipoxia cronica
ocorre superexpressao da proteina codificada por esse gene,
a qual induz a “desensibilizagdao” de HIFa, protegendo as
células de morte por necrose e adaptando-as a hipoxia
(GINOUVES et al. 2008).

ILIF9 (IL1E, ILTHT,
IL-1F9, IL-1H1,
IL1RP2, IL-1RP2,
IL1F9)

Interleukin 1 family,
member 9

Juntamente com interferon-y e TNF-a estimula a expresséo
de citocinas nos queratindcitos; A proteina esta envolvida em
processos inflamatorios e ativa o mecanismo de NF-«B.

INHBA (EDF, FRP)

Inhibin, beta A

A sub-unidade BA se liga a sub-unidade a para formar um
inibidor de secrecao de FSH. A inibina apresenta atividade
de regulagédo de células do estroma gonadal, inibindo sua
proliferacdo, além de apresentar atividade anti-tumoral.

KLK®6 (Hk6, Bssp,
KIk7, SP59, ZYME,
PR559, PR5518,
MGC9355,
NEUROSIN)

Kallikrein-related
peptidase 6

Degrada a-synuclein e impede sua polimerizacdo; Pode
estar envolvido na patogénese da doenga de Parkinson;
encontra-se menos expresso em Alzheimer; Envolvido na
regulacdo do crescimento axonal apds lesdo medular;
Desempenha papel relacionado a invasdo e metastase;
Apresenta resposta a ferimentos e a degradagdo de
colageno.

a. fungdo de acordo com o LocusLink (National Center for Biotechnology Information;
www.ncbi.nlm.nih.gov) e fontes de referéncias interligadas a esse banco de dados.
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2 JUSTIFICATIVA

Nosso grupo estuda tumores de interesse em nossa comunidade,
como o Carcinoma Epidermoide de Cabega e Pescogo. Através da técnica
de cDNA Microarray (COLO 2009) analisamos perfis de expressdo génica de
casos de Carcinoma Epidermdide de Cabeca e Pescogco. Com as 121
amostras estudadas, foi possivel comparar o perfil de expressao génica num
grupo de 55 pacientes tratados cirurgicamente, com esvaziamento cervical,
com comprometimento linfonodal, radioterapia adjuvante e margens livres
que apresentaram ou nao recidiva apds um periodo minimo de 2 anos. Os

resultados encontrados necessitam de validagao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Assim, devido a necessidade de confirmac¢ao dos dados de expresséao
génica obtidos através da técnica de cDNA Microarray durante a tese
anteriormente citada, o objetivo do presente trabalho é validar as alteragdes
de expressao génica relacionadas a ocorréncia de recidivas em pacientes de

Carcinoma Epidermoide de Cabeca e Pescoco.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Validar, pela técnica de PCR quantitativa em tempo real, as
alteragdes de expressdo génica relacionadas a ocorréncia de recidivas em
pacientes de CECP.

- Validar, pela técnica de imunoistoquimica em TMAs (Tissue
Microarray) de pacientes de CECP, a expressédo protéica somente dos
genes que se apresentarem diferencialmente expressos na analise da PCR

quantitativa em tempo real.
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4 MATERIAL E METODOS

41 POPULAGAO DE ESTUDO

Foram analisados blocos de parafina (armazenados no Arquivo do
Departamento de Anatomia Patoldgica do Hospital do Cancer AC Camargo)
e RNA total proveniente do Banco de Tumores de amostras cirurgicas de
pacientes, coletadas no Hospital AC Camargo, portadores de carcinoma
epidermdide de cavidade oral, orofaringe, hipofaringe e laringe, livres de
tratamento prévio. Os pacientes foram convidados a participar do estudo e
todos assinaram um consentimento pos-informado. Esse projeto foi
aprovado pela Comissao de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital do Cancer
com o numero 681/05 — extensao durante a reunido de 12 de maio de 2008.

Posteriormente foram adicionadas amostras, provenientes do projeto
doutorado BARRETO (2009), de pacientes portadores de carcinoma
epidermoide de laringe, também livres de tratamento. A Tabela 3 descreve a

quantidade das amostras utilizadas e suas topografias.

Tabela 3 - Amostras de CECP utilizadas no estudo.

Localizagéo Topogréfica Recidiva Positiva Recidiva Negativa
Cavidade Oral 13 12
Orofaringe 8 13
Hipofaringe 1 2
Laringe 13 31
Total 35 58
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As amostras foram previamente analisadas nos projetos de doutorado
COLO (2009) e BARRETO (2009) através da analise de cDNA Microarray.
Através desses experimentos foi comparada a expressdo génica de
amostras de pacientes portadores de carcinoma epidermoide de cabeca e
pesco¢co que apresentaram recidiva loco-regional ou a distancia e em

pacientes que nao apresentaram recidiva.

