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RESUMO

Alves, N. S. Panorama imunoldgico, transcricional e mutacional do microambiente
tumoral em carcinoma orofaringeo de células escamosas associado ou nédo a infeccéo pelo
HPV. [Dissertagéo]. S&o Paulo: Fundagdo Antbnio Prudente; 2021.

Os tumores de cabeca e pescoc¢o ainda exibem uma alta incidéncia no Brasil e no mundo. O
carcinoma orofaringeo de células escamosas possui, como um dos seus fatores de risco, a
infecgdo pelo virus do papiloma humano (HPV). Pacientes com carcinoma de orofaringe
associados a infeccdo pelo HPV geralmente apresentam um melhor progndstico e probabilidade
de sobrevida quando comparados aos pacientes nao infectados pelo HPV. A resposta imune do
hospedeiro, o panorama transcricional e mutacional podem esclarecer algumas dessas
diferencas observadas entre os tumores de orofaringe relacionados ou ndo a infeccéo pelo HPV.
Esse estudo abrange uma extensa andlise in silico a partir de dados disponiveis no repositdrio
publico O Atlas do Genoma do Céancer (TCGA ou The Cancer Genome Atlas) de 66 pacientes
com carcinoma orofaringeo de células escamosas HPV- e HPV+ (estadios cTNM 1, 11, 111 ou
IV) em que o panorama transcricional e mutacional foi analisado e comparado. Foi observado
nos pacientes HPV- uma predominancia na abundancia das popula¢cdes imunes inatas e também
estromais (como os fibroblastos) e um padrao de resposta imune inflamatorio agudo e associado
a lesdo celular (em que os marcadores IL8, IL1B e IL1A se mostravam diferencialmente
expressos e aumentados nesse grupo). Por outro lado, os pacientes HPV+ apresentaram uma
predominancia na abundancia das popula¢des imunes adaptativas (particularmente de linfocitos
T CD8) e um padrdo de resposta imune inflamatério crénico (em que os marcadores IFNG,
GZMB, NFKB2, RELB, PDCD1 e CTLA4 se mostravam diferencialmente expressos e
aumentados nesse grupo). A analise mutacional apontou duas assinaturas mutacionais
(Assinaturas 2 e 13) atribuidas a atividade da familia de citidinas deaminases AID/APOBEC
como presentes nas amostras analisadas. O grupo HPV+ se mostrou especialmente exposto a
Assinatura Mutacional 2. O papel desempenhado pelas APOBECs da familia 3 foi melhor
investigado no contexto do carcinoma de orofaringe associado a infeccéo pelo HPV e os genes
das APOBECS3s se apresentaram diferencialmente expressos e aumentados nos tumores HPV+.
Os dados gerados foram entéo integrados através da regressao logistica binomial que mostrou
que o status viral positivo se associou a uma resposta imune de padrdo mais adaptativo e

inflamatorio crénico, com infiltragdo de linfocitos T CD8 no tumor e também com a presenca



da Assinatura Mutacional 2. O padrdo de resposta imune adaptativo e inflamatério crénico
encontrado nos pacientes com tumores HPV+ foi independente da infiltragdo de linfocitos T
CD8 e da Assinatura Mutacional 2 e o infiltrado de linfocitos T CD8 observado nos pacientes
com status viral positivo também ndo pareceu ser dependente da Assinatura Mutacional 2.
Dessa forma, o presente trabalho demonstrou os principais aspectos que caracterizam 0s
distintos panoramas imunoldgicos, transcricionais e mutacionais do carcinoma orofaringeo de

células escamosas associado ou néo a infeccdo pelo HPV.

Descritores: Carcinoma de Células Escamosas de Cabeca e Pescoco, Papiloma de Células
Escamosas, Fendmenos do Sistema Imunolégico, Fendémenos Imunogenéticos e

Imunomodulacéo.



ABSTRACT

Alves, N. S. Immunological, transcriptional and mutational panorama of the tumor
microenvironment in oropharyngeal squamous cell carcinoma associated or not with

HPV infection. [Dissertation]. S&o Paulo: Antonio Prudente Foundation; 2021.

Head and neck tumors still exhibit a high incidence in Brazil and worldwide. The oropharyngeal
squamous cell carcinoma has, as one of its risk factors, the human papillomavirus (HPV)
infection. Patients with oropharyngeal squamous cell carcinoma HPV-associated generally
exhibit a better prognosis and survival probability when compared with patients not infected
with HPV. The host's immune response, the transcriptional and mutational landscape may
clarify some of these differences observed between oropharyngeal tumors related or not with
HPV infection. This study covers an extensive in silico analysis based on available data from
the public repository The Cancer Genome Atlas (TCGA) of 66 patients with HPV- and HPV+
oropharyngeal squamous cell carcinoma (CTNM stages I, I, Ill, or 1V) in which the
transcriptional and mutational panorama was analyzed and compared. A predominance in the
innate and stromal immune populations abundance (such as fibroblasts) was observed in HPV-
patients, as well as an acute inflammatory immune response pattern associated with cell damage
(in which the markers IL8, IL1B, and IL1A were differentiated expressed and increased in this
group). On the other hand, the HPV+ patients showed a predominance in the adaptive immune
population abundance (particularly CD8 T lymphocytes) and a pattern of chronic inflammatory
immune response (in which the IFNG, GZMB, NFKB2, RELB, PDCD1, and CTLA4 markers
were differentiated expressed and increased in this group). The mutational analysis pointed out
two mutational signatures (Signatures 2 and 13) attributed to the activity of the cytidine
deaminases AID/APOBEC family as existing in the analyzed samples. The HPV+ group was
especially exposed to the Mutational Signature 2. The role played by the third family of
APOBECSs was better investigated in the context of the oropharyngeal carcinoma associated
with HPV infection and the APOBEC3s genes were differentially expressed and increased in
the HPV+ tumors. The generated data were then integrated through binomial logistic regression
and showed that the positive viral status was associated with an adaptive immune response and
chronic inflammation pattern, with CD8 T lymphocytes tumoral infiltration, and with the
Mutational Signature 2 presence. The adaptive and chronic inflammatory immune response

pattern found in HPV+ patients was independent of the CD8 T lymphocytes infiltration and of



the Mutational Signature 2 and the CD8 T lymphocytes infiltration observed in patients with
positive viral status also did not appear to be dependent on the Mutational Signature 2. Thus,
the present work demonstrated the main aspects that characterize the distinct immunological,
transcriptional and mutational oropharyngeal squamous cell carcinoma panorama, associated
or not with HPV infection.

Keywords: Squamous Cell Carcinoma of Head and Neck, Papilloma, Immune System

Phenomena, Immunogenetic Phenomena and Immunomodulation.
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1.  INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E BIOLOGICOS SOBRE O
CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE CABECA E PESCOCO

Um dos grandes desafios atuais para os sistemas de salde de varios paises esta no
controle das doencas ndo transmissiveis crénicas tais como as neoplasias. No mundo, 0s casos
de céncer foram responsaveis pela segunda maior causa de mortes por doencas nao
transmissiveis, ficando atrds apenas das doencas cardiovasculares. Apenas no ano de 2018,
foram estimados 18,1 milhdes de novos casos de cancer e 9,6 milhdes de mortes em todo o
mundo 2. J& no Brasil e no ano de 2018, o Instituto Nacional do Céncer estimou
aproximadamente 580.000 novos casos e 197.000 mortes devidos as neoplasias 3, e para cada
ano no triénio 2020-2022, o Instituto Nacional do Cancer estimou aproximadamente 625.000
novos casos de cancer (450.000 sem considerar os tumores de pele ndo melanoma) #. Os
avan¢os da medicina aliados ao aumento da expectativa de vida observado em varios paises,
além dos habitos de vida relacionados ao tabagismo, sedentarismo, estilo de vida estressante,
contato com agentes infeciosos além de outros exemplos explica, em parte, tal aumento dos
casos de cancer em todo o mundo >°.

Os tumores de cabeca e pescoco sdo caracterizados como um grupo de neoplasias
malignas que acometem o trato aerodigestivo superior que, por sua vez, € constituido pela
cavidade nasal (e seios paranasais), faringe (incluindo nasofaringe, orofaringe e hipofaringe),
labio, cavidade oral, glandulas salivares e laringe (Figura 1) . Mais de 90% desses tumores
sdo classificados como carcinomas de células escamosas (carcinomas epidermoides),
caracterizados pela presenca de células achatadas e delgadas que recobrem epitélios como a
superficie da pele, trato gastrointestinal e respiratorio, além de diversos 6rgdos abdominais
12" Tal fato pode sugerir que os carcinomas de cabeca e pescoco sdo relativamente homogéneos,
porém, trabalhos mais recentes que comparam o perfil gendmico e transcriptdbmico entre as
diferentes localiza¢Ges na regido de cabeca e pesco¢o demonstrou que tais tumores séo, em
esséncia, heterogéneos e com diferentes padrdes de expressao de proteinas ja bem conhecidas
na oncologia como 0 EGFR, p53, proteina do retinoblastoma (pRb ou RetinoBlastoma protein)

além da propria influéncia causadas pela infeccdo do virus do papiloma humano (HPV ou



Human Papillomavirus), que ndo € igualmente prevalente em todas as regifes de cabeca e

pescogo 22,
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Legenda: Head and Neck Cancer Regions: regifes de cancer de cabeca e pescoco, Pharynx: faringe, Nasopharynx:
nasofaringe, Oropharynx: orofaringe, Hypopharynx: hipofaringe, Paranasal sinuses: seios paranasais, Nasal
cavity: cavidade nasal, Oral cavity: cavidade oral, Tongue: lingua, Salivary glands: glandulas salivares e Larynx:
laringe.

Figura 1 — Reproducgdo anatémica das principais regides em cabeca e pescoco acometidas pelo
carcinoma de células escamosas. S#o indicadas as areas da cavidade nasal (e seios paranasais), faringe
(incluindo nasofaringe, orofaringe e hipofaringe), lingua, cavidade oral, glandulas salivares e laringe. A permissao

para reproducéo dessa imagem encontra-se no Anexo 1.

A incidéncia mundial do carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo estd em
torno de 600.000 casos anuais, com uma taxa de mortalidade que alterna de 40 a 50%, além de

ser muito mais incidente na populagdo masculina comparada a feminina **°. Dos tumores de



cabeca e pescoco, em relagdo ao carcinoma epidermoide oral e de orofaringe, durante o ano de
2018 foram estimadas aproximadamente 14.700 novos casos e 5.900 mortes no Brasil 3, e para
0 triénio 2020-2022, foram estimados 15.190 novos casos de carcinoma em cavidade oral e
orofaringe .

Um aspecto importante ao se estudar tumores é o sistema Tumor, Nodo, Metéstase
(TNM) de classificagdo de tumores malignos desenvolvida por Pierre Denoix entre 1943 e
1952. Esse sistema de classificacdo € frequentemente revisado e publicado como protocolo de
classificacdo clinica ou patologica de tumores pela Unido para o Controle Internacional do
Céncer (UICC ou Union for International Cancer Control), érgdo afiliado a Organizacéao
Mundial da Saude, além de também ser incorporado ao Comité Conjunto Americano sobre o
Cancer (AJCC ou American Joint Committee on Cancer). O propdsito desse sistema € de
padronizar os sistemas de classificacdo e facilitar no planejamento do tratamento além de prover
informagdes sobre o prognostico do paciente. Tal classificacdo pode ocorrer a partir das
caracteristicas clinicas do tumor (estadiamento clinico, cTNM ou TNM) ou a partir da anélise
de material bioldgico obtido por excisdo cirdrgica (estadiamento patolégico, pTNM). No
sistema TNM, avalia-se a extensdo do tumor primario (T), a presenga/auséncia e extensao do
comprometimento linfonodal (N) e a presenga/auséncia de metastases distantes. Para cada um
desses itens, subclassificagdes sdo descritas. A classificacdo final do sistema TNM varia em
cinco amplas categorias que variam de 0 a IV, em que quanto maior for o seu valor, maior serd

a gravidade atribuida ao caso 68,

1.2 CONSIDERACOES SOBRE O CARCINOMA OROFARINGEO DE
CELULAS ESCAMOSAS

Dentre os carcinomas epidermoides, o carcinoma orofaringeo de células escamosas
(OPSCC ou oropharyngeal squamous cell carcinoma) tem adquirido evidéncia devido a sua
associacdo com o HPV e em consequéncia disso, os carcinomas de células escamosas orais e
de orofaringe tem sido classificados como carcinomas distintos com carateristicas clinicas e
histopatoldgicas diferenciadas 2.

A orofaringe é constituida pelo palato mole, tonsilas palatinas, pilares tonsilares, parede
posterior da orofaringe e base da lingua (Figura 2) e nela, muitos tipos de neoplasias podem se

desenvolver, desde tumores benignos, lesbes pré-cancerosas (tais como as hiperplasias,



leucoplasias e eritroplasias) e neoplasias malignas, com predominio do carcinoma de células

escamosas 11920,
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Fonte: © (2016) Terese Winslow LLC, U.S. Govt. has certain rights.

Legenda: Parts of the Oropharynx: partes da orofaringe, Soft palate: palato mole, Side and back wall of the throat:
parte lateral e posterior da garganta, Tonsil: tonsila e Back 1/3 of the tongue: base de lingua (um tergo da parte
posterior da lingua).

Figura 2 — Reproducdo anatdmica das regides que constituem a orofaringe. Séo indicadas as areas
do palato mole, a parte lateral e posterior da garganta, as tonsilas e a base da lingua (aproximadamente um terco

da lingua). A permissao para reproducdo dessa imagem encontra-se no Anexo 1.

Os principais agentes etiologicos relacionados ao desenvolvimento do carcinoma
orofaringeo de células escamosas sao a exposi¢do ao tabaco e tabaco sem fumo (consumido
através da mastigacdo, inalacdo ou contato com a mucosa oral e orofaringea) em acéo sinérgica
com o alcool 224,

Apesar de que muitos tumores de cabega e pescoco ainda sdo mais incidentes em

pacientes mais idosos, 0 carcinoma orofaringeo de células escamosas, ao longo dos ultimos



anos, tem apresentado maior incidéncia em populagdes mais jovens, especialmente abaixo dos
45 anos e que nao foram expostos aos tradicionais habitos de risco tais como tabagismo e
alcoolismo 2>%, Tal transicdo ocorre principalmente devido ao aumento das infecgdes pelo
HPV nessa populagéo "%,

Os principais sintomas do carcinoma orofaringeo de células escamosas s&o
caracterizados por uma lesdo ulcerada que ndo cicatriza, disfagia, odinofagia, dificuldade de
movimentar a lingua, perda de peso, aparecimento de nddulos no pescoco, tosse com hemoptise
entre outros. O diagnostico e estadiamento do tumor pode ser realizado através da combinagéo
de exame fisico e andlise do histérico do paciente, tomografia por emissao de positrons (PET-
Scan ou Positron Emission Tomography), ressonancia magnética, bidpsia e até mesmo por
meio de outras estratégias ndo invasivas como as bidpsias liquidas e a detec¢do de DNA tumoral
circulante, tecnologia ainda em desenvolvimento e alvo de estudos intensos, embora com baixas
taxas de sucesso 2%,

As formas disponiveis de tratamento variam desde as j& tradicionais técnicas
estabelecidas tais como a cirurgia (inclusive por cirurgia robética transoral) 3%%2, além de
radioterapia ou associacdo de quimioterapia com radioterapia (neoadjuvante ou concomitante).
Tal forma padréo de tratamento de tumores de orofaringe (quimio e/ou radioterapia definitiva
ou pos-operativa) pode também levar ao desenvolvimento de efeitos colaterais que variam
desde aqueles relacionados a toxicidade aguda (mucosite e perda de paladar) a problemas
crénicos como disfuncéo renal, perda de audicao, disfagia, arteriosclerose entre outros efeitos
33.

Atualmente, também empregam-se terapias mais refinadas e modernas como a terapia
alvo e a imunoterapia por meio do uso de Cetuximabe (anticorpo a-EGFR), Nivolumabe
(anticorpo a-PD-1) e Pembrolizumabe (anticorpo a-PD-1) com inclusive aprovacéao da agéncia
de vigilancia sanitaria americana (FDA ou Food and Drug Administration) 2°%42¢ ¢ da
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria), que também aprova a administracdo de
Pembrolizumabe, Nivolumabe e Cetuximabe em tumores de cabeca e pesco¢o com doenga
recidivada ou metastatica 3—°. Dessa forma, essas novas abordagens de terapia surgiram para
explorar novos pontos de vulnerabilidade dos tumores e melhorar a qualidade de vida dos
pacientes. A proteina de morte celular programada 1 (PD-1 ou Programmed Death 1) € um
importante componente dos mecanismos de regulacéo da resposta imune, exibindo um papel
fundamental na auto tolerancia, além de regular a ativagdo de diversas popula¢Ges imunes como
as de linfcitos T e B “°. O ligante de morte programada 1 (PD-L1 ou Programmed Death-

Ligand 1) é um biomarcador capaz de interagir com o seu receptor PD-1 cuja interacdo permite



as células tumorais escaparem da resposta imune. Entre 50-60% dos tumores de cabeca e
pescogo expressam PD-L1. Entre os tumores de cabeca e pescogo HPV+, 70% expressam PD-
L1 *'. Por essa razdo, esses imunoterapicos ja foram aprovados para tratamento em cabeca e
pesco¢o, porém muitos outros testes clinicos envolvendo estratégias imunoterapicas estdo
atualmente em andamento “2. Apesar de que os tumores de orofaringe HPV+ possuem melhor
prognostico quando comparados aos tumores HPV-, as recomendagdes de terapia ainda séo
atualmente similares entre os dois grupos .

Os carcinomas em orofaringe podem ser classificados de acordo com as caracteristicas
moleculares e epidemioldgicas que eles apresentam (HPV+ e HPV-). Enquanto os tumores em
orofaringe HPV- séo epidemiologicamente similares a outros carcinomas de células escamosas
de etiologia associada ao tabagismo e etilismo também encontrados em outras localizacdes do
trato aerodigestivo superior, 0os tumores em orofaringe HPV+ se desenvolvem devido a
exposi¢do a infeccdo pelo virus do HPV de forma independente ao consumo de tabaco e de
bebidas alcodlicas >4,

13 ASPECTOS DA ATUACAO DO VIRUS DO PAPILOMA HUMANO NO
CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE OROFARINGE E CABECA E
PESCOCO

Os virus podem, por diferentes mecanismos moleculares, induzir o desenvolvimento
tumoral. Proximo de um quinto da incidéncia mundial de cancer estd associada a alguma
infeccdo viral #°. Tais tumores sdo desencadeados a partir da infeccdo pelo virus Epstein-Barr
(EBV ou Epstein-Barr Virus), virus da hepatite B (HBV ou Hepatitis B Virus), HPV além de
outras espécies virais cujo papel molecular no desenvolvimento tumoral desperta cada vez mais
o interesse da comunidade médica e cientifica.

A principio, a familia Papovaviridae abrangia os papillomavirus e os polyomavirus que
sdo estruturalmente semelhantes, porém, devido a diferencas genéticas observadas por
sequenciamento, tal familia foi dividida em duas distintas familias: a Polyomaviridae e a
Papillomaviridae, em que o Gltimo inclui o virus do papiloma humano 4647,

Os papilomavirus possuem caracteristicas genéticas e estruturais similares. Séao
formados por um capsidio icosaédrico ndo-envelopado, constituido por 72 caps6meros
pentaméricos cujo didmetro total aproxima-se de 52 a 55 nm, que envolve uma dupla fita de

DNA de aproximadamente 8.000 pares de base complexados a histonas celulares. O genoma



dos HPVs contém oito fases de leitura aberta (ORF ou Open Reading Frame), dividida em trés
partes funcionais: a regido inicial (E ou early que contém os genes E1, E2, E4, E5 que se
subdivide em E5A e E5B, E6 e E7) codificadora de proteinas necessarias para a replicacao e
transcricdo viral, a regido tardia (L ou late que contém os genes L1 e L2) codificadora de
proteinas estruturais necessarias para a formacao do capsideo viral e uma regido regulatoria a
montante (URR ou Upstream Regulatory Region) necesséria para a regulagdo da replicacéo e
transcricdo do DNA viral (Figura 3) “3°2, Os oncogenes virais E6 e E7 sdo os mais conhecidos

e patogénicos descritos em HPV 3,

E4 E5A

El

Genoma do virus do L2
papiloma humano

L1

E6

URR
Legenda: URR (Upstream Regulatory Region): regido regulatéria a montante.

Figura 3 — Genoma do virus do papiloma humano. O genoma do virus do papiloma humano é formado

pelos genes E (early ou iniciais) que sdo os primeiros a serem transcritos e estdo relacionados a viruléncia do HPV.
S&o eles os genes, E1, E2, E4, E5 (que se subdivide em E5A e E5B), E6 e E7. Os genes L (late ou tardios) sdo
genes expressos mais tardiamente e que codificam para proteinas estruturais que formam o capsideo viral (L1 e

L2). Tais genes ndo sdo considerados virulentos.

Os papilomavirus sdo conhecidos por infectarem os epitélios mucoso e cutaneo de
muitas espécies de vertebrados (que podem originar no aparecimento lesdes) e pela capacidade
de induzir proliferacéo celular (que pode promover o desenvolvimento de tecidos neoplasicos)
48 A relagdo entre a infeccdo pelo HPV e o desenvolvimento tumoral foi primeiro descrita para
o cancer cervical 48°4% entretanto, mais recentemente, tal relagdo também foi relatada para o
carcinoma orofaringeo de células escamosas “8:°657,

De forma interessante, varios tumores do trato aerodigestivo superior estdo

tradicionalmente relacionados a exposicao a tabaco e alcool. Uma vasta campanha de saude



publica do governo dos Estados Unidos conseguiu reduzir as taxas de tabagismo na populagdo
de 40% durante a década de sessenta a até 20% nos dias mais recentes. Consequentemente, a
incidéncia de tumores de cavidade oral, laringe e hipofaringe diminuiu *8. Ja no Brasil, a
mortalidade associada ao uso do tabaco caiu em 57,8% (95%IC = 54,1% - 61,2%) entre 0s anos
de 1990 e 2017 9, parte disso devido ao sucesso de sucessivas campanhas educativas e
desencorajadoras do uso de tabacos no pais. Porém o mesmo comportamento ndo foi observado
para o carcinoma orofaringeo de células escamosas, cuja incidéncia aumentou nos Gltimos anos
6061 chegando a um impressionante aumento de 225% na taxa de incidéncia para tumores de
orofaringe HPV+ entre os anos de 1984 e 2004, enquanto que para os tumores de orofaringe
HPV-, foi observado uma queda de até 50% na incidéncia durante o0 mesmo periodo 2. Um
outro estudo com quase 4.000 individuos recentemente diagnosticados com carcinoma
orofaringeo de células escamosas, comprovou que a maioria desses casos eram formados por
pacientes ndo expostos aos tradicionais habitos de risco de tabagismo e etilismo . Tal é a
relevancia da infeccdo pelo HPV que no ano de 2008, foram estimados 85.000 casos de
carcinoma orofaringeo de células escamosas em todo o mundo, desses, pelo menos 22.000
seriam HPV+ 54,

A transmissdo do HPV ocorre principalmente por meio do contato pele com pele.
Diferente dos tumores associados a infeccdo do HPV em outras localizagdes, os tumores de
cabeca e pescoco associados a infecc¢ao pelo HPV sdo transmitidos pela via oral, principalmente
pelo contato da regido oral com a regido anogenital (vagina, pénis, anus) %%, Diferencas no
comportamento sexual também foram descritas em relacdo a infeccdo do HPV. Grupos de
individuos mais jovens (com menos de 55 anos de idade) apresentaram maior chance de se
infectarem pelo HPV quando comparados a grupos mais velhos. O mesmo estudo mostrou que
individuos jovens ou de meia idade praticavam mais sexo oral do que individuos mais velhos
67_ Quanto ao género, a soro-prevaléncia do HPV é maior em mulheres do que em homens e a
transmissdo do HPV de mulheres para homens parece ocorrer mais comumente do que de
homens para mulheres ®8. Um outro estudo ocorrido nos Estados Unidos mostrou uma maior
prevaléncia de infeccdo do HPV por vias orais em homens do que em mulheres %°. Uma
metanalise inclusive sugeriu que o aumento de parceiros sexuais também esta relacionado com
um risco aumentado de desenvolvimento de tumores de cabeca e pescogo . A transmissio
vertical de HPV também tem sido recentemente documentada. Em aproximadamente 32% de
criangas nascidas de mées infectadas por HPV genital, foram detectados DNA viral, em que
inclusive, mais da metade dessas criangas compartilhavam o mesmo tipo de HPV detectado em

suas maes L.



A vasta maioria dos individuos portadores de HPV controlam a infecgdo viral por meio
do sistema imune e ndo chegam a desenvolver o carcinoma 2. Apesar de que a expressao dos
genes dos capsideos virais L1 e L2 auxiliam na proliferacédo viral, isso ndo € o suficiente para
induzir a carcinogénese, que ocorre apenas com a integracdo do DNA viral e conseguintemente
a expressdo dos oncogenes E6 e E7, que se ligam as proteinas supressoras de tumor p53 e pRb,
respectivamente %372,

Além disso, a expressdo dos genes virais E6 e E7 pode ser identificada através da
expressdo da proteina p16™K4 marcador que pode ser detectado por meio de um ensaio de
imuno-histoquimica. Esse é o biomarcador mais difundido para a deteccdo de HPV em tecidos
tumorais, uma vez que é altamente expresso em tumores de cabeca e pescogo HPV+ "3, Essa
proteina (do gene CDKNZ2A, inibidor 2A da quinase dependente de ciclina ou Cyclin Dependent
Kinase iNhibitor 2A) exerce funcdo no controle do ciclo celular ao inativar quinases
dependentes de ciclina. Tais quinases podem fosforilar a proteina supressora de tumor de
retinoblastoma pRB, que levaria ao bloqueio do ciclo celular ". Células que expressam o gene
viral E7, apresentam alta transcri¢do do gene CDKN2A ™. Dessa forma, a expressio de pl16
INK42 indica a presenca de integracdo do DNA viral no genoma da célula hospedeira >37¢. Isso
permite a disting&o entre apenas identificar a presenga de DNA viral e de fato identificar tecidos
tumorais que estio expressando oncogenes virais 7.

Atualmente, existem mais de 150 tipos de HPV descritos, em que a maioria esta
relacionada com o desenvolvimento de verrugas e outras condi¢cdes benignas. Porém alguns
tipos podem levar a formacdo de tumores. Varios desses tipos de HPV foram classificados em
duas categorias principais quanto a carcinogénese: os de alto risco e 0s de baixo risco. Dessa
classificacdo, 15 foram identificados como os tipos de alto risco mais prevalentes: HPV16,
HPV18, HPV31, HPV33, HPV35, HPV39, HPV45, HPV51, HPV52, HPV56, HPV58, HPV59,
HPV68, HPV73 e HPV82. E além disso, 12 foram denominados como os de baixo risco: HPV®6,
HPV11l, HPV40, HPV42, HPV43, HPV44, HPV54, HPV61, HPV70, HPV72, HPVS81 e
HPVCP6108, 787 O tipo HPV16 seguido pelos tipos HPV18 e HPV33 sdo os mais
prevalentes e carcinogénicos na populagio mundial #578%81 O tipo HPV16 esta presente em
um total de aproximadamente 85% dos casos de carcinoma orofaringeo de células escamosas
HPV+ 8, Em todo o mundo, cerca de 291 milhdes de mulheres carreiam DNA proveniente de
HPV e dessas, cerca de 32% estdo infectadas pelos tipos HPV16 ou HPV18 ou ambos ”°.

Pacientes com carcinoma orofaringeo de células escamosas HPV+ (cuja prevaléncia

recentemente se apresentou em torno de 59,1% em uma coorte brasileira) 8 apresentam
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caracteristicas clinicas distintas (usualmente sdo individuos que ndo sdo/foram fumantes e ndo
fazem uso cronico de &lcool) de pacientes com esse mesmo carcinoma e HPV- (que geralmente
apresentam ou apresentaram habitos de tabagismo e etilismo). E observado também um melhor
prognostico e resposta aos tratamentos (em geral) em pacientes HPV+ possivelmente devido
aos efeitos imunogénicos causados pela presenca do virus no organismo 268485 Além disso,
tumores HPV+ tendem a apresentar caracteristicas histopatoldgicas distintas de tumores HPV-
, tais como baixa diferenciacdo, pouca queratinizacdo e fendtipo basaldide (subtipo raro de
carcinoma de células escamosas de comportamento agressivo) . Entretanto tais caracteristicas
histopatoldgicas entre tumores de orofaringe HPV+ e HPV-, apesar de poderem auxiliar na
definicdo do status de HPV, ndo sdo completamente confiaveis. As principais formas de
deteccdo do HPV em tumores de orofaringe sdo por imuno-histoquimica (por meio da detecgédo
da proteina p16'"%4?)  hibridizacdo in situ (que permite a identificacdo especifica do tipo de
HPV) e Reacéo em Cadeira da Polimerase (PCR ou Polymerase Chain Reaction) 8. Para uma
maior acurdcia e identificacdo do tipo de HPV infectante, dois testes podem ser realizados
(imuno-histoquimica seguida de PCR ou hibridizacdo in situ) . Mais recentemente, a
tecnologia oferecida pelo sequenciamento de nova geracdo (NGS ou Next Generation
Sequencing) emergiu com o potencial de ndo apenas identificar a infeccdo pelo HPV, como
também permitir uma caracterizacdo mais fina que possibilita distinguir até mesmo variantes
dentro de um tipo de HPV+. Um estudo recente inclusive demonstrou que se pode categorizar
os tumores HPV+ a partir da presenca de genes do HPV integrados ou ndo-integrados no
genoma do hospedeiro. O subgrupo com o DNA viral integrado coincide com um padrédo
especifico de metilacdo do DNA e expressdo de genes humanos e virais especificos e que
desempenham importante papel durante a carcinogénese .

A infeccdo pelo HPV pode ser prevenida através da vacinacao. Atualmente no Brasil,
ha duas vacinas aprovadas pela ANVISA. Ambas sdo igualmente eficazes na prevencdo da
infeccdo pelo HPV (especialmente contra 0 HPV16 e HPV18) diferindo apenas na quantidade
de tipos de HPV na qual conferem protecdo. A vacina bivalente Cervarix® da GlaxoSmithKline
% confere protegdo contra os tipos de alto risco HPV16 e HPV18 e a vacina quadrivalente
Gardasil® da Merck Sharp & Dohme °! confere protecdo contra os tipos de alto risco HPV16 e
HPV18 além dos tipos de baixo risco HPV6 e HPV11, que estdo relacionados com o
desenvolvimento de verrugas benignas genitais. Desde que esses dois tipos de baixo risco tem
sido detectados com uma certa frequéncia em tumores de orofaringe, sugere-se que talvez nessa

localizag#o, tais tipos ndo atuam de forma benigna &’



11

Tais vacinas foram desenvolvidas com o principal proposito de prevenir a infec¢do pelo
HPV e consequentemente o desenvolvimento de cancer cervical ou de verrugas nas regides anal
e genital. Entretanto, a protecdo conferida por tais vacinas contra o desenvolvimento de
carcinoma orofaringeo de células escamosas ainda ndo estd completamente clara. Porém, um
estudo demonstrou que a vacinagdo contra 0 HPV reduziu a prevaléncia com uma eficiéncia de
93% (95%IC = 62,5% - 99,7%) de infeccBes orais por HPV nos individuos vacinados %2. Apesar
de ndo haver muitos estudos dedicados a este tema, sdo promissoras as chances de protecédo
contra o desenvolvimento de carcinoma orofaringeo de células escamosas relacionado a
infecgdo pelo HPV em individuos vacinados.

A protecdo oferecida pelas vacinas disponiveis demonstra que existe uma batalha a nivel
celular e molecular para o controle das infeccdes virais e do desenvolvimento tumoral no

organismo humano.

1.4 MECANISMOS DE RESPOSTA IMUNOLOGICA PARA O COMBATE E
CONTROLE DE TUMORES EM GERAL E DO CARCINOMA
OROFARINGEO DE CELULAS ESCAMOSAS

A resposta imune é formada, de uma forma geral, por duas respostas que se comunicam;
a resposta imune inata e a resposta imune adaptativa. A resposta imune inata é formada por um
grupo de células e moléculas que exercem uma defesa ndo especifica e rapida contra patégenos
(entre minutos a horas apds a exposicdo) * e reconhecem motivos conservados presentes nos
patdgenos. Das células que compde a imunidade inata, destacam-se o papel desempenhado
pelos leucécitos fagociticos (neutrofilos e macrofagos), as células dendriticas e as células
exterminadoras naturais (células NK ou Natural Killer). As células dendriticas sdo
especializadas em capturar e apresentar antigenos para ativar as células T naive da imunidade
adaptativa que se diferenciam em diversos subtipos celulares *%. A parte ndo celular da
imunidade inata é formada por vérias citocinas °6, quimiocinas ° e outros mediadores que
recrutam e regulam as células imunes e até mesmo outros tipos celulares como fibroblastos e
células endoteliais 9.

A resposta imune adaptativa é formada por células e moléculas que reconhecem regides
especificas dos patdgenos nomeadas como antigenos. Apds o reconhecimento dos antigenos,
as células da resposta imune adaptativa (linfécitos T e B) sdo ativadas e se expandem gerando

clones da célula original e juntamente com isso, capazes de reconhecer e responder a um
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antigeno especifico. Até o momento de sua ativagdo, as celulas da imunidade adaptativa
permanecem em seu estado naive. Por ser uma resposta especifica, a organizacao da resposta
adaptativa pode levar de dias a semanas até estar completamente montada. O niumero de vezes
que um individuo € exposto a aquele antigeno pode também influenciar no tempo necessario
requerido para a montagem da resposta adaptativa. A resposta imune adaptativa humoral ¢é
formada principalmente pelos anticorpos produzidos por células B que se diferenciaram em
plasmdcitos apds sua ativacdo. Ja a resposta imune adaptativa celular é constituida
principalmente pelas células T que se subdividem em dois grandes grupos importantes: as
células CD8" e as células CD4*. Um subgrupo das células CD4" da origem as células T
regulatérias (Tregs) que balanceiam os efeitos inflamatorios promovidos pelas células efetoras.
Antigenos capturados por células da imunidade inata (células apresentadoras de antigenos:
células dendriticas, macrdéfagos ou células de Langerhans) podem ser processados e
apresentados para as células da imunidade adaptativa via complexo principal de
histocompatibilidade (MHC ou Major Histocompatibility Complex) que é poligénico e
altamente polimérfico e permite a interacdo com uma vasta gama de antigenos possiveis. O
MHC de classe | geralmente apresenta antigenos (de células tumorais, células infectadas por
virus e outras falhas enddgenas intracelulares) para as células CD8". JA& 0 MHC de classe Il
apresenta antigenos (de patdgenos que foram processados por células apresentadoras de
antigenos) para as células CD4* %%, Esse conjunto de mecanismos imunes forma um sistema
de imunovigilancia responsavel pela a protecdo do organismo contra a presenca de organismos

estranhos exdgenos ou enddgenos como as células tumorais (Figura 4).
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Legenda: Cancer immunosurveillance: imunovigilancia tumoral, Mast cells: mastocitos, Tryptase: triptase,
Chondroitin sulfate: sulfato de condroitina, Histamine: histamina, Cytolytic activity: atividade citolitica,
Recruitment: recrutamento, Cytotoxic activity: atividade citotoxica, Granzyme: granzima, perforin: perforina, TNF
ligands: ligantes de TNF, Natural killer cells: células NK, Dendritic cells: células dendriticas, Antigen
presentation: apresentacdo de antigeno, Tumor antigen priming: ativacdo por antigeno tumoral, Neoplastic cell
elimination: eliminacéo de células neoplésica, Phagocytosis: fagocitose, M1 macrophages: macréfagos M1, B cell:
célula B, Stimulation IL-2/IL-4: estimulacéo por IL2 e IL4, Humoral response: resposta humoral, T cell: célula T,
Cytotoxic activity: atividade citotdxica, Granulocytes: granuldcitos, N1 neutrophils: neutréfilos N1, Anti tumor
activity?: atividade antitumoral?, Basophils: baséfilos, Eosinophils: eosinéfilos.

Figura 4 — Principais componentes da imunovigilancia e resposta imune antitumoral. Os
componentes da imunidade inata (células NK, células dendriticas, macrofagos e mastocitos) atuam em sincronia
com os componentes da imunidade adaptativa (células T e B). As diversas estratégias antitumorais da resposta
imune sdo coordenadas por varias substancias secretadas no ambiente tumoral pelas células tumorais e imunes que
podem ativar e estimular a infiltracdo de outras populacdes celulares. Cada populagdo imune desempenha o seu
papel dentro da complexa teia que forma a resposta imune antitumoral. Dentre as diversas popula¢fes que
contribuem para tal resposta, destacam-se aqui os papéis desempenhados pelos mastdcitos (que induzem cit6lise),
pela citotoxicidade mediada pelas células NK e linfocitos T, pela resposta humoral mediada pelos linfdcitos B,
pela fagocitose mediada por macrdéfagos além da contribuicéo das células dendriticas na apresentacéo de antigenos

tumorais que acabam por ativar a resposta imune adaptativa antitumoral estruturada por células T e B. Na Figura
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acima, as setas tracejadas em vermelho indicam efeito antitumoral direto, enquanto que as setas tracejadas em azul

indicam efeito antitumoral indireto e as setas pontilhadas indicam o recrutamento de outras populagdes imunes.

As fungdes protetoras desempenhadas pelo sistema imune dependem de uma resposta
imune integrada, por meio da atuacdo de diversas células e moléculas da imunidade inata e
adaptativa. Os linfocitos T CD8" (ou citotoxicos), bem como as células NK exercem importante
papel efetor na imunidade celular. Os linfocitos T CD4" (ou auxiliar) colaboram na regulacéo
da resposta imune, promovem uma expansao clonal linfocitaria além de direcionar algumas
respostas. Por outro lado, os linfécitos T reguladores sdo encarregados pela supressdo da
resposta imune e controle da autoimunidade. Além disso, diversos outros componentes da
resposta imune celular contribuem para as respostas imunes em geral, tais como as células
dendriticas, macrofagos, mondcitos entre outros %1% No tocante a imunidade tumoral, um
componente chave para o reconhecimento de células alteradas é o antigeno leucocitario humano
(HLA ou human leukocyte antigen) o MHC humano, que apresenta antigenos tumorais as
células T. Muitos tumores podem reduzir esse reconhecido através da diminuicdo da expressdo
de HLA 02,

Apesar dos varios mecanismos de atuacdo descritos, muitos tumores desenvolvem
mecanismos de escape dessa imunovigilancia. De fato, o desenvolvimento tumoral ocorre
devido ao acumulo de alteracfes que permitem as células tumorais evadirem a resposta imune
103 Muitos tumores emergem a partir de ambientes de inflamag&o cronica em que mediadores
inflamatorios como IL-6, GM-CSF, IL-1p, IL-23 e TNF-0, bem como varias quimiocinas,
podem ser explorados pelas células neoplasicas. Além disso, as células tumorais também
produzem outras citocinas como 0 TGF-f, que suprime a ativagdo de células T e de células NK,
além de atuar na diferenciacdo das células T regulatérias, e a IL-10 que inibe a maturacdo de
células dendriticas e a ativago de células T, células NK, neutréfilos e macrofagos 10310,

Pacientes com carcinoma orofaringeo de células escamosas HPV+, em geral,
apresentam melhor progndstico e resposta ao tratamento quando comparados aos pacientes
HPV-, possivelmente devido as proteinas virais produzidas que potencializam a resposta imune,
fazendo com que os tumores HPV+ sejam considerados “quentes” (hot tumors) 106107,

A influéncia que a infecgdo pelo virus do papiloma humano exerce no desenvolvimento
do carcinoma orofaringeo de células escamosas ainda € alvo de intensos estudos. Algumas
particularidades da infec¢do pelo virus do HPV permitem que ele escape da resposta imune.
Enquanto vérias proteinas virais sdo expressas em baixos niveis nas camadas mais basais das

células epiteliais, nas regides mais superficiais, onde a vigilancia imune é mais escassa, elas séo
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altamente expressas. Outra estratégia empregada é pela liberacdo de forma ndo litica dos
capsideos virais, que por sua vez infectam as células adjacentes de forma “silenciosa”, sem
despertar a resposta imune %, O HPV também é capaz de suprimir a resposta mediada por
interferon (IFN) 1% e também perturbar a apresentacio de antigeno mediada pelo MHC de
classe 1 11°. Consequentemente, a migracéo e ativacio de células de Langerhans (importante
grupo de células apresentadoras de antigenos localizadas em tecidos epiteliais) fica prejudicada
111_

Apesar da caréncia de estudos sobre a prevaléncia de infecgdes por HPV em tumores de
cabeca e pescogo, sabe-se a partir de estudos relacionados a infeccdo do HPV naregido cervical,
que a maioria das mulheres infectadas consegue eliminar a infecgdo através de uma resposta
imune bem-sucedida. Aproximadamente 10% dessas mulheres desenvolve infecgdo persistente
e uma porcentagem menor ainda (5-10 a cada 100.000 mulheres) desenvolve lesdes malignas.
A evasdo da resposta imune a partir da estimulacdo viral e/ou repressdo de algumas vias de
sinalizacdo é uma das caracteristicas principais de muitas infeccdes virais, incluindo o HPV 12,
Entre 10-15% das mulheres apresentam falhas na organizacdo da resposta imune e
consequentemente desenvolvem infecgéo persistente 3. A integracdo do genoma viral no da
célula hospedeira causa instabilidade gendmica e também leva ao acimulo de mutacGes que
podem levar a imortalizacdo celular e ao desenvolvimento tumoral. 1sso ocorre uma vez que a
integracdo do genoma viral pode causar a pertubacdo da fase de leitura aberta (ORF ou Open
Reading Frame) do gene E2 (que regula a expressdo dos genes virais E6 e E7) que resulta no
aumento da expressdo desses genes 14,

No que toca a resposta imune sistémica, pacientes com tumores de orofaringe HPV+
apresentam, em sangue periférico, nimero mais elevado de células T CD4" e CD8" que sdo
especificas para HPV16 quando comparado a pacientes HPV- ou doadores saudaveis. Tais
respostas especificas para HPV foram demonstradas ao se estimular os linfécitos com peptideos
provenientes das proteinas E6 e E7 de HPV16 11116,

Em relacédo a resposta imune local, destaca-se o papel desempenhado pelos linfdcitos
infiltrantes tumorais (TILs ou tumor infiltrating lymphocytes). Um estudo analisando o
infiltrado inflamatério por imuno-histoquimica envolvendo 280 (220 HPV+ e 60 HPV-)
pacientes com carcinoma de células escamosas de tonsila e base de lingua demonstrou que uma
alta porcentagem de CD8" TILs esta relacionado a um aumento de sobrevida global e livre de
doengas em pacientes HPV+. No grupo de pacientes HPV-, a alta porcentagem de CD8" TILs
associou-se apenas a um aumento de sobrevida global . Tais resultados também foram

observados a partir de estudos in silico com dados do Atlas do Genoma do Cancer (TCGA ou
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The Cancer Genome Atlas) em que altos niveis de assinaturas génicas de células T em tumores
de cabeca e pescogo HPV+ estd associado com o aumento da sobrevida global quando
comparados aos tumores HPV- 118119,

Outro estudo mostrou que os tumores em orofaringe causados por uma infeccdo pelo
HPV apresentam maior infiltrado inflamatorio do que os tumores de cabeca e pescogo causados
por uma infeccdo pelo HPV 2. As células citotoxicas CD8* TILs de tumores de cabeca e
pescoco HPV+ apresentam altos niveis de infiltracdo e ativacao celular, com consequente alta
producéo de citocinas efetoras 2. A resposta imune também tem mostrado a atuagdo de outras
células no combate ao tumor. Linfdcitos T, incluindo CD4" auxiliar, CD4" regulatéria e CD8"
contribuem com a producgéo de uma variedade de citocinas estimuladoras como interferon gama
(IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucinas IL-5 e 1L-4 1%,

Outra populacdo que desempenha importante funcdo na homeostase imune e cujas
funcdes sdo incessantemente pesquisadas e detalhadas em estudos atuais sdo as células T
regulatorias cuja atuacdo equilibra os efeitos inflamatdrios, o que evita uma resposta imune
excessiva. Os estudos publicados sugerem que o balanco entre as células T efetoras e as células
T regulatdrias sdo a chave para explicar por que alguns pacientes possuem melhor prognostico
enquanto outros progridem na doenca. Dentre os estudos identificados, j& foi observado que um
alto nimero de células Foxp3* (como as Tregs), CD4" e CD8" e que sdo especificas para
HPV16, foram encontradas em infiltrados de tumores de cabeca e pescogo . Outro estudo
observou que um alto nivel de células CD8" TILs e uma alta razdo CD8*/Treg esta associado
com o melhor progndstico clinico em pacientes com carcinoma de células escamosas de tonsila
HPV+ e HPV- 122,

15 PROPRIEDADES RELACIONADAS AS CARACTERISTICAS
MOLECULARES DISTINTAS ENTRE TUMORES DE OROFARINGE HPV-E
HPV+

Além das caracteristicas epidemiologicas, patologicas e clinicas, os tumores de
orofaringe HPV+ e HPV- também possuem caracteristicas moleculares distintas. Os tumores
HPV+ sdo mais sensiveis a radioterapia e algumas das possiveis explicacfes para essa diferenca
se encontra no panorama molecular distinto entre os tumores HPV+ e HPV- 12, AlteracGes nas
vias de reparo de DNA, controle do ciclo celular, vias de sinalizacdo mitogénica além das

diferencas no microambiente tumoral s&o algumas das possiveis explica¢Oes para essa distin¢ao
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na resposta a radioterapia. Um bom exemplo disso é que a expressdo do gene SMG-1 (que
desempenha um importante papel na resposta a danos no DNA) é menos expresso em tumores
HPV+ devido a hipermetilacdo de seu promotor e consequente repressao da expressdo desse
gene. Experimentalmente em um sistema in vitro, a deplecéo do gene SMG-1 em células HPV-
torna essas células muito mais sensiveis a radiacdo e a alta expressao desse gene em células
HPV+ as torna mais resistentes a radiacdo 124, Algumas diferencas entre os tumores HPV+ e
HPV- também foram encontradas em relacdo a regulacdo do ciclo celular. Mutagdes no
conhecido gene supressor de tumor TP53 sdo muito mais encontradas em tumores HPV- e quase
inexistentes em tumores HPV+ 125126,

A integracdo do DNA viral no genoma do hospedeiro pode levar a carcinogénese, dessa
forma muitos estudos buscam investigar a influéncia da infeccdo do HPV no desenvolvimento
do carcinoma de orofaringe bem como também no desenvolvimento de aberracdes genéticas,
tais como alteraces nas vias relacionadas ao ciclo celular, ao reparo e replicacdo de DNA, além
da sensitividade ao tratamento (quimio e radioterapia). Muitos estudos buscam identificar
alteracdes frequentes que podem explicar as distin¢des observadas em relacdo ao prognostico e
a resposta a terapia entre as populacdes de tumores. Algumas das estratégias empregadas
buscam, por exemplo, identificar as diferencas entre tumores HPV+ em orofaringe com tumores
HPV+ em outras localizagdes, tumores em orofaringe HPV+ versus tumores HPV-, tumores
em orofaringe relacionados a infeccdo pelo HPV e também estratificado pelos habitos de
tabagismo e por fim, tumores em orofaringe (HPV+ e HPV-) com tecido normal .