42 METODOLOGIA EMPREGADA

4.2.1 Preparo do RNA

O RNA total foi extraido pelo método do Trizol® (/nvitrogen, EUA)
durante os experimentos dos projetos de doutorado citados anteriormente,
com o auxilio do homogenizador Polytron (Kinematica, AG, Suica). Apos a
microdissecgao manual, as amostras foram trituradas em presenca de Trizol
(Invitrogen, EUA) e depois de 5 minutos de incubagao foi adicionado 20% do
volume de cloroférmio. As amostras foram homogeneizadas e incubadas por
3 minutos em temperatura ambiente e, posteriormente, foram submetidas a
centrifugacéo para separagao das fases organica e aquosa. A fase aquosa
foi coletada e a ela adicionada igual volume de isopropanol. Apés incubagao
por 10 minutos a temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas
para precipitagdo do RNA, o qual foi solubilizado em agua DEPC. A
qualidade do RNA foi avaliada através de leitura de absorbancia nos
comprimentos de onda de 230, 260 e 208 nm em espectrofotdbmetro

(Genequat, Franga) e em gel de agarose 1% sob condigdes desnaturantes.
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4.2.2 PCR quantitativa em tempo real

> Sintese de cDNA: Para a sintese de cDNA foram realizadas 2
reagdes por amostra, iniciando cada uma com 2 ug de RNA total e 0,5 ug de
oligo-dT+5 em volume final de 5 pl, a 70°C por 10 min. A transcrigdo reversa
ocorreu a 3 mM MgCl;, 1 mM dNTP mix (Eppendorf, Alemanha), 1X 1st
Strand Buffer, 20 unidades de RNAsin e 1 yl de Improm Il (Promega, EUA )
no volume final de 20 pl a 42°C por 1 hora, seguido de incubagao a 70°C por
15 min. Como controle negativo foi feita uma reagcdo na qual o RNA foi
substituido por agua. A eficacia da reacao foi avaliada através de uma
reagcao de PCR comum para o gene p53, onde cada iniciador esta localizado
em um exon diferente, e o produto foi fracionado em gel de agarose 1%.
Todas as amostras foram submetidas a reagcao de amplificacéo, inclusive o
controle negativo da sintese de cDNA, sendo que este ndo deve apresentar
produto de amplificacdo uma vez que a transcri¢cao reversa foi realizada sem
a presenca de RNA. Como controle negativo das reagdes de PCR foi feita
uma reagao na qual a amostra de cDNA foi substituida por agua. Para
avaliar a eficiéncia da reacado e também servir de referéncia para a avaliacao
da contaminagdo das amostras por DNA gendmico foi feito um controle
positivo utilizando DNA gendémico (DNA extraido da linhagem HEK 293).
Este controle deve apresentar um tamanho de banda de cerca de 600 pares
de bases, enquanto as amostras contendo o cDNA devem apresentar um
produto de cerca de 300 pares de bases, uma vez que nao possuem

sequéncia intrénica.
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> Oligonucleotideos iniciadores: Os oligonucleotideos iniciadores
para os genes selecionados (Tabela 4) foram desenhados através do
software Primer Express 3.0 (Applied Biosystems), utilizando como
parametros conteudo CG entre 30 e 80%, temperatura de anelamento entre
58°C e 60°C, iniciadores que nao possuissem capacidade de anelamento
entre si ou de formar estrutura secundaria e amplicon entre 50 a 150 pares
de base. Além desses parametros, os iniciadores foram desenhados em
éxons diferentes, evitando a possibilidade de amplificagdo simultanea a
partir de DNA gendémico contaminante de amplicon de mesmo tamanho do
obtido a partir do transcrito. Foram escolhidos éxons comuns as variantes de
splicing alternativo e localizados na extremidade 3’ do gene para garantir

maior representatividade de todos os transcritos.

Tabela 4 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados em rea¢des de PCR quantitativa
dos genes normalizadores e genes selecionados na analise de vias e de mddulos
alterados em CECP.

Genes Sequéncia do iniciador FW Sequéncia do iniciador RV COchentragao Eficiéncia
final (nM)
AREG | CGACAAGAGAATGGAAATGTACATG TTATGGCTATGACTTGGCAGTGA 100 1,86
BST2 AGCGCTCTGCTGCAGTGA AGGACGGACCTTCCAAGATGT 400 1,85
CCL20 | TCCAAAACAGACTTGGGTGAAA CCATTCCAGAAAAGCCACAGTT 100 2,11
EGLN3 | AGAAGCCAAAAAGAAATTCAGGAA GAGCACGGTCAGTCTTCAGTGA 100 1,84
IL1F9 AACAGCCCACATTGCAGCTAA GCTCGGGTTGGCCATACA 200 1,88
INHBA | GGAGCAGACCTCGGAGATCA CAGCGTCTTCCTGGCTGTTC 25 2,27
KLK6 TGAGAAGTACGGGAAGGATTCC TCGGAGGTGGTCTCCACATAC 100 1,87
BCR2 | CCTTCGACGTCAATAACAAGGA CCTGCGATGGCGTTCAC 200 1,97
HBMS | GGCAATGCGGCTGCAA GGGTACCCACGCGAATCAC 100 1,96
HPRT1 | CCCACGAAGTGTTGGATATAAGC GGGCATATCCTACAACAAACTTGTC 400 1,88
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> Reagao: As reagbes de PCR quantitativa em tempo real foram
realizadas em um termociclador ABIPRISM® 7300 Sequence Detection
System (7300 System), monitorando a fluorescéncia do corante SYBR®
Green |. Entretanto, como o SYBR® Green | se intercala a qualquer
molécula de dupla fita presente na reacédo (ou seja, produtos inespecificos
amplificados, como dimeros de iniciadores ou o pareamento inadequado dos
iniciadores, irdo contribuir para a quantificagcdo da fluorescéncia), é
necessaria uma cuidadosa padronizacdo e uma otimizagdo das reacdes
para evitar resultados “mascarados” pela incorporacdo do corante a
moléculas de fita dupla ndo esperada; a padronizagao foi feita usando
diferentes quantidades dos iniciadores e de cDNA, e a otimizacao através da
analise das curvas de melting (Qque deve apresentar apenas um pico, na
temperatura correspondente a Tm do amplicon esperado) e de géis de
agarose e acrilamida, segundo o manual da Applied Biosystems.

Todas as reacbOes de padronizacdo assim como as reacdes para
medir a expressao génica nas amostras estudadas foram realizadas em
duplicata com 1X SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1 ul
de cDNA diluido 10 vezes (exceto curva padréo) e os iniciadores nas
concentragdes selecionadas (Tabela 4), no volume final de 20 ul. Para os
controles negativos de cada iniciador foi utilizado agua estéril ao invés de
cDNA. As reacbdes foram realizadas no termociclador ABI Prism® 7300
Sequence Detection System (Applied Biosystems), a 95°C por 10 min, 40

ciclos de 95°C 15 segundos e 60°C 1 minuto, e finalizando com a curva de
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dissociacéo realizada a 95°C 15 segundos, 60°C 15 segundos e 95°C 15
segundos.

Apos o termino da reagéo, as curvas de dissociagao (Figura 3a) foram
analisadas quanto a amplificacdo de DNA gendmico, dimeros de iniciadores
e variantes de splicing. Com auxilio das curvas de amplificacdo ou
Ampilification plot (Figura 3b), era ajustado na fase exponencial do grafico o
threshold ou limiar de intensidade de fluorescéncia na qual seriam tomados
os valores de ciclos ou Ct (cycle threshold) de cada reagdo. Foram

consideradas aceitaveis as duplicatas com desvio padrdo menor que 0,5.
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Legenda: a. Curva de dissociagdo do amplicon gerado com iniciadores do gene AREG. Na
abscissa esta representada a temperatura. Na ordenada esta representada a intensidade de
fluorescéncia. b. Curva de amplificagdo de amostras com iniciadores do gene AREG. Na
abscissa estdo representados os ciclos de amplificacdo. Na ordenada esta representada a

intensidade de fluorescéncia.
Figura 3 - Curvas para analise de resultados de amplificacdo das reacbdes de PCR

quantitativa.

As reacdes de amplificagcado foram padronizadas inicialmente variando
a concentracéo do iniciador com reacdes de concentracao final de 400, 200
e 100 nM e os produtos foram fracionados em gel de acrilamida 8% com o

100pb (100 pares de bases) como marcador de peso molecular (Figura 4).
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Foi escolhida a concentragdo mais adequada para cada par de iniciadores
considerando-se menor Ct, maior intensidade da banda no gel e auséncia de

dimeros de iniciadores.

100 pb

Legenda: 1. Concentragdo final de 400 nM. 2. Concentragdo final de 200 nM. 3.
Concentragao final de 100 nM. 4. Controle negativo.
Figura 4 - Produto de PCR quantitativa para os genes KLK6, AREG, IL1F9

fracionado em gel de acrilamida 8%.

Em seguida foram realizadas reacdes para determinar a eficiéncia de
amplificacdo de cada par de iniciadores. Para isso foi construida uma curva
padrdao (Figura 5) utilizando quantidades decrescentes de cDNA, obtidas
diluindo seriadamente 10 vezes a cada etapa (1:1, 1:10, 1:100, 1:1000 e
1:10000). A inclinagéao ou slope (S) da curva foi utilizado para o calculo da
eficiéncia (tabela 5) segundo a féormula proposta por Rasmussen et al.

(2001), onde Eficiéncia = 10"Sre.
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Legenda: Curva construida com o resultado de rea¢des de PCR quantitativa para o gene
AREG. Na abscissa estdo representadas quantidades decrescentes de cDNA de RNA
referéncia (obtidas diluindo 10 vezes seriadamente). Na ordenada estdo representados os
valores de Ct. No canto superior direito, o software fornece o Slope ou inclinagao da curva.

Figura 5 - Curva padrao de rea¢gdes de PCR quantitativa.