Do ponto de vista molecular, os tumores HPV+ demonstram uma certa semelhanca.
Alguns estudos compararam o perfil molecular de tumores HPV+ de cancer cervical, tumores
HPV+ de orofaringe e tumores HPV- de orofaringe. Surpreendentemente, dois grupos
principais foram identificados, um grupo dos tumores HPV+ e um grupo dos tumores HPV-.
Esse mesmo estudo comparou as diferencas causadas pela infeccdo do HPV em tumores de
orofaringe e cavidade oral HPV+ e HPV-. N&o foram notadas diferencgas significativas entre
tumores HPV+ e HPV- na regido da cavidade oral. Porém quando les6es tumorais HPV+ e
HPV- localizadas em orofaringe foram comparados entre si, foram encontradas diferencas
significativas do padrdo de expressdo génica associado a replicacdo e reparo de DNA, ciclo
celular e sensitividade a quimioterapia e radioterapia '2’. Um outro trabalho reforca essas
similaridades entre tumores de orofaringe e cérvix quando comparados com tumores de
orofaringe HPV-. Uma das modifica¢Ges transcricionais mais comumente encontradas em
tumores HPV+ abrange a reducdo da expressédo de genes envolvidos com a resposta imune

(como algumas interleucinas e proteinas induzidas por interferon) 3128,
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Um estudo com dados de microarray (microarranjos de DNA, tecnologia que possibilita
a avaliagdo do padréo diferencial de expressao génica, porém ndo tdo aprofundada como a de
um RNAseq ou sequenciamento de RNA) entre carcinomas de orofaringe HPV+ e HPV- e dados
de epitélio oral normal, identificou varios genes cuja expressdo esta associada a infeccdo pelo
HPV em tumores de orofaringe. Foi demonstrado que os genes envolvidos com a regulacdo do
ciclo celular (CDKN2A), diferenciacéo celular (SFRP4) e reparo de DNA (RAD51AP1) estavam
aumentados nos tumores HPV+ quando comparados com o epitélio normal. Enquanto nos
tumores HPV- os genes envolvidos com a proliferacdo celular (AKR1C3) e regulacdo da
transcricdo (SNAPC1) estavam aumentados quando comparados ao epitélio normal. De forma
interessante, 0s genes envolvidos na estrutura nuclear e meiose (SYCP2), reparo de DNA
(RFC5) e regulacéo da transcri¢do (ZNF238) estavam aumentados nos tumores HPV+ quando
comparados aos tumores HPV- e tecido normal 1%,

Além das diferencas no padrdo de expressdo génica, tumores HPV+ e HPV-
demonstram também padrbes de alteragdes cromossémicas distintas. Amplificacbes e
alteracdes cromossomais sao mais frequentemente encontradas em tumores de orofaringe HPV-
do que nos tumores HPV+. Dessas alteracdes mais comumente encontradas nos tumores HPV-
, 0s ganhos na regido 11913 e as perdas nas regides 3p, 9p e 18q se destacam. J& a perda da
regido 16p predomina entre os tumores HPV+ de orofaringe. A partir dessa observacao de que
tumores de orofaringe HPV- apresentam maior nimero de alteracdes e amplificaces
cromossomais, foi sugerido que a progressao até a malignidade requer um menor ndmero de
alteracBes genéticas em tumores de orofaringe HPV- 126130,

Inicialmente, quando muitos estudos procuravam investigar as mutacdes somaticas
presentes em genes conhecidos e comumente mutados como a TP53 132 varios outros
padrdes mutacionais foram também encontrados em genes e em condicdes clinicas particulares
gue envolviam substituicdes de uma Unica base (que sdo as mais frequentemente encontradas
em genomas tumorais) ou pequenas insercoes ou dele¢des (indels: de insertions e deletions em
inglés). Ha seis tipos de substituicdes de Unica base descritos no DNA (C>A, C>G, C>T, T>A,
T>C e T>G) 3 e muitos desses estudos iniciais descreveram padrées mutacionais Unicos,
também considerando as bases 5° e 3> imediatamente adjacentes a substituicdo 3, como nos
casos de cancer de pele associados com histdrico de exposicdo a radiacdo UV (ultravioleta)
cujas mutacbes C>T ocorrem principalmente em dimeros de pirimidinas, padrdo que
tipicamente se forma apds exposicdo do DNA a radiagdo UV **° ou como nos casos de cancer
de pulméo com histérico de tabagismo (com forte predominéncia de mutacbes C>A gerada

ap0s a exposicdo a um dos carcindgenos presentes no tabaco, o benzopireno) 1%,
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Tais mutacGes somaticas podem ocorrer de forma frequente em tumores devido a
exposicOes a fatores mutagénicos internos e externos, erros no reparo de DNA, erros na
incorporacdo de nucleotideos incorretos por parte da maquinaria de replicacdo de DNA e
modificagbes enzimaticas do DNA %, Tais fatores podem gerar combinagdes Unicas de
mutacdes inseridas em um determinado contexto de trinucleotideos, o que define uma
assinatura mutacional. Varias assinaturas mutacionais descritas foram reunidas e estéo
publicamente disponiveis no banco de dados do Catadlogo de Muta¢bes Somaticas no Cancer
(COSMIC ou Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer) (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic)
que conta com diversas assinaturas mutacionais descritas em genomas tumorais 14138, Algumas
dessas assinaturas, sdo inclusive, associadas com processos especificos como a Assinatura 1 de
substituicdo de base Unica (SBS ou Single Base Substitution), que esta presente em quase todos
os tipos de cancer e esta relacionada com o processo de envelhecimento celular (“clock-like
mutational signature”) 3, a Assinatura 4, que esta relacionada & exposicdo ao tabaco *° e as
Assinaturas 2 e 13, que estdo relacionadas com a atividade da familia de citidinas deaminases
induzida por ativacdo/apolipoproteina B tipo polipeptideo catalitico de edicdo do RNAmM
(AID/APOBEC ou Activation Induced Cytidine Deaminase/APOlipoprotein B mRNA Editing
Catalytic polypeptide-like) 341% que sdo enzimas que tem o DNA como seu substrato e
desempenham importante funcdo de protecdo contra infecgdes virais 42, porém, quando
desreguladas, também sdo descritas como responsaveis pela formacao de mutaces em diversos
genomas de cancer 143, em especial naqueles tumores com infeccdes virais como 0 HPV #4 e o
EBV 1%,

Quando se fala do perfil molecular apresentados por células tumorais, ndo se pode deixar
de mencionar a importancia desempenhada pelo banco de dados publico TCGA. Esse atlas do
perfil molecular tumoral foi resultado de um projeto publico que visou catalogar e disponibilizar
gratuitamente dados de mais de trinta tipos de cancer de todo o mundo. Tal projeto foi criado
em 2005 e atualmente é mantido e supervisionado pelo Instituto Nacional do Cancer (NCI ou
National Cancer Institute) e pelo Instituto Nacional de Pesquisa do Genoma Humano (NHGRI
ou National Human Genome Research Institute) do governo norte-americano. Os dados
presentes nesse banco fornecem um abrangente panorama para a analise de dados a partir do
uso de dados de RNAseq (sequenciamento de RNA), microRNAseq (sequenciamento de
microRNA), DNAseq (sequenciamento de DNA) além de dados sobre o estado de metilagéo do
DNA. A investigacdo dos dados presentes no TCGA por grupos de todo o mundo permitiu o
desenvolvimento de analises multidimensionais que envolvem estratégias que utilizam desde

tipos individuais de cancer, a até mesmo analises abrangentes de pan-cancer (tipo de analise
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cujo objetivo é determinar as alteracGes gendmicas e celulares que sejam diferentemente ou
semelhantemente encontradas em diversos tipos de tumores) que por fim, permitem a ampliagéo
dos conhecimentos sobre os mecanismos envolvidos na tumorigénese 146, Além disso, 0 TCGA
contétm um vasto banco de dados consideravelmente completo com diversos tipos de
informagdes (dados clinicos, dados de sequenciamento de transcriptoma, exoma, entre outros)
que permitem o emprego de diversas estratégias de andlises que elucidem o panorama

transcriptémico, genético e clinico de um mesmo grupo de pacientes.

16 IMPACTO MUTACIONAL E MOLECULAR ASSOCIADO A
ATIVIDADE DA FAMILIA DE CITIDINAS DEAMINASES APOBEC3s

Existem diversos mecanismos de imunidade inata que variam desde a producdo de
moléculas sinalizatdrias, além da inducdo de cascadas proteoliticas até a atuacdo de células
fagociticas em organismos multicelulares. Porém nos altimos 20 anos, um novo mecanismo de
imunidade inata comecou a ser descrito: a atuacdo de uma familia de citidinas deaminases que
defendem o organismo de agentes infeciosos virais e retroelementos endogenos. Nesse
contexto, destaca-se a familia de enzimas AID/APOBEC que é formada por onze genes
conservados evolutivamente 47 que desempenham importante funcio bioldgica em diversos
eventos e tecidos.

As APOBECSs podem ser encontradas em vérias espécies de vertebrados. Os membros
ancestrais da familia das APOBECs sdo encabecados pela AID e APOBEC2 e enquanto as
origens da APOBEC4 ainda nédo estdo muito claras, as APOBEC1 e APOBEC3 sdo os membros
mais jovens na escala evolutiva 4% As APOBEC3s sdo, inclusive, exclusivamente
encontradas em mamiferos, mas o nimero de genes que fazem parte do subgrupo das
APOBEC3s pode variar de acordo com a espécie *°. Os primatas sdo os mamiferos com o
maior nimero de genes de APOBEC3s ja conhecido, sdo sete genes no total ! Os
camundongos possuem, por exemplo, um dnico gene de APOBEC3. Ja os suinos possuem dois
genes de APOBEC3s, enquanto 0s ovinos possuem trés genes de APOBEC3s e os felinos
possuem quatro genes APOBEC3s, por exemplo 1521%,

Com a excecdo das APOBEC2 e APOBEC4 que ainda ndo estdo completamente
caracterizadas, as demais enzimas atuam em diferentes fungGes que variam de processos
responsaveis pela diversidade de anticorpos a partir da hipermutacdo somatica como faz a AID,
edicdo de RNAm como faz a APOBECI até a atuacdo na resposta imune inata contra agentes
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infeciosos virais e retroelementos enddgenos como ocorre pela familia de sete membros das
APOBEC3s 4213 (Figura 5B). A localizagio dos genes das onze APOBECs descritas em
humanos pode também variar. AID e APOBECI estio codificadas pelo cromossomo 12 5515
enquanto que as APOBEC2 e APOBEC4 estdo codificadas pelos cromossomos 6 e 1,
respectivamente °1°8, Ja as APOBEC3s estdo codificadas em tandem pelo cromossomo 22 1*°
(Figura 5A).

A atividade de citidina deaminases das APOBEC3s esta associada a diversos padroes
de mutacbes somaticas encontrados em alguns tipos de tumores. Os padrbes de deaminacdes
encontrados em sitios TpC de DNA exibidas pela atividade de APOBEC3s (Figura 5B) foram
semelhantes a padrdes de assinaturas mutacionais observados em alguns tumores como 0 caso
do céncer de mama %9161 A mutagénese associada a atividade de APOBEC3s também foi
demonstrada em varios outros tipos de tumores humanos como, por exemplo, em cancer de
cabeca e pescoco ou cervical associado a infecgdo pelo HPV, cancer de bexiga, cancer de
pulmao 134162163 & até mesmo em cancer gastrico associado a infecgdo pelo EBV 1.

Um padrdo mutacional ja bem descrito na literatura e que foi associado a atividade das
APOBEC foi, inicialmente, nomeado como kataegis, um processo de geracdo de mutacdes em
forma de cluster (do grego antigo, significa raio, uma analogia a chuva de raios localizada) que
é caracterizado por transi¢fes C>T (em que ap6s a deaminagdo da citosina se forma uma uracila
na fita de DNA que €é posteriormente reparada) e transversdes C>A ou C>G, cujo mecanismo
ocorre pela deaminacdo da citosina em uracila em DNA de fita simples (Figura 5A), seguida da
excisdo da uracila que cria um sitio abasico e, em uma tentativa de reparo, pode ocorrer ou a
insercdo de uma adenina ou em uma insercdo de uma guanina (que resulta nas transversoes
observadas nesse padrdo) 1641, E possivel observar, portanto, que os padrdes de assinaturas
mutacionais atribuidos a atividade de APOBEC (processo observado durante a replicacdo do
DNA ou reparo de DNA por recombinacao) sdo o resultado de danos diretos ao DNA e aos
processos de reparo deste.

A familia das APOBEC3s é formada por sete genes nomeados APOBEC3A,
APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3D, APOBEC3F, APOBEC3G e APOBEC3H ordenados
em tandem e localizados cromossomo 22 ' (Figura 5A). Enquanto as APOBEC3A,
APOBEC3C e APOBEC3H dispdem de um unico dominio de citidina deaminase, as
APOBEC3B, APOBEC3D, APOBEC3F e APOBEC3G dispdem de dois dominios de citidina
deaminase °1. Estudos sugerem que os dominios C-terminal sdo ativos, enquanto os dominios

N-terminal estdo envolvidos na interagio com a molécula de DNA 166,
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As APOBEC3s também exibem diferentes localiza¢Ges celulares durante as diferentes
fases da mitose e, dessa forma, podem ter acesso ao material genético nuclear que pode resultar
na perturbacdo do ciclo celular de células infectadas por agentes infeciosos virais e
retroelementos endogenos. As enzimas APOBEC3A, APOBEC3C e APOBEC3H podem se
localizar, durante a intérfase, tanto no nucleo celular, quanto no citoplasma, ja as enzimas
APOBEC3D, APOBEC3F e APOBEC3G ndo entram em contato com a cromatina durante a
mitose e depois se tornam citoplasmaticas na intérfase. A APOBEC3B é nuclear durante a
intérfase, apesar de também n&o ter acesso a cromatina durante a mitose 1718, As principais
funcgdes celulares atribuidas a atividades das APOBEC3s estdo relacionadas com edigdo de
RNAm 1 catabolismo de DNA exdgeno 17° e indugio de mutagdes em células infectadas com

agentes infeciosos virais e retroelementos endogenos 42154 (Figura 5B).
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Legenda: Chr: cromossomo, Deamination: deaminagdo, Provirus: pré-virus, Producer Cell: célula produtora,
Viral RNA: RNA viral, Ubiquitylation & Degradation: ubiquitinacdo e degradacéo, Incorporation: incorporagéo,
Budding: brotamento, Fusion: fusdo, Target Cell: células alvo, Hypermutation: hipermutacdo e Degradation:
degradacéo.

Figura 5 — Localizacdo e mecanismo de acdo da familia de citidinas deaminases APOBEC. (A)
Localizagdo cromossdmica dos onze membros da familia de citidinas deaminases AID/APOBECSs. Os genes das
APOBEC3s se organizam em tandem e estdo localizados no cromossomo 22. A APOBEC1 e a AID estdo
localizadas no cromossomo 12. As APOBEC2 e APOBEC4 estdo localizadas nos cromossomos 6 e 1,
respectivamente. Os membros da familia de citidinas deaminases APOBEC catalisam uma deaminagao cuja rea¢do
consiste na hidrélise da citosina em uracila. (B) A figura mostra uma representacao ilustrativa da restricdo mediada
pelas APOBEC3s em células infectadas pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV ou Human
Immunodeficiency Virus). Uma célula infectada com o genoma viral possibilita que diversas APOBEC3s sejam
incorporadas em virions em brotamento que contém o material genético viral a ser usado para a infeccdo de novas
células alvo. O genoma viral do HIV pode modular a expressdo das APOBEC3s por meio da proteina acessoria
viral fator de infectividade viral (Vif ou Viral Infectivity Factor) que neutraliza a atividade das APOBEC3s por
meio da formag&o de um complexo enzimatico que ubiquitina as APOBEC3s e assim, as sinaliza para a destruicao
via proteassoma 26S. Apos a fusdo dos virions na célula alvo, as APOBEC3s convertem citosina em uracila e
assim, induzem a degradacdo do DNA ou, se esse mecanismo de conversdao mediada pelas APOBEC3s nao for
reparado por meio das vias de reparo de DNA, induzem a geracao de hipermutagdes somaticas. A permissdo para

reproducdo da imagem 5B encontra-se no Anexo 2.
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Em raz8o das varias diferencas no perfil molecular e imune entre os carcinomas
orofaringeos de células escamosas HPV+ e HPV- serem descritas, evidencia-se aqui uma
necessidade de explorar novos determinantes moleculares e imunoldgicos que contribuem para
tais distin¢des, o que podera futuramente possibilitar o desenvolvimento de novas estratégias

de tratamento e progndstico bem-sucedidas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar por meio da abordagem in silico o panorama imunoldgico, transcricional e
mutacional em carcinoma orofaringeo de células escamosas associados ou nao a infecgdo pelo
HPV como forma de investigar as bases celulares e moleculares por trds da resposta

imunoldgica antitumoral.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizar a resposta imune a nivel celular e molecular e as diferencas provocadas

pela exposicao viral no ambiente tumoral;

o Investigar a infiltracdo inflamatéria em ambientes tumorais associados ou ndo a

infeccdo pelo HPV;

o Explorar a associagéo entre a infeccéo pelo HPV com a atividade mutacional promovida
pela familia de citidinas deaminases AID/APOBEC;

o Integrar os dados imunolégicos e mutacionais como forma de entender o impacto da

atividade de APOBEC3 na resposta imune inflamatéria.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DOS DADOS

Foi utilizado o banco de SNVs (variantes de nucleotideo Unico ou Single-Nucleotide
Variants) somaticas produzidas pelo consércio TCGA-MC3 (descricdo de mutacgdes
multicéntricas em varios tipos de cancer do TCGA ou TCGA Multi-Center Mutation Calling in
Multiple Cancers) 1’3, onde foram detectadas variantes para os 33 tipos de tumores do TCGA
a partir de pares de amostras de exoma tumoral/normal. Foram entdo selecionadas apenas as
variantes do projeto HNSC (Head and Neck Squamous Cell) do TCGA. Além do conjunto de
dados MC3, foram obtidos dados clinicos e de expressdo génica provenientes de
sequenciamento de RNA tumoral do projeto HNSC do TCGA v16.0, n = 528 pacientes (Figura
6). Os pacientes foram filtrados por caracteristicas clinicas, incluindo apenas pacientes com
tumores localizados em tonsila, orofaringe ou base da lingua, em estadio clinico TNM (cTNM)
I, 1, 111 ou IV, com diagnostico histoldgico de carcinoma de células escamosas e sem historico
de tratamento neoadjuvante, totalizando 66 pacientes (em que 18 eram HPV- e 48 eram HPV+).
O estadiamento fornecido pelos dados clinicos do TCGA, e portanto adotado nesse trabalho,
segue a conduta descrita pela 62 e a 72 edicdo do protocolo de classificacdo clinica publicado
pela UICC 118, Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
do A.C. Camargo Cancer Center / Fundacdo Antbnio Prudente e pela Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP), sob 0 n° 2811/19 (Anexo 3).
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Legenda: TCGA: o atlas do genoma do cancer (The Cancer Genome Atlas); HNSC: carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescoco (Head-Neck Squamous Cell Carcinoma); Base of Tongue: base de lingua;
Oropharynx: orofaringe; Tonsil: tonsila; SNV: variantes de nucleotideo Unico (Single-Nucleotide Variants);
RNAseq: sequenciamento de RNA (RNA sequencing); DEGs: genes diferencialmente expressos (Differentially
Expressed Genes).

Figura 6 — Fluxograma que apresenta o delineamento experimental in silico desse estudo. A

partir da base de dados TCGA, trés categorias de dados (SNV, RNAseq e dados clinicos) foram exploradas em
diversas analises descritas na sessdo de materiais e métodos. A integracdo dos dados analisados ocorreu por meio

de regressdo logistica.

3.2 CLASSIFICACAO DO STATUS VIRAL EM HPV- E HPV+

As amostras foram classificadas como positivas para o0 HPV (HPV+) utilizando uma
definicdo empirica de deteccdo de 1.000 reads de RNASeq mapeados alinhando-se
principalmente aos genes virais E6 e E7 '?° (52 dos 66 pacientes analisados). Para aqueles
pacientes em que ndo estava disponivel os dados em formato BAM (mapas de alinhamento

binario ou Binary Alignment Map) para o alinhamento com 0s genes virais, a classificacdo
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histologica por imuno-histoquimica pl16 disponibilizada pelos dados clinicos (14 dos 66

pacientes analisados), foi utilizada para classificar o status de HPV.
3.3 CLASSIFICACAO DO STATUS DE TABAGISMO

A variavel tabagismo foi classificada de forma binaria a partir da divisdo por carga
tabagica empregada por Ang et al. em 2010 8 que é considerada a mais consolidada do ponto
de vista epidemioldgico e clinico. Nessa classificacdo, os pacientes sdo considerados como
“ndo-tabagista” quando se declararam como “ndo fumante ao longo da vida” ou quando o
consumo tabagico foi < 10 anos-maco e 0s pacientes sdo considerados como “tabagista” quando
0 consumo tabagico foi > 10 anos-maco. Tal classificacdo €, inclusive, também empregada pelo
TCGA em seu estudo abrangente sobre a caracterizacdo genética de tumores de cabeca e

Pescoco que empregou toda a coorte do projeto HNSC-TCGA disponivel até entdo 1%
3.4 NORMALIZACAO E COMPARACAO DE GENES IMUNES

Os dados de expresséo génica foram normalizados em valores FPKM (fragmentos por
quilo base por milhdo ou Fragments Per Kilobase Million) e comparados entre os grupos HPV-
e HPV+ pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, em que o nivel de significancia foi fixado
em 0,05.