As reagdes de PCR quantitativa foram realizadas para as amostras
utilizadas nos experimentos de Microarray e em cada placa foi incluido o
RNA referéncia, como uma amostra calibradora. O RNA referéncia
corresponde a um conjunto de RNAs de 15 linhagens celulares (Quadro 2),
que foram cultivadas segundo instrugcbes da ATCC (American Type Cell
Collection, www.atcc.org) e o RNA total foi extraido pelo método do Trizol®

(Invitrogen, EUA).
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Quadro 2 - Linhagens celulares selecionadas para compor o RNA referéncia.

Linhagens para RNA referéncia
Daudi Linfoma de Burkitt
DLD-1 Adenocarcinoma de Célon
DU 145 Carcinoma de Prostata
FaDu Carcinoma Epidermdide de
GM 637 Fibroblasto
H 146 Carcinoma de Pulméo
H 1080 Fibrossarcoma
HB4a Célula Luminal de Mama
HEK 293 Rim embrionario Humano
Jurkat Leucemia Aguda de Células T
Saos-2 Osteossarcoma
SK-BR-3 Adenocarcinoma de Mama
SK-MEL- Melanoma
T24 Carcinoma de Bexiga
T98G Glioblastoma

A qualidade dos RNAs extraidos de cada linhagem foi avaliada
através da observacao da intensidade das bandas correspondentes as
subunidades 28S e 18S. Para isso foram fracionados 2ug de cada RNA total
previamente desnaturado com tamp&o contendo uréia 7M em gel de agarose
1% corado pelo brometo de etideo. O gel foi fotografado sob luz UV (Figura
6). A intensidade da banda 28S aparece sempre maior do que a da banda
18S, indicando que estes RNAs apresentam qualidade satisfatéria para

realizagao dos experimentos.
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Legenda: Avaliacdo da qualidade das amostras de RNA total extraidas das linhagens
celulares (Daudi, DLD-1, DU 145, FaDU, GM 637, H 146, H 1080, Jurkat, Saos-2, SK-BR-3,
SK-MEL-28, T24, T98G) que compde o RNA referéncia, através de fracionamento em gel de

agarose 1% em condigdes desnaturantes e corado pelo brometo de etideo.
Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose de RNA total de amostras de linhagens

celulares do RNA referéncia.

Para os genes normalizadores (BCR2, HMBS e HPRT) foi calculado o

(Ctreferéneia-Ctamostra)y - Qg valores obtidos foram

ACt (eficiéncia iniciador
utilizados para o calculo do fator de normalizagdo através do software
GeNorm® (VANDESOMPELE et al. 2002). A expressao relativa foi calculada
baseando-se na férmula proposta por PFAFFL et al. (2001), adicionando-se

o fator de normalizagao:

(Ctreferéncia - Ctamostra)
Eﬁciénciagene_ah/o

EXpreSSéoamostra =
Fator de normalizacao

4.2.3 Ensaios de Imunoistoquimica
> Confeccgao de Tissue Microarrays (TMA)

As laminas de TMA utilizadas para o estudo imunoistoquimico
realizado por esse trabalho foram disponibilizadas pelo departamento de

Anatomia Patolégica do Hospital AC Camargo. Dos pacientes representados
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nos dois TMAs analisados, somente 11 sdo representantes das amostras
analisadas por PCR quantitativa, sendo 6 pacientes que apresentaram
recidiva positiva e 5 pacientes que apresentaram recidiva negativa.
Entretanto todos os pacientes representados nos TMAs foram analisados.

Apos a delimitacdo das areas doadoras nos blocos parafinados, de
acordo com a marcacao feita previamente nas laminas submetidas a revisao
histopatolégica, foram obtidas bidpsias cilindricas com 1 e 2 mm de didmetro
utilizando um Tissue Microarray (Beecher Instruments, Silver Spring, MD).
Todas as amostras foram coletadas em duplicata, transferidas para os
blocos de parafina receptores e dispostas em fileiras paralelas. O primeiro
spot dos blocos de TMA foi preenchido por uma biépsia de tecido normal,
apenas para marcar a fileira inicial de cada array.

Em seguida, foram obtidos cortes de 4um de cada bloco de TMA, que
foram transferidos para laminas de vidro e corados pelo método HE para
revisdo patologica. Apos a confirmagao da representatividade de cada tipo
histolégico, os blocos construidos foram totalmente seccionados e o material
transferido para laminas de vidro para a realizagdo das reacgdes

imunoistoquimicas com os anticorpos selecionados.