3.5 DETERMINACAO DOS SCORES IMUNE, ESTROMAL E DE PUREZA
DE TUMOR

Uma vez que o microambiente tumoral € um ambiente complexo formado por diversas
populacbes distintas (associadas ao tumor), além das proprias células tumorais, 0s scores
imune, estromal e de pureza de tumor foram determinados pelo software ESTIMATE 17
v1.0.13, a partir dos dados de expressdo génica normalizados. Tal metodologia infere as fracdes
tumoral, imune e estromal a partir de assinaturas de expressao génicas identificadas por uma
analise ssGSEA (analise de enriquecimento de conjunto de genes de amostra Unica ou single-
sample Gene Set-Enrichment Analysis), que infere um score que prediz o nivel de infiltragdo

imune e estromal, e dessa forma, a pureza tumoral também pode ser estimada.
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3.6 ESTIMATIVA DA ABUNDANCIA DE INFILTRADO INFLAMATORIO

Os niveis de expressdo génica normalizados em FPKM foram utilizados no software
CIBERSORT 1®v1.05, para estimar a propor¢do dos 22 tipos de células inflamatdrias presentes
em cada amostra, incluindo sete tipos de célula T, células B naive e de memoria, células
plasmaticas, células NK e subconjuntos de células mieloides e também no software MCP-

counter 176

v1.2.0, para estimar a populacédo de 8 tipos de celulas imunes, incluindo células T
CD3 e CD8, linhagem de mondcitos, células dendriticas mieldides e neutréfilos, assim como 2

tipos de células estromais, incluindo células endoteliais e fibroblastos.

3.7 ANALISE MUTACIONAL

A estimativa e extragdo das assinaturas mutacionais de novo foi realizada pelos
softwares signeR 177 v1.18.0, desenvolvido pelo Laboratério de Bioinformatica e Biologia
Computacional do A.C. Camargo Cancer, MutationalPatterns 8 v3.2.0, SomaticSignatures 17°
v2.28.0, e sigProfiler ¥ v1.1.0. A abordagem fitting de assinaturas mutacionais foi realizada
pelos softwares deconstructSigs 8! v1.8.0, MutationalPatterns e sigProfiler incorporados em
um pipeline desenvolvido in house. Entdo os resultados de todos os métodos foram comparados
a fim de identificar e extrair as assinaturas comuns a todos (consenso), ou em mais de um
método, para aumentar a acuracia na determinacdo dos processos mutacionais presentes nas
amostras. A similaridade das assinaturas encontradas com aquelas disponiveis de substituicdo
de base Unica no COSMIC (v2) (https://cancer.sanger.ac.uk/signatures/sbs/) foi avaliada pela a
similaridade dos cossenos, onde O representa nenhuma similaridade e 1, alta similaridade. As
assinaturas que apresentaram valores de similaridade acima de 0,60 foram consideradas nas

analises.

3.8 ANALISE DE EXPRESSAO DIFERENCIAL

A partir dos valores de expressdo génica dos pacientes do TCGA, obtidos por RNAseq,
foi realizada uma analise de expressdo diferencial por meio do software DESeq2 &2 v1.32.0
para avaliar os genes diferencialmente expressos (DEG ou Differentially Expressed Genes)
entre pacientes HPV- e HPV+, em que o grupo HPV- foi considerado como a categoria de

referéncia. Foram definidos como diferencialmente expressos os genes com log2FoldChange >
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0,5 ou log2FoldChange < -0,5 e valor-p ajustado < 0,05. O método de Benjamini-Hochberg foi
utilizado para ajustar o valor-p.

3.9 FORMA DE ANALISE DE RESULTADOS

Para as andlises in silico de dados bioldgicos, foram desenvolvidos scripts nas

linguagens de programagdo R e Python que possuem os repositorios Bioconductor 18

e
Bioconda #* com uma vasta quantidade de pacotes para analises desse tipo de dados. As
analises estatisticas foram realizadas pela linguagem de programacao R e pelo software SPSS®

(IBM®) v25. O nivel de significancia dos testes foi fixado em 0,05.
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4. RESULTADOS

Um total de dados de RNAseq de 66 pacientes (18 HPV- e 48 HPV+) com carcinoma
orofaringeo de células escamosas (em que os dados foram coletados das seguintes localiza¢des:
orofaringe, base de lingua e tonsila) foram obtidos no banco de dados publicos TCGA. De
forma geral, os pacientes HPV- apresentaram média e mediana em idade maiores, além de uma
faixa etaria composta por pessoas mais velhas e com predominancia de pacientes tabagistas, do
sexo masculino e com tumores em estadio avangado (classificacdes 11l e IV do cTNM). Por
outro lado, os pacientes HPV+ apresentaram media e mediana em idades menores, uma faixa
etaria mais jovem, com predominancia de tumores localizados em tonsila, pacientes nao-

tabagistas, do sexo masculino e também em estadio avancado (Tabela 1).



Tabela 1 — Informacdes clinicas e histopatologicas das amostras de carcinoma de células

escamosas de orofaringe disponiveis no TCGA.

Pacientes
Variavel
HPV- HPV+ p-valor Total
n° de pacientes 18 (27,27%) 48 (72,73%) 66 (100%)
Idade (anos)
Média 60,94 55,46 . 56,95
. 0,03746™
Mediana 61,5 56,0 56,5
Amplitude 48-79 35-77 35-79
Sexo
Feminino 5 (7,58%) 4 (6,06%) 9 (13,64%)
) 0,05474°
Masculino 13 (19,70%) 44 (66,66%) 57 (86,36%)
Sitio anatébmico
Tonsila 6 (9,09%) 34 (51,52%) 40 (60,61%)
Base de lingua 8 (12,12%) 12 (18,18%) 0.007951" 20 (30,30%)
Orofaringe 4 (6,06%) 2 (3,03%) 6 (9,09%)
Consumo de tabaco
N&o-tabagista
3 (4,55%) 25 (37,88%) 28 (42,42%)
(< 10 anos-maco) .
) 0.01556™
Tabagista
10 (15,15%) 18 (27.27%) 28 (42,42%)
(> 10 anos-maco)
Sem informacéo 5 (7,58%) 5 (7,58%) 10 (15,15%)
Estadio cTNM (62 ed)
1-11 1(1,52%) 2 (3.03%) 1° 3 (4,55%)
H-1v 3 (4,55%) 11 (16,67%) 14 (21,21%)
Estadio cTNM (72 ed)
1-11 4 (6,06%) 7 (10,61%) 0,706" 11 (16,67%)

HI-1v

10 (15,15%)

28 (42,43%)

38 (57,58%)

*, p-valor <0,05; a, teste T para amostras independentes; b, teste exato de Fisher.

Curvas de sobrevida em funcdo do status viral foram tragadas utilizando o estimador
Kaplan-Meier e comparadas de forma univariada pelo teste Log-rank. Os pacientes HPV+
apresentaram maior probabilidade de sobrevida global em 100 meses quando comparados aos
pacientes HPV- (Figura 7).
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Figura 7 — Curva de sobrevida global em funcéo do status viral. Os pacientes HPV+ possuem maior

sobrevida global quando comparados aos pacientes HPV-. As curvas de sobrevida foram apresentadas em curvas

de Kaplan-Meier e comparadas de forma univariada pelo teste estatistico Log-rank.

Ao se avaliar os niveis de expressao de diversos marcadores que se destacam na resposta
imune e sdo frequentemente empregados em diversos estudos e que também foram comparados
pelo teste U de Mann-Whitney (por dados de expressdo normalizados em valores FPKM) e
dentre os marcadores inflamatorios e citotoxicos, destacaram-se os marcadores PRF1, IL17F,
IL12A, IL23A, GZMB, IL12B, IFNG, IL2, GZMA e IL17A que mostraram uma tendéncia de
apresentar niveis mais elevados nos pacientes HPV+ e os marcadores IL8, IL1B, IL1A e IL6
que exibiram uma tendéncia de apresentar niveis mais elevados nos pacientes HPV- (Figura
8A). Ja para os marcadores de supressao e exaustdo, destacaram-se diferencas nos marcadores
ENTPD1(CD39), HAVCR2 (Tim-3), LAG3, ITGAE (CD103), CTLA4, PDCD1 (PD-1) e
FOXP3 que tenderam a estar mais expressos nos pacientes HPV+ e diferencas no marcador

TGFBL1 que tendeu a estar mais expresso nos pacientes HPV- (Figura 8B).
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Figura 8 — Principais marcadores de inflamacéo/citotoxicidade e supressdo/exaustdo. Tumores

HPV+ apresentaram perfil mais inflamatério e com maior tendéncia de expressdo de marcadores de

supressao/exaustdo (Figuras A e B). Os valores de expressdo foram normalizados em FPKM e 0s grupos
comparados pelo teste U de Mann-Whitney (*, p-valor < 0,05; **, p-valor < 0,001; ***_ p-valor < 0,0001; **%*%*
p-valor < 0,00001).
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Dentre os marcadores pro-inflamatérios, destacaram-se os marcadores STAT3, NFKB2,
IL17F, NFKB1, NOS2, IL12A, IL23A, RELB, IL12B, IFNG, IL2 e IL17A que mostraram uma
tendéncia de apresentar niveis de expressdo mais elevados nos pacientes HPV+ e os marcadores
HIF1A, IL8, IL1B, IL1A e IL6 que tenderam a apresentar niveis de expressdo mais elevados nos
pacientes HPV- (Figura 9A). J& para os marcadores anti-inflamatérios, destacou-se a diferenca
observada para o0 marcador TGFB1 que tendeu a estar aumentado nos pacientes HPV- (Figura
9B).
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Figura 9 — Principais marcadores pro e anti-inflamatdrios. Sustentando o que foi observado na figura
anterior, os tumores HPV+ apresentaram perfil mais inflamatério (Figuras A e B). Os valores de expressao foram
normalizados em FPKM e os grupos comparados pelo teste U de Mann-Whitney (*, p-valor < 0,05; **, p-valor <
0,001; ***, p-valor < 0,0001; **** p-valor < 0,00001).
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Os scores imunes, estromais e de pureza de tumor dos dados foram calculados pelo
software ESTIMATE 1" e os valores gerados em cada grupo foram comparados entre si pelo
teste U de Mann-Whitney. O grupo HPV+ apresentou o score imune significativamente
aumentado, enquanto que o grupo HPV- apresentou o score estromal significativamente
aumentado (Figura 10).
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Figura 10 — Comparag&o entre 0s scores imune, estromal e de pureza de tumor entre 0S grupos.

Os pacientes HPV+ possuem score imune aumentado e score estromal diminuido em relagdo aos pacientes HPV-
. Os valores gerados pelo software ESTIMATE foram comparados pelo teste U de Mann-Whitney.

A partir da analise de deconvolucio gerada pelo software CIBERSORT ! as
populacdes de 22 tipos de células foram estimadas no infiltrado inflamatério dos dois grupos e
comparadas pelo teste U de Mann-Whitney. As populacdes de células T CD4 naive, mondcitos
e eosinofilos geraram scores igual a zero para a maioria dos pacientes e foram excluidas do
gréfico a seguir. As populacdes de células B de memoria, células T CD8, células T CD4 de
memoria ativada, células T CD4 foliculares (Tth ou T Follicular Helper Cell), células T
regulatorias (Treg) e células T gama delta apresentaram-se significativamente mais abundantes
nos tumores HPV+ e por outro lado, as células T CD4 de memdria em repouso, macréfagos
MO, mastocitos ativados e neutrdfilos apresentaram-se significativamente mais abundantes nos
tumores HPV- (Figura 11).
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Infiltrate composition
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Legenda: Absence: HPV- e Presence: HPV+.
Figura 11 — Infiltrado inflamatorio em tumores de pacientes HPV- e HPV+. Os resultados

mostrados incluem populagdes de célula T, células B, células plasmaticas, células NK e subconjuntos mieloides.
As células foram estimadas a partir do software CIBERSORT e 0s scores gerados em cada grupo comparados pelo

teste U de Mann-Whitney (*, p-valor < 0,05; **, p-valor < 0,001; *** p-valor <0,0001; ****_ p-valor <0,00001).

Além disso, o software MCP-counter também foi utilizado para estimar a abundancia
de 10 populacdes, em que 8 dessas populacGes sdo imunes, além de fibroblastos e células
endoteliais. Os grupos estudados foram comparadas pelo teste U de Mann-Whitney, em que as
populacdes de células T, células T CD8, linhagem B, células NK e células dendriticas mieldides
apresentaram-se significativamente mais abundantes nos tumores HPV+, enquanto que a
populacéo de fibroblastos apresentou-se significativamente mais abundante nos tumores HPV-
(Figura 12).
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Infiltrate composition by MCP-counter
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Legenda: Absence: HPV- e Presence: HPV+.
Figura 12 — Infiltrado inflamatorio em tumores de pacientes HPV- e HPV+. Os resultados

mostrados incluem popula¢des de célula T, linhagem B, células NK, subconjuntos mieloides e células estromais.
As células foram estimadas a partir do software MCP-counter e os scores gerados em cada grupo comparados pelo
teste U de Mann-Whitney (**, p-valor < 0,001; ***, p-valor < 0,0001; **** p-valor < 0,00001).

A partir dos dados SNVs somaticos dos casos de carcinoma de orofaringe disponiveis
pelo projeto TCGA-MC3, andlises foram realizadas pelos softwares MutationalPatterns 178,
SomaticSignatures 179, signeR 17 e SigProfiler 18 que extrairam as assinaturas mutacionais por
uma abordagem de novo (do latim de novo significa “desde o inicio”), a fim de identificar os
processos mutacionais presentes nas amostras analisadas, de forma que essas assinaturas
geradas fossem, entdo, comparadas com as assinaturas de substituicdo de base Unica ja descritas
pelo catalogo COSMIC (v2).

As assinaturas extraidas de novo pelo software MutationalPatterns (assinaturas S1 e S2
como na Figura 13) mostraram principalmente variagdes C>A, C>G e C>T e, no caso da
assinatura S1, também mostraram algumas variagbes T>A, T>C e T>G. Quando comparadas
as 30 assinaturas mutacionais de substituicdo de base unica descritas pelo COSMIC (v2) (Figura
17), a assinatura S1 demonstrou alta similaridade com as Assinaturas 2 (similaridade = 0,87) e
13 (similaridade = 0,75) ja descritas no COSMIC (v2), enquanto que a assinatura S2
demonstrou alta similaridade com as Assinaturas 1 (similaridade = 0,91) e 6 (similaridade =

0,85) descritas no COSMIC (v2). A matriz de similaridades entre as assinaturas mutacionais
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extraidas de novo e as assinaturas mutacionais presentes no catalogo COSMIC (v2) se encontra
no Apéndice 1.
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Figura 13 — Assinaturas mutacionais extraidas pela abordagem de novo do software

MutationalPatterns. A Figura mostra as principais variagdes em Gnico nucleotideo encontradas nas assinaturas

construidas (S1 e S2) pelo software utilizado.

As assinaturas construidas de novo pelo software SomaticSignatures (assinaturas S1, S2
e S3 como na Figura 14) mostraram principalmente variagcdes C>A, C>G e C>T e, no caso das
assinaturas S1 e S3, também mostraram algumas variagcbes T>A, T>C e T>G. Quando
comparadas as 30 assinaturas mutacionais de substitui¢do de base Unica descritas pelo COSMIC
(v2) (Figura 17), a assinatura S1 demonstrou alta similaridade com as Assinaturas 1
(similaridade = 0,63) e 2 (similaridade = 0,62) descritas no COSMIC (v2).
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Figura 14 — Assinaturas mutacionais extraidas pela abordagem de novo do software
SomaticSignatures. A Figura mostra as principais variagdes em tnico nucleotideo encontradas nas assinaturas

construidas (S1, S2 e S3) pelo software utilizado.

As assinaturas construidas de novo pelo software signeR (assinaturas S1, S2 e S3 como
na Figura 15) mostraram principalmente variagdes C>A, C>G e C>T e, no caso da assinatura
S3, também mostraram algumas variacbes T>A, T>C e T>G. Quando comparadas as 30
assinaturas mutacionais de substituicdo de base Unica descritas pelo COSMIC (v2) (Figura 17),
a assinatura S1 demonstrou alta similaridade com a Assinatura 2 (similaridade = 0,70) descrita
no COSMIC (v2) e a assinatura S2 demonstrou alta similaridade com as Assinaturas 1
(similaridade = 0,96) e 6 (similaridade = 0,75) descritas no COSMIC (v2).
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Figura 15 — Assinaturas mutacionais extraidas pela abordagem de novo do software signeR. A

Figura mostra as principais variacdes em Unico nucleotideo encontradas nas assinaturas construidas (S1, S2 e S3)

pelo software utilizado.

As assinaturas construidas de novo pelo software SigProfiler (assinaturas A, B e C como

na Figura 16) mostraram principalmente variagdes C>A, C>G e C>T e, no caso da assinatura

C, também mostraram algumas variagdes T>A, T>C e T>G. Quando comparadas as 30

assinaturas mutacionais de substituicdo de base Unica descritas pelo COSMIC (v2) (Figura 17),

a assinatura A demonstrou alta similaridade com as Assinaturas 2 (similaridade = 0,85) e 13

(similaridade = 0,76) descritas no COSMIC (v2) e a assinatura B demonstrou alta similaridade
com as Assinaturas 1 (similaridade = 0,95) e 6 (similaridade = 0,85) descritas no COSMIC (v2).
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SigProfiler. A Figura mostra as principais variagdes em dnico nucleotideo encontradas pelas assinaturas

construidas (A, B e C) pelo software utilizado. Os pardmetros Stability e Total Mutations exibidos significam valor

calculado de similaridade dos cossenos e total de mutagdes, respectivamente.
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Figura 17 — Comparacdo das similaridades apresentadas pelas assinaturas extraidas de novo

com as 30 assinaturas descritas pelo COSMIC (v2). Para o software MutationalPatterns, a assinatura S1
demonstrou alta similaridade com as Assinaturas 2 e 13 descritas no COSMIC (v2), enquanto que a assinatura S2
demonstrou alta similaridade com as Assinaturas 1 e 6 descritas pelo COSMIC (v2). Para o software
SomaticSignatures, a assinatura S1 demonstrou alta similaridade com as Assinaturas 1 e 2 descritas no COSMIC
(v2). Para o software SigneR, a assinatura S1 demonstrou alta similaridade com a Assinatura 2 descrita pelo
COSMIC (v2), enquanto que a assinatura S2 demonstrou alta similaridade com as Assinaturas 1 e 6 descritas pelo
COSMIC (v2). Para o software SigProfiler, a assinatura A demonstrou alta similaridade com as Assinaturas 2 e
13 descritas no COSMIC (v2), enquanto que a assinatura B demonstrou alta similaridade com as Assinaturas 1 e
6 descritas pelo COSMIC (v2).

Também a partir dos dados SNVs somaéticas dos casos de carcinoma de orofaringe
disponiveis pelo projeto TCGA-MC3, uma analise mutacional a partir da abordagem fitting (do
inglés fitting significa “por encaixe” ou “ajustado”) foi também realizada pelo software
deconstructSigs ®!. Nessa abordagem, sdo utilizadas assinaturas ja conhecidas e pré-
selecionadas (nesse caso foram selecionadas as assinaturas de substituicdo de base Unica 1, 2,

1
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0.6

0.4
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6 e 13 do COSMIC (v2)), com o intuito de quantificar a contribui¢do dessas assinaturas para o
perfil mutacional de cada amostra.

O teste estatistico de Wilcoxon nao pareado (também conhecido como teste U de Mann-
Whitney) foi realizado para comparar se nos grupos analisados (HPV- e HPV+) ha diferencas
entre os tipos de assinaturas mutacionais presentes identificadas pelo software deconstructSigs
(padrdes de Assinaturas Mutacionais 1, 2, 6 e 13). Observa-se que 0s pacientes com carcinoma
de orofaringe HPV+ tenderam a estar mais expostos as Assinaturas Mutacionais 1 (atribuido ao
processo de envelhecimento celular) e 2 (atribuido a atividade da familia de citidinas

deaminases AID/APOBECs) quando comparados aos pacientes HPV- (Figura 18).

Signatures comparisons between groups
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Legenda: Absence: HPV- e Presence: HPV+.
Figura 18 — Comparacdo entre os padrdes de assinaturas mutacionais em cada grupo (HPV- e

HPV+) selecionados e analisados pela abordagem fitting realizada pelo software

deconstructSigs. Pacientes com carcinoma de orofaringe HPV+ tenderam a apresentar uma maior exposigao as

Assinaturas Mutacionais 1 e 2. O teste de Wilcoxon néo pareado (teste U de Mann-Whitney) foi utilizado para

avaliar se ha diferenca na contribuicdo dessas assinaturas entre as amostras HPV- e HPV+.

Dada a observacdo sobre o impacto que a Assinatura Mutacional 2 (associada a

atividade da familia de citidinas deaminases AID/APOBECs) exerce sobre os pacientes HPV+
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em carcinoma de orofaringe, nds investigamos a influéncia dessas enzimas no contexto tumoral,
particularmente as APOBECs da familia 3, que esta associada a diversos padrdes de mutagdes
somaticas encontrados em tumores. Ao se avaliar os niveis de expressdo de diversos membros
dessa familia de enzimas nos grupos analisados e comparados pelo teste U de Mann-Whitney
(por dados de expressdo normalizados em valores FPKM), observou-se que diversas
APOBEC3s exibiram uma tendéncia de expressdo aumentada nos tumores HPV+ quando

comparadas aos pacientes HPV- (Figura 19).
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Legenda: Absence: HPV- e Presence: HPV+.
Figura 19 — Comparacdo dos niveis de expressdo dos diversos membros da familia

APOBEC3s. Diversas APOBEC3s tenderam a possuir expressio aumentada nos tumores HPV+. Os valores de

expressao foram normalizados em FPKM e 0s grupos comparados pelo teste U de Mann-Whitney (****, p-valor
<0,00001).

Os niveis de expressdo normalizados em FPKM dos marcadores imunes e das
APOBEC3s (também exibidos nas Figuras 8, 9 e 19, respectivamente) mostrou diversos
aspectos interessantes em relacdo ao panorama transcriptdmico entre os grupos e, para validar
esses padrdes observados, foi realizada uma outra avaliagdo com o auxilio do software DESeq2
182 que permite analisar, de forma global, os genes diferencialmente expressos entre 0s grupos
a partir de testes de multiplas comparacgdes. O grupo HPV- foi considerado como a categoria

de referéncia para essa analise e no Volcano Plot exibido a seguir, € possivel observar que
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diversos genes associados as APOBECS3s, genes de supressdo/anti-inflamatdrios e da resposta
imune citotdxica/inflamatdria (pontos na cor rosa, verde e azul respectivamente) apresentaram-
se diferencialmente expressos e aumentados nos pacientes HPV+ (como foi também
demonstrado nas Figuras 8, 9 e 19). A principal diferenca notada foi para o gene TGFB1 que
se encontrou diminuido nos pacientes HPV+ (informacdo que foi também demonstrada pela
Figura 9B). Cada ponto nesse grafico representa um gene e dos trés grupos que foram
evidenciados no gréafico, dois genes de cada categoria foram tambem destacados com 0s seus
nomes (APOBEC3B, APOBEC3H, TGFB1, PDCD1, GZMB e IFNG) (Figura 20). O quadro
com os valores de log2FoldChange e p-valor ajustado da andlise diferencial dos genes exibidos
nas Figuras 8, 9 e 19 e que foi conduzido pelo software DESeq?2 se encontra no Apéndice 2.
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Figura 20 — Representagdo grafica dos DEGs a partir de um Volcano Plot. Os pontos dispersos
representam os genes diferencialmente expressos identificados pelo software DESeq2. No eixo X é mostrado o
LogzFoldChange enquanto que no eixo Y é mostrado o -Logio do p-valor ajustado. Os pontos a direita representam
os genes diferencialmente expressos e aumentados nos pacientes HPV+ quando comparados com 0s pacientes
HPV- e os pontos a esquerda representam os genes diferencialmente expressos e diminuidos nos pacientes HPV+
guando comparados com os pacientes HPV-. A maioria dos DEGs encontrados sdo representados pela cor cinza,

porém alguns genes de interesse foram destacados como € o caso dos genes que indicam as APOBEC3s (em rosa)
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e que também foram citados na Figura 19, genes considerados supressores ou de exaustdo (em verde) e 0s genes
considerados pro-inflamatdrios ou citotoxicos (em azul), ambos citados nas Figuras 8 e 9. Alguns genes de cada

uma das categorias destacadas também foram evidenciados com os seus nomes nessa Figura.