> 4 Reagoes de Imunoistoquimicas e anticorpos
Todas as reacbes de imunoistoquimica foram realizadas pelo
Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital do Cancer AC Camargo,

conforme protocolo de reag¢des descrito a seguir.
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Para o anticorpo analisado foram utilizadas duas laminas diferentes
de TMA, nas quais as amostras encontram-se em duplicata. Foram feitos
cortes de 3um de material fixado em formalina tamponada e incluida em
parafina em laminas revestidas (Superfrost Plus, Easy Path). Apos a
desparafinizagdo em xilol e hidratacdo em banhos seriados de etanol, as
laminas foram tratadas em tampao citrato 10mM pH 6.0 em panela de
pressdo para recuperagao antigénica. O bloqueio da peroxidase endogena
foi realizado com H20, 3%, e apos lavagem em agua destilada e PBS, os
cortes foram incubados com anticorpos primarios diluidos em titulos pré-
estabelecidos, em tampao PBS com BSA 1% e azida sodica 0.1% por 30
minutos a 37°C e 18 horas a 4°C em camara umida. O anticorpo anti-EGLN3
(anti-PHD3) foi adquirido com o financiamento CEPID-FAPESP, sua diluicdo
e controle estdo listados na Quadro 3.

Apods lavagem em PBS, as laminas foram incubadas com kit de
amplificagdo e cromégeno de revelagdo, sendo montadas com laminulas em
meio apropriado para cada sistema (Quadro 4). Todos os reagentes estavam
disponiveis para uso no Departamento de Anatomia Patoldgica. As laminas
de TMA foram analisadas no equipamento ACIS IlI®, Dako, com a

supervisao do Dr. Fernando Augusto Soares.

Quadro 3 - Painel do anticorpo utilizado

) . o Controles Kit
Anticorpos Clones Fabricantes Diluicdes . L
positivos amplificagéo
. Policlonal feito Abcam, cédigo
Anti-PHD3 1/300 Figado A
em coelho ab30782




Quadro 4 - Sistemas de amplificagdo e cromégenos de detecgéo
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) L . Coloragao Meios de
Kits de amplificagédo Cromégenos
observada montagem
StreptABC / HRP, Duet DAB (3, 3” Diaminobenzidine Entellan Neu
mouse / rabbit, Tetrahydrochloride), Sigma, M Merck,
arron
A | DakoCytomation, codigo codigo D-5637, St Louis, EUA — g g Darmstadt,
ourado
K0492, Glostrup, 60mg% + H20, + DMSO por 5 min cédigo 1.07961,
Dinamarca a37° Alemanha

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Teste Kolmogorov-Smirnov para saber se os grupos analisados

apresentavam distribuicdo normal. Como o0s grupos nao apresentaram

distribuicdo normal foi necessario realizar testes ndo paramétricos. Os

grupos analisados nesse projeto sdo n&o pareados entdo foi realizado o

teste  Mann-Whitney. Os valores foram considerados estatisticamente

significativos quando apresentaram p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 SINTESE DO CDNA

A eficacia da reacao de transcriptase reversa foi avaliada através de
uma reagao de PCR comum para o gene p53 e o produto foi fracionado em
gel de agarose 1%. A Figura 5 mostra exemplos de géis de agarose 1%
utilizados para verificar a presenca do amplicon esperado e a auséncia de
contaminagdo por DNA gendmico; as amostras que ndo apresentassem
bandas n&o seriam utilizadas nos experimentos de PCR quantitativa em
tempo real, no entanto, todas as amostras apresentaram bandas e, por isso,
foram utilizadas na PCR quantitativa (Figura 7). A primeira canaleta
apresenta o marcador de peso molecular correspondente a 100 pares de
bases utilizado. A Figura 7b mostra que ndo houve amplificacdo da banda
correspondente ao DNA gendmico, o que indica que nao ocorreu

contaminagao por DNA gendmico em nenhuma amostra.
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Legenda: a. Canaleta 1: marcador de peso molecular 100pb; canaleta 2, 3, 4 e 5: produto
de PCR das amostras analisadas; canaleta 6: reagcdo de PCR na qual a amostra foi
substituida pelo produto do controle negativo da RT; canaleta 7: controle negativo da PCR,
reagdo sem DNA; canaleta 8: controle positivo da PCR contendo DNA gendmico. b.
Exemplo do produto da PCR das amostras que foram utilizadas.

Figura 7 - Gel de agarose 1% de cDNA das amostras analisadas onde foram

fracionados os produtos da reacédo de PCR para o gene p53.

5.2 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL

5.2.1 Dados das reagoes

Apds o termino das reagdes, as curva de dissociagdo (Figura 8a)
foram analisadas quanto a amplificagdo de DNA gendmico, dimeros de
oligonucleotideos iniciadores e variantes de splicing. Com auxilio das curvas
de amplificacéo (Figura 8b), era ajustado na fase exponencial do grafico o
threshold ou limiar de intensidade de fluorescéncia na qual seriam tomados
os valores de ciclos ou Ct (cycle threshold) de cada reagdo. Foram

consideradas aceitaveis as duplicatas com desvio padrdo menor que 0,5.
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Legenda: a. Curva de dissociacdo do amplicon gerado com iniciadores do gene EGLN3. Na
abscissa esta representada a temperatura. Na ordenada esta representada a intensidade de
fluorescéncia. b. Curva de amplificacdo de amostras com iniciadores do gene EGLN3. Na
abscissa estdo representados os ciclos de amplificacdo. Na ordenada esta representada a
intensidade de fluorescéncia.