Para avaliar o perfil transcricional imune dos grupos analisados, foi feito um heatmap
com agrupamento ndo supervisionado hierarquico e distancia euclidiana com os genes imunes
e das APOBEC3s (destacados também nas Figuras 8, 9 e 19, respectivamente). Essa abordagem
visual permitiu a visualizacdo de dois grandes grupos exibidos pelo dendrograma horizontal
(que separa os pacientes): um cluster superior maior (evidenciado pelo quadro rosa e nomeado
como ‘cluster 1") de maioria HPV+ e ndo-tabagista e um cluster inferior menor (evidenciado
pelo quadro azul e nomeado como ‘cluster 2') de maioria HPV- e tabagista. E interessante notar
como ocorreram alguns agrupamentos génicos em relacdo ao cluster 1 e ao cluster 2. Observa-
se um grupo formado por diversos genes envolvidos na resposta inflamatéria (formado pelos
genes NFKB2, RELB, NFKB1, GZMA, GZMB e PFR1) que exibiu um perfil mais intenso de
expressdo nos pacientes do cluster 1 de maioria HPV+ e também é possivel identificar um grupo
com alguns genes associados a lesdo celular e a resposta imune inata (formado pelos genes IL8,
IL1B, IL1A e PTGS2) mais intensamente expressos no cluster 2 de maioria HPV-. Ha também
um outro grupo com diversos genes associados a uma resposta imune adaptativa (com diversos
genes envolvidos na citotoxicidade e supressdo como os genes NOS2, PDCD1, IFNG e IL10)

menos intensamente expresso no cluster 2 de maioria HPV- (Figura 21).
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Legenda: Absence: HPV- e Presence: HPV+.
Figura 21 — Heatmap do perfil transcricional imune do carcinoma orofaringeo de células

€scamosas. A Figura mostra o perfil transcricional a partir dos valores de expressdo normalizados em FPKM
dos genes imunes citados nas Figuras 8 e 9 e dos genes das APOBEC3s citados na Figura 19. Nas barras laterais,
é possivel observar a classificacdo do status de HPV e de tabagismo em cada paciente. O dendrograma horizontal
mostra a divisdo dos pacientes em dois grandes clusters: um cluster superior maior que contém, em sua maioria,
pacientes HPV+ e ndo-tabagistas (‘cluster 1' evidenciado dentro do quadro rosa) e um cluster inferior menor que
contém, em sua maioria, pacientes HPV- e tabagistas (‘cluster 2' evidenciado dentro do quadro azul). Os clusters
citados apresentam padrdes de expressao génicas distintos entre si, com predominancia de genes associados a uma
resposta imune inata e lesdo tecidual no cluster de maioria HPV- e predominéancia de genes associados a uma
resposta imune adaptativa (genes associados a inflamag&o e supressdo) no cluster de maioria HPV+. Os valores

de expressao dos genes exibidos foram normalizados em FPKM.

A mesma abordagem visual (heatmap de agrupamento ndo supervisionado hierarquico
e disténcia euclidiana) foi empregada para fazer a visualizacdo do perfil de abundancia de
infiltrado imune presente nos pacientes e estimados pelos softwares CIBERSORT e MCP-
counter (como também destacado nas Figuras 11 e 12, respectivamente), assim como também
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do perfil de expressdo génica das APOBEC3s (como também destacado na Figura 19). Em
ambas as Figuras 22 A e B, a formacao de dois grandes clusters (pelo dendrograma horizontal)
€ novamente observada entre os pacientes de forma semelhante ao heatmap anterior (Figura
21), com um cluster superior maior que abrange, em sua maioria, os pacientes HPV+ e néo-
tabagistas (evidenciado pelo quadro rosa) e um cluster inferior menor que abrange,
principalmente, os pacientes HPV- e tabagistas (evidenciado pelo quadro azul). O agrupamento
dos genes das APOBEC3s ocorreu de forma interessante e também semelhante aos dados
apresentados na Figura 19, em que as APOBEC3s apresentaram um perfil de expressdo mais
intensa no cluster superior que também contém maioria HPV+ (Figura 22 A e B). No tocante
os dados de infiltrado inflamatério, tanto para a Figura 22A, quanto para a Figura 22B, o
destaque vai para as células T CD8", que segregaram de forma interessante e se apresentaram
predominantemente abundantes nos pacientes que pertencem ao cluster superior de maioria
HPV+. Ja em relacdo aos pacientes que pertencem ao cluster inferior de maioria HPV-, as
populacbes de macr6fagos MO (Figura 22A) e fibroblastos (Figuras 22B) apresentaram-se

predominantemente abundantes.
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Legenda: Absence: HPV- e Presence: HPV+.
Figura 22 — Heatmaps dos perfis inflamatérios e perfil transcricional por ABOBEC3s do

N

carcinoma orofaringeo de células escamosas. As Figuras A e B mostram, a esquerda, o perfil
transcricional a partir dos valores de expressdo normalizados em FPKM dos genes das APOBEC3s (citados na
Figura 19). A direita, as Figuras A e B mostram os perfis inflamatérios a partir dos valores absolutos gerados pelos
algoritmos de deconvolucdo CIBERSORT (Figura A) e MCP-counter (Figura B), como também destacado pelas
Figuras 11 e 12, respectivamente. Nas barras laterais, € possivel observar a classificacdo do status de HPV e de
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tabagismo em cada paciente. O dendrograma horizontal mostra a divisdo dos pacientes em dois grandes clusters:
um cluster superior maior que contém, em sua maioria, pacientes HPV+ e ndo-tabagistas (evidenciado dentro do
quadro rosa) e um cluster inferior menor que contém, em sua maioria, pacientes HPV- e tabagistas (evidenciado
dentro do quadro azul). Diversas APOBEC3s apresentaram perfil de expressdo génica distintos entre os dois
clusters indicados pelo dendrograma maior. Em relagdo as abundancias do infiltrado inflamatério exibidos pelos
softwares CIBERSORT e MCP-counter, destaca-se aqui o perfil distinto da abundancia das células T CD8",
macrofagos MO (Figura A) e fibroblastos (Figura B) entre os dois clusters observados. Os valores de expressao
das APOBEC3s exibidas foram normalizados em FPKM.

Os scores gerados pelo software ESTIMATE foram correlacionados (correlacdo de
Spearman) com os valores normalizados de expressdo dos diversos membros da familia de
APOBEC3s (destacados também nas Figuras 10 e 19, respectivamente). A escala de cor
apresentada nos graficos esta relacionada ao sentido da correlagdo (tons de vermelho indicam
correlagdes progressivamente positivas e tons de azul indicam correlagdes progressivamente
negativas). Ambos os grupos (HPV- e HPV+) apresentaram os diversos membros da familia de
APOBEC3s com moderada correlacdo positiva e fraca/moderada correlacdo negativa com o
score imune e a pureza tumoral, respectivamente (Figura 23 A e B). O quadro com os valores
do coeficiente de correlagdo de Spearman e p-valor das correlacGes entre os scores gerados pelo
software ESTIMATE e os valores de expressdo normalizados das APOBEC3s se encontra no

Apéndice 3.
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Figura 23 — Matrizes de correlacdo entre os scores gerados pelo software ESTIMATE e 0s

valores de expressdo normalizados das APOBECS3s. Diversos membros da familia de APOBEC3s



54

apresentaram nos grupos HPV- e HPV+ (Figuras A e B) moderada correlagdo positiva com o score imune e
fraca/moderada correlacdo negativa com a pureza tumoral. Os valores de expressdo das APOBEC3s foram

normalizados em FPKM e as correlagdes apresentadas foram por correlagdo de Spearman.

Com o objetivo de integrar os dados gerados anteriormente, modelos de regressao
logistica simples e maltiplos binomiais foram construidos. A variavel dependente selecionada
foi o status viral (HPV- ou HPV+) e as varidveis independentes selecionadas foram assinatura
génica apresentada, score de infiltrado de linfécitos T CD8 gerado pelo software CIBERSORT
e score de Assinatura Mutacional 2 gerado pelo software deconstructSigs. Essas variaveis
foram escolhidas fundamentadas nos resultados gerados nas analises anteriores. A assinatura
génica é uma variavel que resume a assinatura de expressdo génica imunoldgica dos pacientes
e que foi elaborada a partir do agrupamento dos genes que se alinham ao cluster 1 (bastante
relacionado com uma resposta imune adaptativa e inflamatoria crénica) ou ao cluster 2
(bastante relacionado com uma resposta imune inata e inflamatdria aguda) como observado no
heatmap da Figura 21. Essa foi, portanto, uma variavel categoérica que entrou no modelo
classificada como “pertencimento ao cluster 1” ou “pertencimento ao cluster 2”, em que a
ultima foi considerada como a categoria de referéncia na analise. O score de abundéancia de
infiltrado de linfécitos T CD8 do software CIBERSORT foi escolhido pelo seu notével
agrupamento apresentado no heatmap da Figura 22. Ja a variavel Assinatura Mutacional 2
gerada pelo software deconstructSigs foi escolhida por ser o padrdo de assinatura mutacional
gue demonstrou diferencas na exposicao a essa assinatura entre os pacientes HPV- e HPV+
(Figura 18).

O objetivo dos modelos de regressdo desenvolvidos foi avaliar o peso de cada uma
dessas variaveis, isto é, o quanto cada uma delas contribui nas diferencas moleculares exibidas
por pacientes HPV- e HPV+, e também se essas varidveis interagem entre si ou atuam de forma
individual. As trés varidveis independentes foram inicialmente testadas em um modelo simples
e os resultados podem ser observados na Tabela 2. Para as trés variaveis analisadas, é possivel
observar uma associacgdo entre o status viral e cada uma delas individualmente. Portanto, o
status viral positivo se mostrou associado com a expressao de genes associados a uma resposta
imune adaptativa e inflamatoria cronica (caracterizado pelo cluster 1) (Modelo 1 da Tabela 2),
com a infiltragdo de linfécitos T CD8 no infiltrado tumoral (Modelo 2 da Tabela 2) e com a
presenca da Assinatura Mutacional 2 (atribuida a atividade das APOBEC3s) (Modelo 3 da
Tabela 2). A partir disso, analises multiplas que combinavam essas diferentes varidveis foram

testadas e foi possivel observar que a variavel categorica “cluster de pertencimento” foi
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independente da infiltragdo de linfécitos T CD8 e da Assinatura Mutacional 2, além de
conseguir predizer os status de HPV (Modelos 4, 5 e 7 da Tabela 2). Portanto, nesse modelo, o
tipo de assinatura génica apresentado pelos pacientes (perfil de inflamacédo aguda vs perfil de
inflamacéo cronica) foi a varidvel mais importante para a categorizacdo do status de HPV dos
pacientes. Os modelos maltiplos também mostraram que um status viral positivo leva a uma
maior infiltragdo de linfocitos T CD8 que ndo parece ser dependente da Assinatura Mutacional
2 (Modelo 6 da Tabela 2).

Tabela 2 — Regressdo logistica simples e multipla das variaveis selecionadas.

Variaveis

. Assinatura
Modelos Assinatura génica Infiltrado CD8 Mutacional 2

OR (CI 95%) (gIIE (ECRISQ%;,-I)_) (deconstructSigs)
OR (CI 95%)

Modelo 1 16,50 (4,16 — 65,48) - -
Modelo 2 - 3,94 (1,63 -9,51) -
Modelo 3 - - 1,83 (1,02 — 3,29)
Modelo 4 15,35 (3,68 — 64,04) - 1,85 (0,85 — 4,01)
Modelo 5 8,06 (1,51 — 42,93) 1,88 (0,68 — 5,19) -
Modelo 6 - 3,38(1,43 -7,99) 1,56 (0,82 — 2,97)
Modelo 7 8,85 (1,50 — 52,16) 1,58 (0,57 — 4,36) 1,70 (0,78 — 3,69)

OR, (Odds Ratio) Razéo de chances; Cl, (Confidence Interval) Intervalo de confianca.

Em sintese, os principais achados desse trabalho sdo resumidos na figura a seguir
(Figura 24) em que os pacientes de carcinoma orofaringeo de células escamosas foram
caracterizados por marcantes padrdes de assinaturas de expressdo génica em que 0s pacientes
HPV- foram consideravelmente bem definidos por uma resposta imune de padrdo inato e
inflamatdrio agudo e os pacientes HPV+ foram consideravelmente bem definidos por uma
resposta imune de padrdo adaptativo e inflamatdrio crénico além de estarem mais expostos a

uma assinatura mutacional atribuida a atividade das APOBEC3s.
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Figura 24 — Fluxograma delineando os principais achados encontrados nesse trabalho. Os

pacientes de carcinoma orofaringeo de células escamosas HPV- e HPV+ foram caracterizados por diferengas nos

seus perfis moleculares imune, transcriptdmico e mutacional.
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5.  DISCUSSAO

5.1 ALGUMAS CARACTERISTICAS CLINICAS SE APRESENTARAM
DISTINTAS ENTRE OS PACIENTES COM TUMORES HPV- E HPV+

Uma interessante vantagem ao se trabalhar apenas com amostras de carcinoma de
orofaringe HPV- e HPV+ estd na maior homogeneidade de nosso grupo, o que se contrasta com
outros estudos com carcinoma de células escamosas em cabeca pesco¢o, em que quase a
totalidade de amostras HPV+ encontra-se na regido de orofaringe e as amostras HPV- séo, em
sua maioria, de outras localizagcOes de cabeca e pescoco, sobretudo cavidade oral e laringe. Ao
se observar os dados demogréaficos exibidos pela Tabela 1, nota-se que em ambos 0S grupos
analisados (HPV- e HPV+) predominam os casos em estadiamento clinico avangado no qual
foram considerados nesse trabalho os estadios 111 e IV (em que na maioria dos casos j& ocorreu
comprometimento linfonodal). Posto isso, um topico relevante a ser discutido em relacéo aos
dados clinicos das amostras disponibilizadas publicamente pelo TCGA refere-se a classificacdo
TNM disponivel das amostras estudadas. Dos 66 pacientes incluidos nesse estudo, 17 foram
classificados quanto a 62 edicdo e 49 pacientes foram classificados quanto a 72 edicdo da
Classificagdo TNM de Tumores Malignos. Apesar do emprego de edigcdes diferentes na
classificacdo dos pacientes (em que tais classificagdes dependem da época em que as amostras
e dados clinicos foram coletados e do sistema vigente de classificacdo TNM), ndo sdo descritas
diferencas ou mudancas notaveis na forma de classificacdo em grupamento por estadios de
tumores localizados em oro e hipofaringe 718,

Apesar disso, a emergéncia do impacto da infeccdo do HPV em carcinomas de cabeca
e pescoco evoluiu de tal forma que na classificacdo mais recente (82 edi¢do) do TNM que foi
publicada em 2017, o status de HPV obtido por imuno-histoquimica p16 é utilizado como
critério discriminativo e os tumores em orofaringe pl6- e p16+ sdo classificados a partir de
parametros distintos. Esse novo sistema inclusive propde para os tumores em orofaringe p16+,
estratégias menos agressivas de tratamento °. No entanto, essa classificagdo ainda nio é
amplamente empregada no contexto clinico. O Reino Unido possui, por exemplo, uma politica
de ndo empregar essa ultima edi¢cdo do TNM como referéncia de definigdo de tratamento dado
gue mudangas em protocolos de conduta clinica devem preferencialmente ser empregados

dentro de estudos clinicos controlados '&. Porém é nitido observar que do ponto de vista clinico
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e molecular, os tumores em orofaringe HPV+ e HPV-, por possuirem etiologia divergentes,
possuem caracteristicas clinicas e moleculares distintas em relacdo ao desenvolvimento e
progressao tumoral e a determinacéo do status de HPV no contexto do carcinoma de orofaringe
é valioso para uma avaliacao clinica inicial do paciente.

Tais caracteristicas clinicas distintas entre os tumores de orofaringe HPV- e HPV+
podem ser observadas na coorte empregada nesse trabalho, em que os pacientes HPV+
apresentaram uma faixa de idade menor do que os pacientes HPV- (Tabela 1). Essa informacéo
clinica ja estava bem consolidada na literatura ®2, bem como o conhecimento sobre a maior
probabilidade de sobrevida apresentada pelos pacientes com carcinoma de orofaringe HPV+
quando comparados aos HPV- 284 Tal sobrevida, inclusive, independe de raca 8, conduta
terapéutica 8" ou ocorréncia de progressdo tumoral . O mesmo comportamento é também
observado em pacientes com cancer de cabeca e pesco¢o HPV- e HPV+ 188189 oy nos estadios
mais avangados (CTNM I11 ou 1V) da doenca 1*°.

A maior probabilidade de sobrevida global exibida pelos pacientes com tumores HPV+
também foi confirmada em nossa coorte (Figura 7) e essa observacao inspirou uma sequéncia
de perguntas com o propdésito de melhor investigar as bases moleculares por tras de tais
diferengas clinicas observadas em pacientes com carcinoma orofaringeo de células escamosas

associados ou ndo com a infeccdo pelo HPV.

52 O CARCINOMA OROFARINGEO HPV+ APRESENTOU
INFILTRACAO INFLAMATORIA MAIS EXTENSA E UM PADRAO DE
RESPOSTA IMUNE INFLAMATORIO CRONICO ENQUANTO QUE O HPV-
APRESENTOU UM PADRAO DE RESPOSTA IMUNE INFLAMATORIO
AGUDO

O HPV € um virus de importancia global responsavel pelo desenvolvimento
carcinogénico em diversas localiza¢Ges do corpo humano, particularmente na regido cervical,
e que também desempenha significativo papel no desenvolvimento tumoral nas regifes
anogenital e orofaringe (principalmente nas tonsilas e base de lingua) !, que também é a
principal regido anatbmica em cabeca e pescoco acometida pelo carcinoma de células
escamosas relacionado a infecgdo pelo HPV 2, Carcinomas induzidos por infecgéo viral séo
geneticamente e molecularmente distintos de carcinomas induzidos por outros fatores 2°, A

infeccdo viral pode estimular a expresséo e liberacdo de proteinas virais que podem influenciar
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0 microambiente tumoral e atuar como agentes imunogénicos . Isso faz com que os tumores
de orofaringe HPV+ exibam uma identidade singular quanto aos fendmenos por tras da
carcinogénese.

As Figuras 21 e 22 mostraram dois clusters de perfis distintos, um de maioria HPV+ e
nédo-tabagista e outro de maioria HPV- e tabagista. Pacientes com carcinoma de orofaringe
HPV+ tendem a ter menos habitos tabagistas. Cerca de aproximadamente 30% das coortes de
carcinoma de orofaringe HPV+ sdo formadas por pessoas ndo-tabagistas, enquanto que menos
de 5% dos individuos HPV- sdo formados por ndo-tabagistas °*. Tais diferencas nos habitos
tabagistas ndo anulam, entretanto, os efeitos nocivos associados ao uso de tabaco e a exposi¢édo
ao tabaco é associado ao maior risco de progressao tumoral e morte, independentemente do
status viral e conduta terapéutica aplicada %,

O perfil de expressdo dos genes normalizados em FPKM dos tumores de orofaringe
HPV+ (Figuras 8A e 9A) mostra um perfil mais inflamatorio e citotdxico, com a expressao
aumentada de perforina, granzimas, interferon gama, 1L-2, IL-12 (que estimula a atividade litica
de linfocitos T e células NK além de estimular a producdo de IFN-y), além dos genes da familia
de fatores de transcricdo NF-xB (NFKB1, NFKB2 e RELB), envolvida na regulacéo da resposta
imune contra agentes infecciosos e ativada em resposta a presenca de material genético ou
proteinas virais %1% Varios desses marcadores inflamatdrios e citotoxicos também se
encontram diferencialmente expressos e aumentados nas amostras HPV+ (como mostrado na
Figura 20 e no Apéndice 2). Estudos anteriores em tumores de cabeca e pesco¢co HPV+ também
verificaram uma abundancia de linfocitos T CD8" nas amostras com status viral positivo, além
da expressdo aumentada de perforina e granzimas A e B, o0 que demonstra uma alta atividade
citotoxica nesse grupo 2.,

A familia do NF-xB é um termo coletivo para designar uma familia de fatores de
transcricdo formada por cinco membros divididos em duas classes: uma classe que inclui 0s
membros RelA, RelB e c-Rel e que séo caracterizados por terem dois dominios (um dominio
de ligacdo ao DNA e um dominio de ativacdo que facilita a transcri¢do) e uma outra classe que
inclui os membros NF-kB1 e NF-kB2 e que sdo caracterizados por terem um unico dominio de
ligacdo ao DNA (e portanto, eles ndo possuem o dominio de modulacéo de transcri¢do) . Os
membros dessa familia de fatores de transcricdo NF-xB podem ser encontrados em uma
variedade de homodimeros ou heterodimeros como por exemplo, o heterodimero RelA e NF-
kB1 % ou c-Rel e NF-kB1 % ou RelB e NF-xB2 ?®. N&o coincidentemente é observado que
apenas os marcadores RelB e NF-kB2 se apresentaram diferencialmente expressos e

aumentados nas amostras HPV+ como mostrado nas Figuras 9A, 20, 21 e no Apéndice 2.
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Possivelmente o heterodimero formado pelos membros RelB e NF-kB2 esta atuando ativamente
na regulacdo da resposta imune antiviral nos pacientes HPV+.