Figura 8 - Curvas para analise de resultados de amplificacdo das reagbdes de PCR

quantitativa para o gene EGLNS3.

Com os valores de Ct (cycle threshold) foi calculada a média das
duplicatas de cada amostra e esta média foi comparada com a média dos
Cts das duplicadas da amostra referéncia. A expressao relativa foi calculada
baseando-se na férmula proposta por PFAFFL et al. (2001), adicionando-se

o fator de normalizagao:

(Ctreferéncia - Ctamostra)
Eficiénciagene-aivo

EXpreSSéOamostra =
Fator de normalizagao

O valor de expressdao relativa de cada gene foi analisado

estatisticamente pelo programa GraphPad Prism 5.
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5.2.2 Anadlise das reacoes

Ao analisar todas as 93 amostras de CECP (representantes de
cavidade oral, orofaringe, hipofaringe e laringe) nenhum dos sete genes
estudados mostrou-se diferencialmente expresso, nao apresentando
diferencga estatisticamente significativa entre os grupos estudados (Figura 9).

Como o maior n de amostras foi de CE de laringe (44 pacientes,
sendo que 13 apresentaram recidiva positiva e 31, recidiva negativa),
segregamos essa regiao topografica da demais.

Analisando o perfil de expressao das amostras referentes a cavidade
oral, orofaringe e hipofaringe os genes BST2 e EGLN3 apresentaram
diferengca estatisticamente significativa (p 0,0287 e p 0,0138,
respectivamente, teste Mann-Whitney) (Figura 10). O gene BST2 encontra-
se mais expresso nos pacientes com recidiva negativa em comparagao com
os pacientes com recidiva positiva (razdo 0,6876). Ja o gene EGLN3
encontra-se mais expresso nos pacientes com recidiva positiva em
comparagao com os pacientes com recidiva negativa (razdo 1,7937).

Nas amostras dos pacientes de CE de laringe, dos sete genes
analisados por PCR quantitativa somente um foi estatisticamente
significativo BST2 (p 0,0352, teste Mann-Whitney) (Figura 11). Esse gene
encontra-se mais expresso nhos pacientes com recidiva positiva em

comparagao com os pacientes com recidiva negativa (fold 2,1545).
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Figura 9 - Expressao relativa dos genes analisados por PCR quantitativa, no

conjunto de todas as topografias estudadas.
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Figura 10 - Expresséo relativa dos genes analisados por PCR quantitativa, todas as

topografias exceto laringe.
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0,0945. INHBA p 0,8796. IL1F9 p 0,2378. Teste Mann-Whitney. Grafico modificado para

log2.

Figura 11 - Expressao relativa dos genes analisados por PCR quantitativa, nas

amostras de carcinoma epidermaoide de laringe.
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5.3 IMUNOISTOQUIMICA

Os dois TMAs analisados compreendem 202 pacientes portadores de
Carcinoma Epidermdide de Cavidade Oral. Desses, 133 pacientes
apresentaram recidiva loco-regional e 69 pacientes n&o apresentaram
recidivas, apos um periodo de 2 anos.

Na Figura 12 é possivel observar uma coloragéo citoplasmatica mais
intensa nos exemplos do grupo recidiva positiva em comparagdo com o
grupo recidiva negativa. E a Figura 13 demonstra que essa diferengca de
coloracdo entre os grupos comparados apresenta-se estatisticamente

significativa (p 0,0022, teste Mann-Whitney).
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Legenda: Imunoistoquimica realizada com anticorpo EGLN3. Na coluna da esquerda estéo

4 fotomicrografias de 4 pacientes distintos do grupo Recidiva Negativa e na coluna da direita
estado 4 fotomicrografias de 4 pacientes distintos do grupo Recidiva Positiva. Nota-se que a
coloragao citoplasmatica € mais intensa no grupo Recidiva Positiva (p0,0022, Teste Mann-
Whitney), a direita. As fotos foram tiradas em aumento 200 vezes.

Figura 12 - Fotomicrografias de cortes histologicos de Carcinoma Epidermdéide de
Cavidade Oral.
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Legenda: Os grupos comparados apresentaram diferenca estatisticamente significativa
(p0,0022, teste Mann-Whitney).
Figura 13 - Perfil da marcacdo de EGLN3 nas amostras de Carcinoma Epidermaéide

de Cavidade Oral.
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6 DISCUSSAO

6.1 ASPECTOS MOLECULARES DO CECP EM CASOS COM

RECORRENCIA LOCO-REGIONAL

O carcinoma pode ser definido como a perda da homeostasia celular,
em decorréncia do acumulo de mutagbes do DNA genémico de uma célula.
A manifestacdo clinica dos tumores é bastante heterogénea, mesmo para
tumores de uma mesma topologia. Esta heterogeneidade é consequéncia da
variedade de mutagbes acumuladas pelas células tumorais apos o inicio do
processo de oncogénese.