Interessantemente, nos tumores HPV+, também foi demonstrada a partir dos valores
normalizados em FPKM dos genes imunes demonstrados na Figura 8B e pela analise diferencial
de genes na Figura 20 e no Apéndice 2, uma alta expressdo de marcadores de supresséo e
exaustdo como o CTLA-4, PD-1 (proteina de morte celular programada 1 ou Programmed cell
death protein-1, codificado pelo gene PDC1) e o receptor Tim-3 (codificado pelo gene
HAVCR), por exemplo. Corroborando essa observacdo, tem-se demonstrado na clinica que
tumores de cabeca e pescoco HPV+ respondem melhor as estratégias que propdem a inibicdo
dos marcadores de checkpoints imunes do que pacientes HPV- e que pacientes HPV+
potencialmente se beneficiariam mais do uso dessas terapias 2°+2%, Além disso, em tumores de
cabeca e pesco¢o HPV+, uma alta expresséo do receptor CTLA-4 (que aparenta se correlacionar
com a expresséo de Tregs) também foi observada 2°,

Por outro lado, o perfil transcriptdmico apresentado pelos pacientes com tumores HPV-
foi bem distinto dos pacientes HPV+. O perfil de expressao dos genes normalizados em FPKM
como mostrado nas Figuras 8A e 9B e pela analise diferencial de genes na Figura 20 e no
Apéndice 2, mostra um perfil mais tipico de resposta imune inata caracterizada pelo aumento
da expressdo dos marcadores IL8, IL1B, IL1A e TGFB1. A citocina pro-inflamatéria 1L8 é
também uma quimiocina (igualmente nomeada como CXCL8) muito conhecida pelo seu papel

como potente quimio atrator de macréfagos 2%3

, cuja populacdo MO encontra-se, também,
aumentada nos pacientes com tumores HPV- (Figuras 11 e 22). Inclusive algumas citocinas sdo
descritas como importantes para promover o desenvolvimento dos chamados macr6fagos
associados ao tumor (TAMs ou tumor-associated macrophages), e alguns dos membros por
trés do repertério das TAMs é formado pelos mesmos mediadores inflamatérios (IL8, IL1A e
IL1B) e anti-inflamatérios (TGFB1) 204205,

Juntos, os marcadores IL8, IL1A e IL1B sdo também conhecidos pela sua contribui¢do
desempenhada durante a resposta imune inata e também na reposta imune associada aos padrdes
moleculares associados a danos (DAMPs ou damage-associated molecular pattern) 2°%2% que
sdo sinais de perigo liberadas em resposta a morte e ao estresse celular. As DAMPs séo
caracterizadas por um amplo espectro de moléculas endogenas liberadas por células mortas
apos um evento de dano celular (como uma quimio ou radioterapia ou até mesmo exposi¢do
aos componentes toxicos presentes na fumaca do cigarro, por exemplo) capazes de elicitarem
uma resposta imune inflamatoria e que variam desde a liberacdo de ATP, calreticulinas,

proteinas S100, proteinas do choque térmico e outros componentes que ficam retidos dentro de
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células saudaveis, mas que sdo liberados apds eventos de estresse ou morte celular. Esses
componentes sdo capazes de ativar a resposta imune ao interagirem com receptores de
reconhecimento padrdo (PRR ou pattern recognition receptors) e dispararem uma resposta
inflamatoria 2°7:208,

O heatmap apresentado na Figura 21 foi gerado de forma ndo supervisionada por uma
estratégia de agrupamento hierarquico e distancia euclidiana. E surpreendente observar como
ocorreu um agrupamento bem definido em relacdo aos nossos grupos estudados (HPV- e
HPV+). Os trés agrupamentos génicos descritos nas sessdes de resultados (Figuras 21 e 22)
descrevem bem o ambiente tumoral distinto entre os grupos HPV- e HPV+. Em um cluster, esta
concentrado os tumores HPV- caracterizados por um perfil menos intenso de expressédo de
marcadores inflamatérios (NFKB2, RELB, NFKB1, GZMA, GZMB e PFR1), um perfil de
intensa expressdo de marcadores de imunidade inata e resposta a dano celular (DAMPS) (L8,
IL1B, IL1A e PTGS2) e um perfil de baixa expressdo de marcadores de resposta imune
adaptativa com diversos genes envolvidos na citotoxicidade e supressao como, por exemplo, 0s
genes NOS2 (ou o gene da 6xido nitrico sintase induzivel), PDCD1, IFNG e IL10. De forma
interessante, esse mesmo grupo também é formado por muitos pacientes tabagistas e, assim
como a fumaca do cigarro é capaz de induzir a liberacdo de DAMPs e, consequentemente, ativar
uma resposta imune inflamatdria 2%, a exposicéo ao tabaco pode ser um dos possiveis fatores
que caracterizaram e induziram o desenvolvimento tumoral nesse cluster de pacientes da
mesma forma que a infeccdo pelo HPV caracterizou e induziu o desenvolvimento tumoral no
outro cluster de pacientes de maioria com o status viral positivo.

A literatura também descreve do ponto de vista epidemiol6gico e molecular, dois tipos
de carcinoma de orofaringe: um tipo associado a infec¢do pelo HPV (“viral-driven”) e outro
tipo associado a substincias carcinogéneas (“carcinogen-driven”) 2%, Os tumores HPV-
apresentam semelhancas com outros tipos de tumores que acometem o trato aerodigestivo, onde
a exposicao ao tabaco (com o efeito sinérgico promovido pelo alcool) leva ao desenvolvimento
tumoral 21, O perfil molecular dos grupos HPV- e HPV+ sdo distintos e um dos marcadores
mais classicos que caracterizam essas diferencgas esta na presenga de proteina p53 selvagem e
altos niveis de expressdo da proteina p16 entre os pacientes HPV+ e na presenca de proteina
p53 mutante nos pacientes HPV- (assim como também € descrito nos pacientes HPV- das outras
localizac@es de cabeca e pescogo) 125126,

Uma observagdo interessante pode ser discutida em relacdo ao gene PTGS2 (que
apresentou um perfil de hiperexpressao no cluster de maioria pacientes HPV- juntamente com

outros marcadores de imunidade inata e resposta a dano celular), que é o gene que codifica para
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aciclo-oxigenase-2 (COX2 ou Cyclooxygenase 2), que € uma enzima associada com a producao
de espécies reativas de oxigénio (como o superoxido) e prostanoides (como as prostaglandinas
gue atuam como mediadoras do processo inflamatorio), o que pode levar a um processo de lesdo
tecidual devido a producéo excessiva desses componentes 22, Um estudo que buscou detalhar
o perfil tumoral de pacientes de cabeca e pesco¢co HPV- e HPV+, também demonstrou por meio
de um ensaio de PCR em tempo real quantitativa de amostras de tecido tumoral e linfonodos
comprometidos, que os pacientes HPV+ exibiram significativos menores niveis de expressao
da COX-2, quando comparados aos pacientes HPV- 213,

Em geral, os tumores em cabeca e pescoco sdo descritos como imunologicamente ativos
e com abundante infiltrado inflamatdrio 2. Nesse estudo, ndés empregamos os softwares de
deconvolucdo CIBERSORT > e MCP-counter 176 para descrever a infiltragdo de diversos tipos
celulares imunes e seus estados funcionais. Tais abordagens computacionais permitem a
determinacdo da composicéo celular tumoral a partir de dados de RNAseq e no caso de estudos
oncoldgicos, tem sido também uma ferramenta extremamente valiosa na caracterizacéo tecidual
imune dos tecidos tumorais. De uma forma geral, esses softwares empregam estratégias em que
inicialmente matrizes de assinaturas génicas dos tipos celulares sdo construidas a partir de
datasets estabelecidos e posteriormente o software faz a deconvolugdo celular na amostra
estudada. O software CIBERSORT ¢, por exemplo, uma plataforma de deconvolugéo baseada
em Machine Learning que promove a deconvolucgéo de dados a partir de uma implementacao
robusta que emprega uma matriz de assinaturas génicas de 22 tipos de células imunes obtidas
por uma andlise de expressio diferencial génica 1">2'4, J4 o software MCP-counter emprega um
método de deconvolugdo que permite a quantificacdo da abundancia absoluta de 8 populagdes
imunes e 2 populagdes estromais baseado em um robusto conjunto de genes marcadores dessas
populacdes celulares 176:215,

Uma outra abordagem que também utiliza dados de RNAseq é explorada pelo software
ESTIMATE 74, que inclusive integra alguns dos pipelines padronizados usados pelo TCGA
para fornecer informagdes dos scores imune, estromal e de pureza tumoral 214, Essa abordagem
emprega uma estratégia de enriquecimento de conjunto de genes de amostra Unica ou sSGSEA
para a inferéncia da pureza tumoral e de componentes ndo tumorais (tais como as células imunes
e estromais). Uma diferenga interessante a ser observada entre as abordagens empregadas pelos
softwares CIBERSORT e ESTIMATE é que enquanto o primeiro se utiliza de uma abordagem
de Machine Learning que permite estimar, no infiltrado tumoral, a proporcdo absoluta do
infiltrado imune, o segundo emprega uma abordagem de enriquecimento como 0 sSGSEA que

permite a inferéncia da proporcao relativa das populacdes celulares no tecido tumoral (ou o
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enriquecimento de uma célula ou grupo de células em uma determinada amostra). Apesar de
suas diferencas, tanto a abordagem por deconvolugéo, quanto a abordagem por enriquecimento
consistem em uma mesma premissa estratégica basica: a definicdo de genes marcadores
enriquecidos em uma determinada populagdo celular (ou uma assinatura génica) 174175216,

A acuracia do algoritmo do CIBERSORT, foi comprovada pelos préprios
desenvolvedores com dados de microarray de amostras de sangue e de bidpsia de linfonodos
175 ¢ também de datasets de trinta e nove tipos diferentes de tumores sélidos e hematoldgicos.
Sua robustez contra ruidos e outros contetdos desconhecidos foi demonstrada em testes com
amostras misturadas de quatro diferentes tipos de tumor 27, O software MCP-counter também
ja foi empregado com sucesso em outros estudos, como na estimacdo de infiltrado imune e
estromal de mais de 19.000 amostras de 32 tipos de tumores sélidos 6. Ja o software
ESTIMATE se demonstrou util como uma das ferramentas empregadas na distin¢do dos quatro
subtipos moleculares conhecidos em cancer colorretal (que apresentam caracteristicas de
instabilidade de microssatélites imunes, hipermutacéo, instabilidade de microssatélites e forte
ativacdo imunoldgica) a partir da caracterizacdo imune fornecida pelo software 28,

Em nossos dados, como mostrados na Figuras 11 e 12, foi demonstrado que os tumores
HPV+ sdo enriquecidos em diversos tipos celulares, especialmente nas populacbes de células
adaptativas e citotoxicas. Possivelmente nesse grupo o ambiente tumoral encontrava-se mais
inflamado, o que estimularia também o aumento de células Treg observado nos pacientes HPV+
de nossa coorte como estratégia de balancear a atuacdo de diversas células inflamatorias.
Interessantemente, algumas populacdes de células da imunidade inata (macrofagos M1 e M2,
celulas dendriticas em repouso ou ativadas, mastocitos em repouso, entre outros por exemplo)
ndo apresentaram diferengas no infiltrado inflamatorio entre os grupos analisados.
Possivelmente isso ocorre uma vez que essas células ndo passam pelo processo de expansao
clonal como as células da imunidade adaptativa. A acdo efetiva de tais células pode depender
mais do seu estado de ativacdo do que de seu nimero absoluto no microambiente tumoral.

De forma similar aos nossos resultados, outros tumores associados a infecgéo viral
exibiram aumento de infiltracdo de populagdes citoliticas em comparagcdo com 0s mesmos tipos
de tumores ndo associados a virus, como demonstrado em um estudo que compara O
microambiente tumoral imune de seis tipos de cancer associados a virus (entre eles, cabeca e
pescoco, cancer cervical, carcinoma hepatocelular, adenocarcinoma de estbmago e carcinoma
de esbfago) . Outros estudos que trabalharam especificamente com tumores de cabeca e
pescoco, também demonstraram que as amostras HPV+ apresentaram infiltrado inflamatorio

rico em populagdes de células T e B 118213219 quando comparados com as amostras HPV-. Além
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disso, diversos estudos tem demonstrado uma maior infiltragdo imune em tumores de orofaringe
HPV+ em comparagdo com as suas contrapartes HPV-, associando, inclusive, esse maior
infiltrado com o melhor prognostico observado entre os pacientes HPV+ 117:220.221

De forma interessante, as comparacdes dos scores gerados pelo software ESTIMATE
(Figura 10) mostraram que, se por um lado os tumores HPV+ possuiam score imune
significativamente superior aos tumores HPV-, eles também possuiam score estromal
significativamente menor que os tumores HPV-, de forma que a pureza tumoral ndo resultou
em diferencas entre os grupos (dado ao equilibrio dos scores imunes e estromais entre 0s
grupos, a presenca de células tumorais continua semelhante entre os grupos). Inclusive, o valor
mais elevado do score estromal entre os pacientes com tumores HPV- (Figura 10), concorda
com os scores mais elevados de fibroblastos observados nos pacientes HPV- a partir da
estimativa da abundancia de populactes pelo software MCP-counter (Figura 12). Um estudo
recente demonstrou que em um modelo in vitro de carcinoma de orofaringe, diferencas entre 0s
fibroblastos estromais e as células tumorais de amostras HPV- e HPV+ foram observadas e que
as células tumorais HPV- eram capazes de induzir os fibroblastos (para o favorecimento da
invasdo tumoral) a partir da liberacdo do fator de crescimento de hepatdcito e da citocina IL-
6, que inclusive encontra-se aumentada e diferencialmente expressa em nossa coorte analisada
(Figura 8A, 20 e Apéndice 2) 222,

Assim como foi feito com o0s genes imunes, heatmaps gerados de forma ndo
supervisionada por uma estratégia de agrupamento hierarquico e distancia euclidiana foram
plotados (Figura 22) para as abundancias dos componentes do infiltrado imune e estromal
estimados pelos softwares CIBERSORT e MPC-counter. A visualizacéo dos perfis de infiltrado
em cada grupo (cujo agrupamento ocorreu de forma bem-sucedida) mostrou uma maior
abundancia de macrofagos MO e fibroblastos em pacientes com tumores HPV- e uma maior
abundancia de infiltrado linfocitario T CD8 em pacientes com tumores HPV+.

Ao se interligar os dados gerados do perfil génico imunolégico com os dados de
abundancia de infiltracdo inflamatoria, € possivel observar que apesar da infiltracdo de diversas
populacdes citotdxicas no ambiente tumoral dos pacientes com tumores HPV+, foi observado
uma alta expressao de diversos marcadores de exaustdo (Figuras 8B, 20, 21 e Apéndice 2), 0
aumento na abundancia de Tregs (Figura 11), bem como a expressédo diferenciada e aumentada
de FOXP3 em tumores HPV+ (Figura 8B, 20 e Apéndice 2). Portanto, € possivel concluir que
apesar da presenca de células tipicamente inflamatdrias em tumores com o status viral positivo,
elas também se encontravam em um estado de exaustdo celular. Pode-se discutir aqui que,

possivelmente, a massiva e constante presenca dos antigenos virais promoveu uma inducao
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cronica da resposta inflamatéria no microambiente tumoral HPV+ (como vem sendo
demonstrado pelas Figuras 8, 9, 11, 12, 20, 21 e Apéndice 2) de forma que, a partir dos
processos de regulacdo da resposta imune, mecanismos regulatérios passaram a operar como
forma de balancear a resposta imune inflamatoria exacerbada (cujo excesso poderia resultar na
propria destruicdo dos tecidos).

Diversos estudos anteriores também se dedicaram na compreensdo da extensdo da
influéncia dos antigenos virais dentro do contexto da imunologia do cancer. Muitas das
caracterizacdes de proteinas virais executadas, comprovaram a inducdo de uma resposta imune
forte em reacéo a presenca desses antigenos virais em ambientes tumorais 193223 inclusive com
muitos estudos dedicados especificamente para entender a contribui¢do dos antigenos de HPV
(particularmente do subtipo HPV16) na resposta imune dentro do contexto imuno-oncolégico
224225 - Além disso, deve-se considerar que a aquisicdo do sequenciamento de RNAseq das
amostras do TCGA (incluidas nesse estudo) ocorreu depois de j& estabelecido o tumor nos
pacientes e, portanto, os mecanismos regulatérios da resposta inflamatdria ja estdo em plena
operacdo em tais ambientes tumorais. Em vista disso, uma maior infiltracdo de linfécitos T
exaustos nos pacientes HPV+ abre as portas para oportunidades terapéuticas altamente
benéficas para esse grupo. Cabe aqui novamente ressaltar a possibilidade de um melhor
beneficio a imunoterapia por parte daqueles pacientes com o status viral positivo, como também
ja foi demonstrado em carcinoma de cabeca e pescoco de células escamosas na literatura 226227,
bem como em testes clinicos 201202,

Os dados mostrados pelas Figuras 8, 9, 11, 12, 20, 21, 22 e Apéndice 2 mostraram um
perfil celular mais inflamatdrio crénico em pacientes HPV+ e um perfil de infiltragdo inata e
de fibroblastos nos pacientes HPV- (informacdo também mostrada pelo score estromal gerado
pelo software ESTIMATE na Figura 10). Os elementos ndo imunes, tais como as células
estromais, tem ganhado bastante relevancia na pesquisa em cancer, dado a sua influéncia no
microambiente tumoral. A sinalizacdo desregulada da hipdxia pode resultar no
desenvolvimento de diversas doengas, inclusive o cancer 22, Os principais reguladores da
resposta a hipdxia sao os fatores de transcri¢do induzido por hipoxia (HIF ou hypoxia-inducible
transcription factors) 2%°. A via de sinalizagio conduzida pelo HIF-1a é capaz de influenciar
tanto as celulas tumorais, quanto as estromais e a expressdo desse marcador se correlacionou
com 0 aumento das assinaturas imunes e estromais em dez coortes diferentes dos projetos
disponibilizados pelo TCGA %,
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53 FOI OBSERVADO DIFERENCAS NO PANORAMA MUTACIONAL
APRESENTADO EM TUMORES HPV- E HPV+

O wuso de organismos modelos como bactérias (Escherichia coli), leveduras
(Saccharomyces cerevisiae), nematddeos (Caenorhabditis elegans) e insetos (Drosophila
melanogaster) sdo também empregados em estudos genéticos de forma a compreender melhor
0s mecanismos mutacionais moleculares e identificar os padrdes presentes 2. Um exemplo
disso é que em estudos anteriores j& foi descrito um perfil mutacional associado a deficiéncia
em reparo de DNA por pareamento incorreto (MMR ou DNA mismatch repair) em algumas
cepas de Saccharomyces cerevisiae 232233 ¢ também ja foi detectado deficiéncia em MMR em
Escherichia coli 234, Um padrdo de assinatura mutacional semelhante a padrdes mais tarde
observados em amostras humanas (atribuido a acdo das AID/APOBECS), foi inclusive descrito
ao se expressar heterologamente uma citidina deaminase de lampreia em leveduras 2%,

Mas o emprego de técnicas mais avancadas de sequenciamento proporcionou que 0
genoma humano tumoral fosse explorado mais profundamente e o contexto, o tipo e a
frequéncia de mutagdes fossem investigados de forma a caracterizar padrfes de assinaturas
mutacionais que refletem o processo mutacional em andamento nos tumores 23, O acimulo de
mutacdes somaticas em um genoma pode ser o resultado de diferentes processos mutacionais
gue deixam a sua singular marca molecular no genoma celular. Segundo o proprio COSMIC
2% a interpretacéo de assinatura mutacional é de tal forma que:

As mutacBes somaticas estdo presentes em todas as células do corpo
humano e ocorrem ao longo da vida. Eles sdo a consequéncia de
multiplos processos mutacionais, incluindo a ligeira infidelidade
intrinseca da maquinaria de replicacdo do DNA, exposicOes a agentes
mutagénicos exdgenos ou enddgenos, modificacdo enzimatica do DNA
e reparo defeituoso do DNA. Diferentes processos mutacionais geram
combinagfes Unicas de tipos de mutacdo, denominadas 'Assinaturas
Mutacionais'.

O desenvolvimento de diferentes métodos computacionais permitiu a investigacdo de
assinaturas mutacionais presentes em dados de pan-cancer ***?%" ou até mesmo de tipos de
cancer especificos como cancer de mama, por exemplo % que possibilitam uma melhor

compreensdo do panorama molecular tumoral.
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Nesse estudo, n6s empregamos cinco ferramentas computacionais diferentes que
extraem as assinaturas mutacionais por uma abordagem de novo (de forma a identificar quais
assinaturas mutacionais estao presentes em nossas amostras e que depois podem ser comparadas
a partir das similaridades dos cossenos com as assinaturas de referéncia descritas pelo catadlogo
COSMIC (v2)), ou por uma abordagem de fitting (de forma a identificar padrbes de assinaturas
ja descritos e depositados em banco de dados). Ambas as abordagens foram executadas a partir
de dados SNVs disponiveis pelo projeto TCGA-MC3. Tais métodos computacionais possuem
alguns principios em comum por trds do seu modelo matemético proposto. O catdlogo
mutacional provém da combinacdo/sobreposicdo dos processos mutacionais acumulados
durante toda a vida, mas que podem ser separados em processos mutacionais (Assinaturas
Mutacionais) mais simples que contribuiram com pesos diferentes para essa sobreposicao.
Quanto maior for a contribuicdo de uma assinatura mutacional especifica, maior € o peso que
ela possui na sobreposicdo total. Porém as abordagens empregadas por esses softwares podem
ocorrer de duas maneiras: pela deteccdo (“refitting”) das ja conhecidas e validadas assinaturas
mutacionais disponiveis pelo COSMIC (abordagem também denominado como fitting) ou pela
elaboracdo de novas assinaturas de novo (“extragdo de assinaturas”) 2%. NOs empregamos
inicialmente uma abordagem de novo (com os softwares signeR *’’, MutationalPatterns 178,
SomaticSignatures 1° e sigProfiler 8% com o objetivo de identificar as possiveis assinaturas
mutacionais presentes em nossa coorte e, posteriormente, nds empregamos também uma
abordagem fitting (com, por exemplo, o software deconstructSigs 8%) para validar os padrdes
extraidos pela abordagem de novo. A maior parte dos softwares de novo empregados aqui
aplicam algoritmos de decomposi¢do como a fatoragdo de matriz ndo negativa (NMF ou Non-
negative Matrix Factorization), técnica ndo supervisionada que foi inclusive a estratégia
utilizada no primeiro método computacional de analise mutacional 23”23, Tal estratégia ja foi
empregada em diversos estudos e se mostrou uma ferramenta poderosa de extracdo de
assinaturas mutacionais 2392, Ja o software de fitting deconstructSigs foi desenvolvido com o
propdsito exclusivo de detecgédo de assinaturas mutacionais pela abordagem fitting. Para estimar
a melhor combinacdo linear das assinaturas e que também melhor recria o perfil mutacional do
genoma estudado, o software emprega uma estratégia de regressdo linear maltipla iterativa
que minimiza a distancia entre a combinacéo linear das assinaturas e o catalogo de referéncia
(como 0 COSMIC por exemplo) 812380 uso de ambas as abordagens permite, por meio de
diferentes estratégias, elaborar aquele que é o melhor modelo de perfil mutacional da amostra

estudada.
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Especificamente em nossas amostras, foram identificadas de uma forma geral pelos
cinco métodos utilizados, as Assinaturas 1, 2, 6 e 13 (por substituicdo de base unica) (Figuras
13-18) e os pacientes HPV+ apresentaram maior atividade das Assinaturas Mutacionais 1 e 2
(Figura 18). Enquanto as Assinaturas 1 e 6 estdo relacionadas ao processo de envelhecimento
celular (“clock-like” a partir da deaminag¢do espontanea da 5-metilcitosina) e a defeitos em
MMR, respectivamente, as Assinaturas 2 e 13 estdo atribuidas a atividade da familia de citidinas
deaminases AID/APOBEC %27 Especula-se que a atividade aberrante das enzimas
APOBEC3A e APOBEC3B seja especialmente responsavel por esse padrdo de mutacdes
descrito 141242, A Assinatura Mutacional 2 ¢ definida principalmente por alteragdes C>T dentro
do contexto (trinucleotideos) TCW (onde W = A ou T) e ja foi identificada em diversos tipos
de tumores como em cabeca e pescoco, cérvix e bexiga 134162163,

Apesar de compartilharem a mesma etiologia, as Assinaturas 2 e 13 apresentam padrdes
distintos de assinatura mutacional. As Assinaturas 2 e 13 sdo principalmente caracterizadas
pelas transicdes C>T e transversdes C>A ou C>G, respectivamente 1324 O padrdo de
substituicdo C>T observado na Assinatura 2 ocorre principalmente por mutacao direta e fixacdo
durante o processo de replicacdo %8, enquanto que os padrdes de substituicio C>A ou C>G
observados na Assinatura 13 ocorrem apo6s tentativas de reparo da uracila (formada apos a
deaminacao da citosina) que é entdo excisada pela enzima uracil DNA glicosilase (UNG ou
Uracil-DNA Glycosylase) como parte da via de reparo por excisdo de base (BER ou Base
Excision Repair) e um sitio abasico &, entdo, criado 2. A insercdo de uma citosina na frente do
sitio abasico por polimerases de sintese translesdo (TLS ou Translesion DNA Synthesis) como
a REV1 pode levar, por exemplo, a uma transversdo C>G 2424 Tais polimerases que sdo
utilizadas durante o reparo de DNA (como é o caso da polimerase REV1) exibem baixa
fidelidade de replicacdo e uma maior taxa de erro ao inserir nucleotideos e isso ocorre devido
ao fato de que, ao contrario das DNA polimerases empregadas durante a replicacdo do DNA,
essas polimerases de sintese translesdo ndo possuem uma subunidade de correcdo e, portanto,
n&o conseguem identificar nucleotideos inseridos incorretamente 247. A sintese transleso ¢ uma
via de replicacdo de DNA sujeita a erros que é necessaria para superar o bloqueio da replicagdo
por danos ao DNA, porém a ativacdo aberrante de tal via é também sugerida como relevante
para 0 processo de tumorigénese promovido por alteragdes genéticas 28,

De uma forma geral, a infeccéo viral pelo HPV também induz mudancgas consideraveis
nas células hospedeiras, porém os mecanismos mutacionais mediados por HPV ndo sdo ainda
completamente conhecidos. Os genes E6 e E7 de HPV sd@o descritos como 0s mais

carcinogénicos e virulentos desse virus > e podem interferir em vias de genes supressores de
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tumor (como a do Rb 2*°) e também induzir a instabilidade génica ° e consequentemente,
induzir rearranjos cromossdémicos e variagdes em nimero de copias. Em estudos anteriores de
caracterizacdo génica em tumores de cabeca e pescoco, 0s pacientes HPV- apresentaram
principalmente alteracGes em TP53 e 0s pacientes HPV+ apresentaram alteragdes em PIK3CA,
que apresentou (juntamente com o gene RB1) alteragdes de amplificagdo em nimero de copias
125126 'Em amostras de cancer cervical (caracterizadas pela alta incidéncia de HPV 2°1), os genes
da via PI3K sdo os mais comumente alterados. As alteracGes no oncogene PIK3CA (que contém
a sequéncia da subunidade catalitica da quinase PI3K) sdo associadas a proliferacdo celular
descontrolada, comportamento invasivo e metastatico 2°2. Em um estudo com amostras de
cancer invasivo e lesdes neoplésicas cervical intraepitelial demonstrou alteracdes em nimero

de copias (amplificacdo da regido 3q) justamente na regido que contém o gene da PIK3CA
253,254

5.4 A FAMILIA DE CITIDINAS DEAMINASES APOBEC3 EXIBIU NIVEIS
DE EXPRESSAO E COMPORTAMENTO DISTINTOS ENTRE OS
PACIENTES HPV- E HPV+

Existem descritos os mais diversos mecanismos de mutagénese em cancer, desde
aqueles gerados por fatores exdgenos como a radiacdo UV ou pela exposicdo ao tabaco, a até
aqueles pela desregulacdo da familia de citidinas deaminases AID/APOBECS, cuja atividade
aberrante contribui consideravelmente como fonte enddgena de mutagénese e que mais tarde
pode levar ao desenvolvimento tumoral. Por muito tempo, se acreditou que o papel
desempenhado pela familia 3 das APOBECs, especialmente as APOBEC3A e APOBEC3B,
estava associado a uma atuacdo como fator de restri¢do, cujo papel se reduzia a somente inibir
areplicacdo viral e de retroelementos enddgenos 2°>2%, Havia sido, inclusive, demonstrado que
a APOBEC3A era expressa em altos niveis nos tecidos de mucosa (quando comparados 0s
niveis de expressdo em pele cutanea), local bastante susceptivel a entrada de organismos e
particulas estranhas, tais como os virus, 7. Porém hoje existem diversas evidéncias de
mutagénese provocada pela atividade aberrante das APOBEC3s em quase metade dos todos de
tumores que acometem humanos %,  Os mecanismos moleculares que esclarecem as
implicagdes imunoldgicas associadas a atividade da familia 3 de citidinas deaminases
APOBECs ainda ndo estdo completamente elucidados, particularmente nos casos daqueles

tumores associados a infec¢des virais.
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O cluster génico das APOBEC3s é formado por sete genes (nomeados como
APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3D, APOBEC3F, APOBEC3G e
APOBEC3H) dispostos em tandem no cromossomo 22 *°. Dessa forma, ndo é de se espantar
gue um aumento dos niveis de expressdo em uma delas, pode resultar igualmente no aumento
da expressdo das outras APOBEC3s como é observado pela Figura 19 em que, com a exce¢ao
da APOBECS3A, as demais tendem a estar aumentadas nos pacientes HPV+. A anélise conduzida
pelo software DESeq2 também demonstrou que, com a exce¢do da APOBEC3A, todas as outras
se apresentaram diferencialmente expressas e aumentadas nos pacientes HPV+ (Figura 20 e
Apéndice 2). Mais recentemente, foi também identificado a APOBEC3A_B (gene da
APOBEC3A com a 3’-UTR do gene APOBEC3B) que é uma variante resultante de uma
variacdo em numero de copias a partir da delecdo entre o éxon 5 da APOBEC3A e 0 éxon 8 da
APOBEC3B, que resulta em um gene fusionado que foi descrito, por enquanto, como
responsavel pelo aumento do risco do desenvolvimento de cancer de mama %8, cancer de ovario
29 @ também no aumento da taxa mutacional em cancer de mama 2%,

Como comentado previamente, o gene PIK3CA aparece como 0 mais alterado em
amostras HPV+. As alteracGes concentram-se em dois hotspots no dominio helical (E542K e
E545K) de sua subunidade catalitica (p110a) 1*4, em que especula-se, serem responsaveis pelo
bloqueio da inibicdo da PI3K que pode promover, entéo, a proliferacdo celular via aumento dos
niveis de PIPs (fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato ou phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate) e
consequentemente PDK1 (proteina quinase-1 dependente de fosfoinositideo ou
phosphoinositide-dependent kinase-1) 21, De forma interessante, padrdes de assinatura de
APOBEC3s foram encontradas no gene PIK3CA e a atividade das APOBEC3s estava associada
com as mutagdes em PIK3CA em amostras HPV+ de carcinoma de cabega e pescogo 44262,
Tais dados sugerem que a infec¢do pelo HPV induz a atividade das APOBECS3s, que resulta em
danos no genoma do hospedeiro. Um estudo inclusive mostrou que o gene viral E6 de HPV é
capaz de hiper-regular a transcricio de APOBEC3B 2% e que as APOBEC3A e APOBEC3B
(que atuam também como fatores de restricdo) sdo super expressas apés a infeccdo por HPV e
ativacdo dos genes E6 e E7 virais 2%*. Esses dados sugerem que a expressao dos genes virais E6
e E7, no contexto da infecgdo persistente pelo HPV, desencadeiam a acdo mutagénica mediada
pelas APOBEC3A e APOBEC3B, o que salienta a importancia da atividade das APOBEC3s
no desenvolvimento tumoral inicializado por uma infeccdo viral.

Um estudo demonstrou que as duas fitas do genoma viral do HPV estdo susceptiveis a
edicdo promovida pelas APOBEC3s. Em experimentos in vitro com amostras de bidpsias de

lesGes pré-cancerosas cervicais e verrugas plantares, o DNA do HPV foi hipereditado pela a¢éo
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das APOBEC3A, APOBEC3C e APOBEC3H, ainda que evidéncias de atividade de
deaminacdo de citosinas por parte das APOBEC3B né&o fossem observadas. Essas investigacoes
sugerem que essas enzimas estejam envolvidas na edi¢cdo in vivo do genoma do HPV em
mecanismos preliminares do desenvolvimento tumoral 2%, Entre os carcinomas que atingem a
regido de cabeca e pescogo, a atividade mutagénica de APOBECS3 ¢ identificada principalmente
naqueles pacientes com o status viral positivo para o HPV 4 em que cerca de 98% dos tumores
de cabeca e pescoco HPV+ apresentaram atividade mutacional atribuida a atividade de
AID/APOBEC, enquanto que para apenas 76% dos pacientes de cabeca e pesco¢co HPV- o
mesmo foi observado . As APOBECS3s inclusive desempenham importante papel no
remodelamento do panorama mutacional dos carcinomas de cabeca e pescoco HPV+ como foi
demonstrado por um estudo em que uma correlacdo positiva entre o “APOBEC enrichment
score” (o score que caracteriza e quantifica a mutagénese induzida pela atividade de APOBEC)
e a taxa mutacional global nesses pacientes foi evidenciada 2°7.

Ao se avaliar o papel desempenhado pelos membros da familia 3 de citidinas
deaminases APOBECs, foi observado que os niveis de expressdo de diversas APOBEC3s se
mostraram aumentados em carcinomas HPV+ quando comparados aos tecidos normais 263268,
Contudo, apesar de que a maioria das APOBEC3s se mostra expressivamente aumentada nos
pacientes HPV+, apenas os marcadores APOBEC3A e APOBEC3B sdo, pelo menos
atualmente, descritas como as principais responsaveis pela geracdo de mutacdes somaticas em
diversos tipos de tumores *4*, Ambas as APOBEC3A e APOBEC3B se mostraram relevantes
(na contribuicdo da taxa de mutacGes) para o processo de mutagénese em carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescoc¢o. Porém a contribuicdo da APOBEC3A parece ser ainda maior
que o da APOBEC3B uma vez que, apesar dos niveis de RNAm da APOBEC3B serem mais
abundantes do que os niveis da APOBEC3A em diversos tumores, a APOBEC3A se mostra
mais potente em induzir danos do DNA 43?67 De fato, sugere-se que um dos motivos para
essa grande contribuicdo na mutagénese por parte da APOBEC3A reside no fato de que ela é
extremamente eficiente em gerar quebras na fita de DNA que posteriormente, serdo reparadas
pelos mecanismos de reparo de DNA, o que acaba expondo o DNA em fita simples 8. O
mesmo se observa para o cancer cervical, onde o gene da APOBEC3A se mostra muito
envolvido na induco de mutacdes **!, o que também ¢ verificado em carcinomas associados
com a infecgdo pelo HPV 4. Essa é uma informagio muito interessante que evidencia como
a APOBEC3A aparenta estar associada com uma restricdo anti-HPV. Por outro lado, o padréo
apresentado em cancer de mama é diferente e a APOBEC3B aparenta ser a principal

responsavel por tras da assinatura mutacional de APOBEC exibida por esse tipo de tumor 1,



72

Em nossa coorte, assim como foi feito para os genes imunes e infiltrados inflamatérios,
heatmaps gerados de forma ndo supervisionada por uma estratégia de agrupamento hierarquico
e distancia euclidiana foram plotados (Figura 22) para os membros da familia das APOBECS3s.
O agrupamento (semelhantemente como visualizado nos outros heatmaps apresentados
anteriormente) segregou de forma satisfatoria e dois clusters foram visualizados, um superior
de maioria HPV+ e um inferior de maioria HPV-. Observa-se que para a maioria dos sete
membros das APOBEC3s, padrdes distintos de perfil de expressdo sdo visualizados entre 0s
grupos. Confirmando a informacdo fornecida pelas andlises anteriores (Figuras 19, 20 e
Apéndice 2) de que esses marcadores estdo hiperexpressos nos pacientes HPV+, os heatmaps
apresentados na Figura 22 fornecem uma abordagem mais visual para a observacdo desses
perfis.

Apesar de que a mutagénese (até atualmente) so foi descrita como associada a atividade
das APOBEC3A e APOBEC3B, a hiperexpressdo das demais APOBEC3s verificadas em nossa
coorte pode indicar que esses outros membros poderiam atuar como “gene reporter” (ou “gene
reporter’’) da expressao das APOBEC3A e APOBEC3B, uma vez que essa familia de enzimas
se encontra codificada em tandem em um Unico cromossomo, sob o comando dos mesmos
elementos de regulacdo génica transcricional e traducional. Além disso, é importante considerar
0s mecanismos de regulacdo pds-transcricional e pds-traducional em que, apesar da formacao
do RNAm de todas as APOBEC3s na mesma intensidade, elas podem ser metabolizadas
transcricionalmente e traducionamente de maneiras distintas, o que resulta em niveis distintos
de expressao dessas APOBEC3s.

Ao se investigar a influéncia desempenhada pelas APOBEC3s no panorama imune, a
expressdo delas foi identificada em diversas células do sistema imune, de linfécitos T e B a
mondcitos e células dendriticas 26°27*, tendéncia que pode também ser observada na nossa
coorte como mostrado pela Figura 23, em que a associacdo entre 0s niveis de expressdo
normalizados de diversas APOBEC3s e o score imune inferido pelo software ESTIMATE
foram positivas nos dois grupos estudados. Porém, as associacdes entre as APOBEC3s e a
pureza tumoral resultaram em correlagBes negativas entre elas. Apesar de que, a uma primeira
vista, ndo pareca que as APOBEC3s exerceram qualquer funcdo nas células tumorais, €é
importante discutir dois conceitos essenciais. Os niveis de expressdo normalizados em FPKM
e a analise diferencial de genes (Figuras 19, 20 e Apéndice 2) mostraram como esta o panorama,
pelo menos no momento da aquisi¢do do sequenciamento de RNA, em relagdo aos niveis de
expressao das APOBEC3s. Porém, as Assinaturas Mutacionais 2 e 13 (atribuidas a atividade de

AID/APOBEC) representam muito mais a fungéo exercida pelas APOBEC3s no tumor do que
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0s niveis de expressao delas. Isso leva ao segundo conceito que deve ser discutido e que em
alguns estudos foi denominando como o conceito “APOBEC was here” ou “APOBEC esteve
aqui”. Apesar de ndo expressas nas células tumorais no momento da aquisicao do RNAseq, elas
foram expressas em algum momento anterior a essa aquisicao e a prova da sua atividade foi
deixada na forma das Assinaturas Mutacionais 2 e 13 2’2, N&o apenas os padrdes de assinaturas
mutacionais foram deixados no genoma tumoral na forma de uma “digital mutacional”
(mutational fingerprint) da atividade das APOBEC3s, como também as células afetadas por
essa mutagénese ja passaram pelo processo de transformacédo neoplasica.

As mutagdes promovidas pelas APOBEC3s se mostraram associadas com a ativagéo da
resposta e infiltracdo imune em carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo 27
Algumas citocinas e vias de sinalizacdo envolvidas com a regulacao da resposta imune exibiram
associacfes com a regulacao de algumas APOBECS3s. O interferon alfa (IFN-a) foi responsavel
pelo aumento da expressdo de APOBEC3A e APOBEC3G em macrdéfagos e mondcitos e
APOBEC3A, APOBEC3C e APOBEC3F em células dendriticas plasmocitoides 2’4, Ja o
interferon beta (IFN-B) e o IFN-y foram responsaveis pelo aumento da expressdo de
APOBEC3G em macrdfagos 26°27, Além disso, um estudo demonstrou que os fatores de
trancricdo da familia NF-xB puderam se ligar em diversas regides promotoras da APOBEC3B
e assim, hiper-regular a expressao dela a partir de diversos estimulos (como a ativacao de vias
oncogeénicas pelas vias P13K, MAPK ou mTOR ou pelo tratamento com IFN-a) 2>278, Os niveis
de expressdo de IFNG e alguns dos genes da familia NF-xB (NFKB1, NFKB2 e RELB) inclusive
exibiram-se diferencialmente expressos e aumentados em nossos pacientes HPV+ (como
mostrado nas Figuras 9A, 20 e Apéndice 2).

Jé& o score que caracteriza e quantifica a mutagénese induzida por APOBEC (“APOBEC
enrichment score”), se mostrou associado com a infiltracdo celular e a ativagdo da resposta
imune em carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco, se correlacionando inclusive,
com uma assinatura génica de interferon gama 273, Atualmente, também se especula que a
pressdo seletiva imposta pela sinalizagdo mediada por interferon e a atividade de APOBEC3A
poderiam acelerar e favorecer a integracdo do DNA viral no genoma do hospedeiro. Um estudo,
inclusive, observou uma forte associagéo entre a expressdo de APOBEC3A com a integracdo
do genoma viral do HPV em carcinoma de células escamosas de orofaringe 2%, Isso abre as
portas para uma série de perguntas que possam responder mais sobre 0s mecanismos
moleculares por trds dessas associagdes, inclusive para novas investigagdes que avaliem o
guanto as assinaturas mutacionais atribuidas a atividade de AID/APOBEC contribuem para a

geracdo de neoantigenos e, consequentemente, para a ativagdo de resposta imune assim como
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é fundamental também investigar o quanto a geracdo de neoantigenos virais influencia no

panorama imune de tumores associados com uma infeccéo viral.

55 A ASSOCIACAO ENTRE O STATUS VIRAL COM UM PERFIL
TRANSCRIPTOMICO INFLAMATORIO CRONICO E COM A
INFILTRACAO DE LINFOCITOS T CD8 ABRE UMA SERIE DE
PERSPECTIVAS PARA ESSE TRABALHO

Os diversos resultados gerados ao longo desse estudo foram integrados em modelos de
regressdo logistica simples e multiplos binomiais como mostrado na Tabela 2. As variaveis
independentes escolhidas para integrar esses modelos (assinatura génica apresentada, score de
abundancia de infiltrado de linfécitos T CD8 gerado pelo software CIBERSORT e score de
Assinatura Mutacional 2 gerado pelo software deconstructSigs) foram pautadas naquelas
variaveis que geraram 0s resultados mais promissores em cada um dos principais tipos de
andlises executadas por esse trabalho. A partir dos modelos construidos, foi possivel determinar
qual o peso cada uma dessas variaveis independentes contribuiu para as diferencas moleculares
exibidas entre pacientes com tumores HPV- e HPV+. Os resultados evidenciaram que o status
viral positivo se mostrou associado com a expressdo de genes integrantes da resposta imune
adaptativa e da inflamacdo cronica, com a infiltracdo de linfécitos T CD8 no infiltrado tumoral
e com a presenca de uma assinatura mutacional atribuida a atividade das APOBEC3s. No
entanto, a assinatura génica apresentada por esse grupo de pacientes se mostrou independente
da infiltracdo de linfocitos T CD8 e da Assinatura Mutacional 2. Além disso, a maior infiltracdo
de linfécitos T CD8 observada nos pacientes com tumores HPV+ néo parece ser dependente da
Assinatura Mutacional 2.

Em vista disso, essa assinatura génica imune que foi investigada nos pacientes HPV+
parece ser um processo que ocorre de forma anterior aos outros dois processos analisados
(abundancia de infiltracdo de linfocitos T CD8 e padrdo de assinatura mutacional atribuido a
atividade das APOBEC3s). Ha ainda muito a ser investigado acerca do papel desempenhado
pelas APOBECS3s e a assinatura mutacional deixada por elas no panorama imunolédgico dos
pacientes analisados. Porém, de uma forma geral, como apresentado pela série de resultados
expostos por esse trabalho, a presenca do HPV se mostrou associada a uma maior resposta

imune, a presenga de mais APOBEC3s atuando no panorama transcricional e mutacional, de
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forma que a atividade aberrante das APOBEC3s se mostrou associada a infec¢éo pelo HPV no
carcinoma de células escamosas de orofaringe.

Uma proxima pergunta interessante que se pode fazer € em relacdo ao quanto a atividade
das APOBEC3s contribuiria para a resposta a imune. Pergunta semelhante foi, inclusive,
realizada por outros estudos que hipotetizaram e posteriormente comprovaram que a assinatura
mutacional atribuida a atividade aberrante das APOBEC3s é capaz de influenciar a resposta
imune gerada, que seria mediada principalmente pelos neoantigenos gerados pelo processo
mutagénico das APOBEC3s. Foi também observado que a assinatura mutacional atribuida as
APOBEC3s estava associada com a abundancia relativa da composicgdo de linfocitos T CD8 e
contribuiu significativamente com uma maior carga de neoantigenos em céncer de mama 277,
Um outro estudo também concluiu que para o cancer de pulmao de células ndo pequenas, a
assinatura mutacional por APOBEC3 se correlacionou significativamente com a resposta a
imunoterapia, enquanto que a expressdo de APOBEC3B se correlacionou positivamente com a
infiltracdo de células T (preditas pelo software CIBERSORT) e a expressdo de alguns
marcadores de supressdo tais como o PD-L1 28, Anteriormente a esses estudos, foi também
demonstrado em cancer de mama e em cancer de pulméo de células ndo pequenas que uma alta
taxa mutacional global revelou ser altamente associada com a infiltracdo de linfdcitos
infiltrantes tumorais e com a carga de neoantigenos /%2,

Nas células tumorais, a atividade mutagénica pode gerar, de forma muito eficiente,
muitos neoantigenos que, diferentemente daqueles epitopos préprios que sao gerados e que nao
sdo capazes de induzir uma resposta imune, 0s neoantigenos gerados em células tumorais com
atividade mutacional operante sdo capazes de elicitar uma resposta imune 28!, A ativagio de
células T por esses neoantigenos derivados de células em processo mutacional estdo se tornando
cada vez mais alvo de intensos estudos devido ao seu potencial valor terapéutico em tumores
com alta atividade mutacional que podem, possivelmente, usufruir das estratégias
imunoterapicas disponiveis %2, Dessa forma, uma alta instabilidade genémica e mutacional
passou a ser vista sob um ponto de vista mais interessante, porém ainda persistem alguns
questionamentos de como esses mecanismos moleculares operam no contexto tumoral.