Na regido da cabecga e pescogo, o revestimento continuo que recobre
as vias aerodigestivas superiores é constituido pelo epitélio estratificado
escamoso, e sua transformacgao pode originar o Carcinoma Epidermoide. Os
Carcinomas Epidermdides das diferentes topografias de cabeca e pescoco
sao doencgas clinicamente distintas, no entanto apresentam semelhancgas
quanto a morfologia e etiologia. Nesse estudo foi possivel observar uma
diferenca de expressdo génica entre as topografias analisadas: cavidade
oral, orofaringe e hipofaringe em comparagao com a laringe, quando
analisadas em relagao a recorréncia loco-regional da doenca.

Atualmente, a escolha do tratamento do CECP continua baseada
principalmente nos achados histopatolégicos e radiograficos, porém, esse

sistema pode falhar em estratificar os pacientes de acordo com o risco de
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recorréncias (DE BREE et al. 2000), ja que, de forma geral, os pacientes
com Carcinoma Epidermdéide de Cabeca e Pescoco respondem ao
tratamento de formas heterogéneas.

Assim, estudos moleculares representam uma oportunidade de
direcionar o tratamento e aperfeicoar o seguimento, a fim de diminuir a
mortalidade e a morbidade dos pacientes de CECP.

Um desses estudos moleculares foi realizado em 2009 com um total
de 121 casos de Carcinoma Epidermdide de Cabeca e Pescoco. Foi
comparado o perfil de expressédo génica num grupo de 55 pacientes tratados
cirurgicamente, com esvaziamento cervical, com comprometimento
linfonodal, radioterapia adjuvante e margens livres que apresentaram ou néo
recidiva apds um periodo minimo de 2 anos. Foi observada, pela técnica de
cDNA Microarray, alteragdo em moddulos funcionais relacionados a
sinalizagao célula-célula, estando ativo nos pacientes com recidiva positiva e
inativo nos pacientes com recidiva negativa (Tabelas 1 e 2) e foram obtidos
dados da expressao de sete genes relacionados aos pacientes portadores
de Carcinoma Epidermoide de Cabeca e Pescogo que apresentaram
recidiva loco-regional e aos pacientes que n&o apresentaram recidiva
(Quadro 1) (COLO 2009).

Dessa forma, com o objetivo de estudar aspectos moleculares do
Carcinoma Epiderméide de diferentes topografias de cabecga e pescoco e
identificar alteracdes relacionadas ao comportamento desses tumores, foi

analisado o perfil de expressao génica de 93 amostras de CECP.
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A busca de marcadores de recidivas € um processo complexo, pois
envolve o tipo de tratamento, o tempo de seguimento, e também a
capacidade do tumor de invadir tecidos e de sobreviver fora do sitio primario.
Por exemplo, RICKMAN et al. (2008) descreveu uma assinatura de
metastases, mas os 156 genes que se encontravam representados na
lamina de cDNA Microarray de um total de 729 genes encontrados pelo
autor nao tiveram o mesmo poder preditor nas amostras utilizadas na tese
de COLO (20009).

Através do emprego do método de vias e modulos alterados,
observou-se que no grupo de casos que apresentou recidiva, o médulo de
Sinalizag&o célula-célula esta ativo e inativo no grupo sem recidivas (COLO
2009). Esse modulo se refere a qualquer processo de transferéncia de
informacdo de uma célula a outra e contém principalmente genes de
mediadores inflamatérios (IL1F9 e CCL20) e ligantes de receptores (AREG).
IL1F9 esta localizado no mesmo locus que IL1B (NICKLIN et al. 2002),
sugerindo que surgiram do mesmo gene ancestral e foram duplicados
posteriormente. IFN-y, TNF-a e IL-1B estimulam a expressao desta citocina
em queratinécitos (MAGLOTT et al. 2005). BST2 (bone marrow stromal cell
antigen 2) é um fator presente em células estromais de medula 6ssea que
participam no desenvolvimento de células B, porém sua fungao nao € ainda
conhecida em detalhes (MAGLOTT et al. 2005). Em cabega e pescoco,
BST2 esta mais expresso em relagdo ao tecido normal (SILVEIRA et al.

2008).
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Segundo os resultados da PCR quantitativa, BST2 esta mais
expresso nos casos sem recidiva (Figura 10) nas topografias cavidade oral,
orofaringe, e hipofaringe quando analisadas em conjunto; e encontra-se
mais expresso nos casos com recidiva (Figura 11) na analise de laringe,
porém seu significado ndo esta esclarecido. O gene EGLN3 encontra-se
mais expresso nos casos com recidiva positiva (Figura 10) nas topografias
cavidade oral, orofaringe e hipofaringe quando analisadas em conjunto. Nos
ensaios de imunoistoquimica, sua proteina mostrou-se mais expressa nos
casos com recidiva positiva (Figuras 12 e 13). Esse gene codifica para a
proteina PHD3, a qual apresenta comportamento duplo. Em normodxia
hidroxila HIF-1a levando & degradacéo via proteassomo (GINOUVES et al.
2008). E durante hipoxia cronica, situagdo que pode ocorrer em tumores,
PHD3 encontra-se com expressao aumentada e maior atividade. Nesse
caso, a “desensibilizacdo” massiva de HIF-1a protege as células contra
morte por necrose, porém O mecanismo responsavel ainda nao esta
esclarecido (GINOUVES et al. 2008). Portanto, este gene pode ser um
importante indicador de resisténcia a radioterapia ja que permite as células
sobrevivéncia em microambientes em hipdxia por periodos prolongados.

Esses genes BST2 e EGLN3 foram identificados também em
trabalhos que demonstraram associagdo com acometimento linfonodal
(O’'DONNELL et al. 2005) e profundidade de infiltracdo (TORUNER et al.
2004), mas nao com a ocorréncia de recidivas pos-tratamento.

Nos estudos de expressao génica ja publicados em CECP, os genes

relacionados ao comprometimento linfonodal e metastases seriam
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principalmente os ligados as jungbdes oclusivas, integrinas, vias de
sinalizagao de calcio, VEGF, p53, apresentagdo de antigenos, quimiocinas e
extravasamento de leucdcitos (YU et al. 2008). O cenario formado pelos
genes alterados nesse estudo mostra que a biologia do CECP é também
caracterizada por alteragdes pouco estudadas nesse tumor (alteragbes em

BST2, EGLN3).

6.2 COMPORTAMENTO DOS GENES ESTUDADOS

Segundo os dados da literatura citados e as vias apresentadas pelo
KEGG, podem ser apontados varios pontos de sinalizagdo entre os genes
pertencentes a modulos alterados, mostrando a comunicagédo da célula
tumoral com o microambiente (Figura 14). A ligacdo de CCL20 ao seu
receptor CCR6 acarreta na atividade de MMP, que libera moléculas de
anfirregulina (AREG) que estavam embebidas na MEC; a anfirregulina
liberada no meio extracelular se liga a EGFR, ativando toda a cascata
classica de EGF: fosforilacdo das tirosinas, ativacdo da via de MAP quinase,
proliferagdo, migragao, ativagdo do mediador de sobrevivéncia Akt/PKB e
ativagcdo de VEGF promovendo angiogénese no microambiente tumoral
(GSCHWIND et al. 2003; KEATES et al. 2007). IL1F9 desencadeia
sinalizagdo que promove sobrevivéncia celular através de inibicdo e
degradacgédo de IkB (DIDONATO et al. 1995), seguida de translocagédo de
NF-kB para o nucleo, ativando-o (TOWNE et al. 2004). INHBA ativa Akt,

inibindo apoptose e aumentando a sobrevivéncia celular e estimula a



55

expressao génica de VEGF em carcinoma hepatocelular (WAGNER et al.
2004; DO et al. 2008). EGLN3, em microambientes submetidos a hipdxia
crbnica, inibe HIF-1a, consequentemente aumenta a sobrevivéncia celular,
uma vez que protege as células contra necrose (GINOUVES et al. 2008).

A ativacdo incontrolada das vias PI3K/ AKT/ mTOR contribui para o
desenvolvimento e progressdo do CECP e é um importante alvo para
neutralizar a resisténcia a radioterapia e a quimioterapia (CHUNG et al.
2004; BUSSINK et al. 2008). Delegcao de PTEN e mutagdes no gene PI3K
apresentam capacidade transformacional in vitro e in vivo,
consequentemente, restauracdo da mutacdo ou auséncia de atividade de
PTEN pode ser um alvo para inibicdo de AKT. Inibidores de protease
regulam negativamente a fosforilacdo e expressao de PI3K ativo, que é
responsavel pela radioresisténcia em CECP. Ativacao de AKT é um possivel
mecanismo de resisténcia aos inibidores de EGFR, assim, a combinagao de
inibidores de AKT e agentes anti-angiogénicos podem ser uteis na conduta
de tratamento dos pacientes com CECP (CHUNG et al. 2004; MATTA e

RALHAN 2009; THOMAS e GRANDIS 2009).
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7 CONCLUSAO

Como o gene EGLN3 esta diretamente envolvido na degradacéo ou
estabilizacdo de HIF-1a, esta intrinsecamente relacionado com a
sobrevivéncia celular. Em condicbes de expressao normal e normoxia,
EGLN3 marca HIF-1a para degradacédo via proteassomo. Quando com
expressdo aumentada, seu comportamento frente a hipoxia crénica é
estabilizar HIF-1a, consequentemente a célula ndo entra em morte celular
por necrose, fato que contribui para um aumento da proliferagao celular e
uma possivel recorréncia da doenga. Como podemos observar nos
resultados desse trabalho, onde os pacientes que apresentaram recorréncia
da doenca também apresentaram uma expressdo aumentada do gene
EGLNS.

Esses resultados sugerem que o aumento de expressdo do gene
EGLN3 pode ser um fator prognéstico de recorréncia da doenga em
carcinoma epidermoide de cabega e pescoco, exceto na regido topografica

de laringe.
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