Existem diversos mecanismos exogenos e enddgenos de mutagénese e um dos mais
classicos ja descritos ocorre pela atividade aberrante das APOBEC3s. Nesse sentido, muitos
estudos que visam entender como a atividade mutacional promovida pela as APOBEC3s pode
impactar na geragdo de neoantigenos e consequentemente no panorama imune estao se tornando
cada vez mais relevantes. As APOBEC3s sdo também conhecidas por sua potente capacidade

em gerar neoantigenos 2’>2’7 uma vez que elas alteram um nucleotideo do triplete que forma
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0 codon, que sera traduzido em um aminoé&cido distinto aos da sequéncia selvagem, o que por
sua vez poderd gerar uma mudanga por aminoacidos de classes diferentes que serdo, entdo,
reconhecidos como um elemento estranho pelo sistema imune. Apesar de que, a primeira vista,
pode-se hipotetizar que a atividade mutagénica das APOBEC3s é capaz de gerar celulas
tumorais com vantagens seletivas e adaptativas que podem garantir sua sobrevivéncia,
capacidade de progressdo ou evasdo tumoral, a atividade mutacional promovida pelas
APOBEC3s também pode contribuir para a geracao de neoatigenos cruciais para a apresentacdo
antigénica e consequentemente, deflagrar uma resposta imune antitumoral 272,

A partir de dados de investigacdes em outras localizag6es tumorais (como em cancer de
uretra por exemplo) sabe-se que 0s tumores que apresentam alta expressdo da familia 3 das
APOBECs estdo associados a uma maior taxa mutacional e, ao que tudo indica, podem também
atuar nos mecanismos de regulacdo da expressao de alguns marcadores de checkpoints imunes,
como ¢ o caso do PD-L1 %328 Em um outro estudo de cancer de pulmio de células néo
pequenas, foi demonstrado que uma alta taxa mutacional e de carga neoantigénica se
correlacionam com uma melhor reposta a terapias por blogueio de checkpoints imunes (como
€ 0 caso de muitos métodos imunoterapicos atuais). Ao mesmo tempo, a assinatura mutacional
por APOBEC3 também se associou com uma melhor resposta a imunoterapia. Além disso, a
atividade mutacional por APOBEC3 se correlacionou com o aumento da abundancia de
linfocitos T CD8, linfécitos T CD4 de memoria ativada e células NK (também preditas pelo
software CIBERSORT). Os autores acabaram por concluir que uma alta taxa mutacional,
combinada com a atividade mutagénica promovida pelas APOBEC3s poderiam predizer
possiveis bons respondedores a imunoterapia em cancer de pulmao de células ndo pequenas .

Em um estudo recente em carcinoma de cabeca e pescogo de células escamosas, 0s
autores concluiram que a APOBEC3G exerce um importante papel na infiltracdo de linfocitos
T CD8 ao demonstrarem que 0s pacientes com tumores HPV+ apresentaram uma hiper-
regulacdo de APOBEC3G, quando comparados aos pacientes com tumores HPV-. Esse grupo
HPV+ também exibiu um padrdo de hipometilacio de DNA em todo o0 genoma, onde a
APOBEC3G foi apontada como uma grande responsavel pela hiper-regulagdo da quimiocina
CXCL10 (um gene regulado por interferon que induz a ativacdo celular e quimiotaxia de
linfdcitos, especialmente durante infeccdes virais) e com a maior infiltragdo de linfécito T CD8
no tumor 286, APOBEC3G essa, que também se mostrou hiper-regulada nos pacientes HPV+ de
nossa coorte, juntamente com diversos marcadores de supressao como o PD-L1 (Figuras 8B,
19, 20 e Apéndice 2) e que apresentou um perfil de expressdo génica bem distinto entre os

pacientes HPV- e HPV+, como visto nos heatmaps da Figura 22.
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Desde que alguns estudos passaram a demonstrar que os tumores de cabeca e pescoco
HPV+ expressam altos niveis de IFNG (que desempenha papel importante na hiper-regulacéo
do gene PD-L1) 27 além de varios outros inibidores de checkpoint 41125201202 55 correlaghes
entre a atividade mutacional exercida por APOBECS3 e a expressdo de marcadores de supressao
passaram a revelar o potencial exercido pela mutagénese mediada por APOBEC3 no panorama
imunolégico do carcinoma de células escamosas de cabega e pesco¢o HPV+, bem como na sua
potencialidade em atuar como biomarcador de resposta a imunoterapias. Corroborando essa
informacdo, um estudo demonstrou que a taxa mutacional induzida por atividade de APOBEC3
se correlacionou significativamente com a carga de neoantigenos especificos do tumor (ao
contrério de outras fontes ndo mutagénicas de neoantigenos) que por sua vez, Sse
correlacionaram com a resposta a imunoterapia 2°>.

Além do papel estimulador desempenhado pelos neoantigenos na resposta imune, a
andlise de repertério de receptor de célula T (TCR ou T-Cell Receptor) pode ser altamente
relevante para se entender melhor os diversos mecanismos imunes ou a até mesmo atuar como
um biomarcador de resposta imune. Os TCRs sdo moléculas localizadas na superficie das
células T e que sdo capazes de reconhecer 0s antigenos apesentado via MHC por outras células
287 A maioria dos TCRs humanos s&o do tipo o e B (uma minoria consiste em TCRyS 288). A
cadeia B do TCR € gerada por um processo aleatorio de recombinacdo génica das regides V
(variavel), D (diversidade) e J (juncdo) (em que nos pontos de unido entre essas regides pode
tambeém ocorrer a incorporacdo ou delecdo de outros nucleotideos), enquanto que a cadeia a €
gerada pela recombinacdo génica das regides V e J. A recombinacdo dessas regifes produz
também uma regido de hipervariabilidade chamada de regido determinante de
complementaridade hipervariavel 3 (CDR3 ou Complementarity-Determining Region 3), que é
uma das regibes mais criticas para o reconhecimento do antigeno, bem como a sua
especificidade e afinidade 2°.

Existem diversas estratégias que foram desenvolvidas com o objetivo de caracterizar o
repertorio de TCR de células T infiltrantes no tumor como é o caso dos softwares TRUST 2% ¢
MiXCR !, porém ainda ndo existem dados muito claros acerca da diversidade de TCR no
carcinoma orofaringeo de células escamosas, especialmente quando se ajusta pelo status viral.
Esse &, inclusive, um campo muito interessante a ser explorado, especialmente porque permite
avaliar melhor a dindmica entre as proteinas virais presentes no infiltrado inflamatorio, os
neoantigenos gerados pela atividade aberrante das APOBECS3s e as diferencas de diversidade
clonal de TCR presente nos tumores HPV- e HPV+. Especialmente ao se reunir as informacdes

obtidas por esse estudo de que os pacientes HPV+ de carcinoma de orofaringe possuem uma
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maior abundéncia de infiltrado de linfécitos T CD8 e também apresentam um perfil
transcriptdbmico mais compativel a de uma resposta imune inflamatdria cronica, com a
expressao de diversos marcadores de exaustdo predominando nesse grupo (Figuras 8B, 20 e
Apéndice 2). Uma anélise realizada pelo software TRUST poderia também validar, por meio
de uma estratégia diferente, a presenca do maior infiltrado de células T observado no ambiente
tumoral dos pacientes HPV+, além de também identificar quais séo os clones enriquecidos em
cada grupo (o que pode evidenciar que naquele ambiente esta ocorrendo uma resposta imune
direcionada a um conjunto de antigenos que € comum naquele grupo de pacientes). Existem,
inclusive, bancos de dados publicos como o PIRD ou Pan immune repertoire database (banco
de dados de repertério pan-imune) 2°2 e 0 McPAS-TCR ou Manually Curated Catalogue of
Pathology Associated T-Cell Receptor Sequences (catalogo com curadoria manual de
sequéncias de receptores de células T associadas a patologia) 23 que fornecem as sequéncias
dos TCRs e CDR3s que reconhecem antigenos provindos de micro-organismos especificos
como o HPV e que sdo uma excelente estratégia de identificacdo dos clones que respondem
especificamente aos antigenos virais provindos do HPV.

Porém ha muito para ser explorado em relacéo a esse equilibrio de forcas existente entre
a infecdo viral, a atividade mutacional promovida por APOBEC3 e a resposta imune. Esse
trabalho mostrou que a infeccdo viral pelo HPV ativa uma rede de expressdo génica que esta
envolvida com a resposta imune e com a infiltragdo celular, principalmente de linfécitos T CD8.
Uma vez que 0s virus podem induzir uma resposta imune tanto pela geracdo de neoantigenos
virais quanto pela geracdo de neoantigenos por outros mecanismos atuantes, tais como a
assinatura mutacional de APOBEC3 (induzida por sua atividade aberrante), ainda hd muito a
ser investigado acerca da influéncia da atividade mutacional de APOBEC3 no panorama imune
do carcinoma orofaringeo de células escamosas, principalmente em relacéo a capacidade desses
padrdes mutacionais em induzir a geracdo de neoantigenos, que por sua vez, podem induzir a
proliferacdo de linfécitos infiltrantes tumorais, além do desenvolvimento de uma resposta

imune local.
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6. CONCLUSAO

Nesse estudo nds caracterizamos 0 panorama imune, trancricional e mutacional e
analisamos algumas das diferencas apresentadas entre os pacientes de carcinoma orofaringeo
de células escamosas associados ou ndo a infeccdo pelo HPV. InformacGes clinicas, de
expressao génica e SNVs foram coletadas do banco de dados publicos TCGA e a comparagéo
entre os grupos estudados (HPV- e HPV+) revelou que a infecgdo pelo HPV impacta no
panorama imunoldgico e mutacional do carcinoma orofaringeo de células escamosas. Foi
demonstrado que os pacientes com tumores HPV- apresentaram infiltrado inflamatério
abundante em células da resposta imune inata e de populacdes estromais, além de um perfil
transcriptdbmico mais compativel com a de uma resposta imune inflamatdria aguda e associada
a dano tecidual, enquanto que o ambiente tumoral dos pacientes com tumores HPV+ apresentou
um abundante infiltrado imune adaptativo e perfil transcriptdmico mais compativel a de uma
resposta imune inflamatoria crénica. Nesse contexto, a identificacdo da Assinatura Mutacional
2 (atribuida a atividade da familia de enzimas AID/APOBEC cuja fun¢do remonta também a
um dos mecanismos de imunidade inata antiviral) e da sua maior exposi¢do em pacientes HPV+
demonstra como a atividade das AID/APOBECs foi impressa no genoma das células tumorais,
além de que a expressdo dos diversos membros da familia das APOBEC3s se apresentou
diferencialmente expressa e aumentada nos pacientes com tumores HPV+. A integracdo dos
dados nos mostrou que o status viral positivo se associou a uma resposta imune de padrdo mais
adaptativo e inflamatdrio cronico, com a infiltracdo de linfécitos T CD8 no tumor e também
com a presenca da Assinatura Mutacional 2. Esse padréo identificado nos pacientes HPV+ foi
independente da infiltracdo de linfocitos T CD8 e da Assinatura Mutacional 2 e o infiltrado
linfocitario T CD8 observado nos pacientes com status viral positivo também ndo pareceu ser
dependente da Assinatura Mutacional 2. Os resultados aqui apresentados podem contribuir para
a elucidacdo dos mecanismos imunes e moleculares por trds da acdo das APOBEC3s no
contexto tumoral do carcinoma orofaringeo de células escamosas, mas ainda ha muito a se
explorar em nossas amostras, especialmente na investigacgdo do quanto a atividade das

APOBEC3s contribui na resposta imune.
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Apéndice 1 — Matriz com os valores quantificados da similaridade entre as assinaturas mutacionais extraidas de novo e as assinaturas mutacionais presentes no catalogo COSMIC (v2)

MutationalPatterns.S1 | MutationalPatterns.S2 | SomaticSignatures.S1 | SomaticSignatures.S2 | SomaticSignatures.S3 signer.S1 signer.S2 signer.S3 SigProfiler.SA
MutationalPatterns.S1 1 0,296654188 0,740588487 0,591699567 0,059673007 0,869189795 | 0,216893181 | 0,105320045 | 0,990926811
MutationalPatterns.S2 0,296654188 1 0,58025691 0,510471361 0,101763813 0,401893728 | 0,84105244 | 0,482459371 | 0,353688669
SomaticSignatures.S1 0,740588487 0,58025691 1 4,44089E-16 4,44089E-16 0,745139842 | 0,655263827 | 0,01202587 0,7314111
SomaticSignatures.S2 0,591699567 0,510471361 4,44089E-16 1 0 0,374838326 | 0,610248033 | 0,031086836 | 0,571235192
SomaticSignatures.S3 0,059673007 0,101763813 4,44089E-16 0 1 0,084118987 | 0,210806943 | 0,345864835 | 0,017056409
signer.S1 0,869189795 0,401893728 0,745139842 0,374838326 0,084118987 1 0,409722277 | 0,095302155 | 0,863232918
signer.S2 0,216893181 0,84105244 0,655263827 0,610248033 0,210806943 0,409722277 1 0,097808695 | 0,22848465
signer.S3 0,105320045 0,482459371 0,01202587 0,031086836 0,345864835 0,095302155 | 0,097808695 1 0,216251764
SigProfiler.SA 0,990926811 0,353688669 0,7314111 0,571235192 0,017056409 0,863232918 | 0,22848465 | 0,216251764 1
SigProfiler.SB 0,299578907 0,968954321 0,643527868 0,557866939 0,017846864 0,420964639 | 0,907734686 | 0,278002874 | 0,326307826
COSMIC.S1 0,244808364 0,910071153 0,63548515 0,593591374 0,131376301 0,353546367 | 0,956316792 | 0,19663348 | 0,266402409
COSMIC.S2 0,871650214 0,189714888 0,623094999 0,548195218 0,140666167 0,703793746 | 0,095144771 | 0,05578103 | 0,85100643
COSMIC.S3 0,345819432 0,46826662 0,011174817 0,160322963 0,132750555 0,259689772 | 0,118587275 | 0,469001199 | 0,393652063
COSMIC.S4 0,132243174 0,470578731 0,036478377 0,02727426 0,224851939 0,103419763 | 0,094593861 | 0,599668189 | 0,213737534
COSMIC.S5 0,247541941 0,648459213 0,111400102 0,108190519 0,21093176 0,220048319 | 0,303943223 | 0,482238129 | 0,284835169
COSMIC.S6 0,16625725 0,853782435 0,502374635 0,554642031 0,082000218 0,23031248 | 0,750288385 | 0,27576475 | 0,207513964
COSMIC.S7 0,513826417 0,363387467 0,470387256 0,142338821 0,264789485 0,516767057 | 0,20933664 | 0,113533068 | 0,517877773
COSMIC.S8 0,17538396 0,545188523 0,01102808 0,069387661 0,097281487 0,152238271 | 0,233101824 | 0,500898139 | 0,23510248
COSMIC.S9 0,132486948 0,403031226 0,066845944 0,034866941 0,029137592 0,116794585 | 0,172230135 | 0,328610324 | 0,16019408
COSMIC.S10 0,225744586 0,372306066 0,277397396 0,062816725 0,055783208 0,43930784 | 0,333791471 | 0,166057566 | 0,24745585
COSMIC.S11 0,298144804 0,370634448 0,287283916 0,003447256 0,329423287 0,229605827 | 0,14389272 | 0,147562916 | 0,313091084
COSMIC.S12 0,121645 0,374889298 0,035533133 0,024806402 0,113798761 0,095983128 | 0,098398874 | 0,359099916 | 0,1480942
COSMIC.S13 0,752676642 0,089373068 0,454823398 0,609586737 0,070237161 0,558064031 | 0,023231846 | 0,094449589 | 0,756298611
COSMIC.S14 0,16654177 0,653543036 0,314120628 0,313097802 0,211735763 0,154832191 | 0,445950368 | 0,324120539 | 0,216448908
COSMIC.S15 0,139055513 0,61580372 0,331554856 0,354597521 0,185696042 0,142637316 | 0,474159474 | 0,185310459 | 0,165367345
COSMIC.S16 0,256921671 0,460937362 0,042938935 0,071109281 0,271005642 0,201295075 | 0,117070492 | 0,485921495 | 0,289283594
COSMIC.S17 0,097081952 0,185487941 0,002834008 0,00150058 0,031571834 0,100310195 | 0,095002884 | 0,102692401 | 0,101756216
COSMIC.S18 0,143103052 0,393311852 0,069880048 0,043352991 0,153965181 0,135584935 | 0,12870752 | 0,432786723 | 0,198022528
COSMIC.S19 0,238024041 0,576555821 0,295588111 0,160834688 0,245139482 0,198124152 | 0,324236925 | 0,2821681 | 0,270303338
COSMIC.S20 0,142715386 0,589647357 0,182559082 0,221112837 0,164551769 0,167306719 | 0,321301246 | 0,425791518 | 0,203863987
COSMIC.S21 0,072836361 0,342386622 0,035959916 0,127998003 0,035366803 0,086549929 | 0,200848327 | 0,225883614 | 0,090946885
COSMIC.S22 0,019561025 0,136417562 0,115319909 0,007239547 0,010618466 0,018789737 | 0,039933354 | 0,138361245 | 0,027940196
COSMIC.S23 0,122646067 0,345190334 0,165951982 0,102107102 0,279952671 0,090768581 | 0,134325073 | 0,146493848 | 0,141372691
COSMIC.S24 0,207349824 0,40607465 0,058366316 0,026884066 0,186203894 0,173175629 | 0,105010188 | 0,530466914 | 0,264808947
COSMIC.S25 0,241745475 0,504905499 0,068613437 0,02789267 0,063139953 0,232908681 | 0,265930565 | 0,374165326 | 0,274778696
COSMIC.S26 0,133931829 0,435267374 0,075122986 0,109775461 0,098093763 0,132480059 | 0,23415059 | 0,318667806 | 0,155745545
COSMIC.S27 0,068130689 0,12130059 0,028463174 0,003855776 0,009996698 0,058963432 | 0,05661543 | 0,097763723 | 0,071990626
COSMIC.S28 0,038918006 0,118357886 0,105923897 0,016487875 0,115229975 0,032864707 | 0,041308376 | 0,076642209 | 0,045309252
COSMIC.S29 0,145076313 0,532029891 0,117317077 0,147944165 0,13057929 0,154668215 | 0,278573116 | 0,490656755 | 0,20239232
COSMIC.S30 0,49014754 0,482139215 0,405933281 0,06858122 0,147441149 0,407314293 | 0,257260999 | 0,182978202 | 0,493760192



FreeText
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0,373609907
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0,854443689

0,363623903

0,443175319

0,354867386

0,359652468

0,355730544

0,323445517

0,953757186
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0,14060868

0,273387248

0,230953603

0,487566579

0,841228713

0,258265014

0,377952941

0,295118641
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0,199076987

0,084446066
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0,075669142

0,547582807
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0,291463757

0,223549012

0,315424766

0,278400886
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1

0,145408888

0,151373193

0,230646648

0,764027727

0,177945848

0,443175319

0,377952941

0,13232042

0,798987487

0,80461141

0,743297901

0,347911017

0,145408888

1

0,596834223

0,348871849

0,193976219

0,46184976

0,354867386

0,295118641

0,100762885

0,610314216

0,38756693

0,725649463

0,291463757

0,151373193

0,596834223

1

0,358002132

0,177992237

0,563481778

0,359652468

0,316938612
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0,221625248

0,265095272
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0,230646648
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1
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0,355730544

0,271762911

0,333353231
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0,204400974

0,453689501
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0,193976219

0,177992237
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0,199315809

0,323445517

0,235202653

0,123236067
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0,278400886

0,177945848
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1

0,063289444
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0,396067

0,3761168

0,109156877
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0,026241505

0,129333231

0,124297295

0,090590629

0,06301428

0,069496407

0,05858207

0,605704992

0,569361692

0,126279956

0,394330101
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0,516949993
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0,22953091

0,487293451
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0,389931551

0,177189668

0,293983151

0,545732408

0,505269336

0,323381096

0,11879936

0,329173151

0,296424436

0,452926555

0,05644359

0,569361692

0,564164636

0,273938975

0,131875285

0,224334127

0,485095985

0,459706526

0,29622869

0,069287668

0,274784236

0,207237657

0,381529992

0,396067

0,126279956

0,078318224

0,227531826

0,096004916

0,106309739

0,219001918

0,10734325

0,05510441

0,014288711

0,119403368

0,170014251

0,170563597

0,3761168

0,394330101

0,277674832

0,730397772

0,277927792

0,457547208

0,47562073

0,46060084

0,30383605

0,293712381

0,279639946

0,534681615

0,688983595

0,109156877

0,451842016

0,228147638

0,500690902

0,100187848

0,735988961

0,37553247

0,45965455

0,15006251

0,320945421

0,217450961

0,827398882

0,571884873

0,135674243

0,516949993

0,460727991

0,903713559

0,32654085

0,419593991

0,649805595

0,637792051

0,540362657

0,28415767

0,441005645

0,451035308

0,740604742

0,026241505

0,793441799

0,826657083

0,279106558

0,138148491

0,20749874

0,560528174

0,698571186

0,322133899

0,054955221

0,40217742

0,256978001

0,358044175

0,129333231

0,22953091

0,150901711

0,259554804

0,12721514

0,103896309

0,507219791

0,195218279

0,112489954

0,036270034

0,471333519

0,134365276

0,196577068

0,124297295

0,487293451

0,285491617

0,656976777

0,202553065

0,671524737

0,412085735

0,447404869

0,252720022

0,375618117

0,170455688

0,610987457

0,726070832

0,090590629

0,309488043

0,263170709

0,708828198

0,579615528

0,36120903

0,329088871

0,368968146

0,345866453

0,203253016

0,164188235

0,29674154

0,555846009

0,06301428

0,323210103

0,182310325

0,21380621

0,143443786

0,488459271

0,152538582

0,197011339

0,106104915

0,023534542

0,066429262

0,208101713

0,278872796

0,069496407

0,413569353

0,360741178

0,28645112

0,096833262

0,087930808

0,741044892

0,357106787

0,160184274

0,038639214

0,832294372

0,140791343

0,226818243

0,05858207

0,239345264

0,276578408

0,818701251

0,253768286

0,195488366

0,375804502

0,521326586

0,776174434

0,139542012

0,203498754

0,23195987

0,539847034

1

0,043675089

0,040392862

0,184239126

0,031660802

0,100593067

0,094601094

0,034827

0,018684462

0,009302386

0,030227837

0,143458388

0,185464211

0,043675089

1

0,744852038

0,302020036

0,111684282

0,410196134

0,559692269

0,707727238

0,245635268

0,047694076

0,430098386

0,401812518

0,362802634

0,040392862

0,744852038

1

0,270021443

0,103785329

0,196288447

0,547405157

0,473987382

0,336912444

0,056815297

0,475239031

0,280694346

0,291565433

0,184239126

0,302020036

0,270021443

1

0,350979715

0,336971389

0,47371668

0,494670807

0,483674176

0,259627913

0,26417934

0,37756686

0,65741268

0,031660802

0,111684282

0,103785329

0,350979715

1

0,075538868

0,126664339

0,156391

0,125506281

0,064714628

0,062291154

0,071320066

0,236929913

0,100593067

0,410196134

0,196288447

0,336971389

0,075538868

1

0,199558531

0,274692518

0,078755179

0,076108866

0,068938758

0,700830598

0,374690921

0,094601094

0,559692269

0,547405157

0,47371668

0,126664339

0,199558531

1

0,550620397

0,271256218

0,100418931

0,890512594

0,267862292

0,399219031

0,034827

0,707727238

0,473987382

0,494670807

0,156391

0,274692518

0,550620397

1

0,362332391

0,072543351

0,422022168

0,304032047

0,435490999

0,018684462

0,245635268

0,336912444

0,483674176

0,125506281

0,078755179

0,271256218

0,362332391

1

0,075415011

0,174526488

0,106834577

0,386606341

0,009302386

0,047694076

0,056815297

0,259627913

0,064714628

0,076108866

0,100418931

0,072543351

0,075415011

1

0,040190623

0,101653471

0,725637134

0,030227837

0,430098386

0,475239031

0,26417934

0,062291154

0,068938758

0,890512594

0,422022168

0,174526488

0,040190623

1

0,135357882

0,212412148

0,143458388

0,401812518

0,280694346

0,37756686

0,071320066

0,700830598

0,267862292

0,304032047

0,106834577

0,101653471

0,135357882

1

0,348730628

0,185464211

0,362802634

0,291565433

0,65741268

0,236929913

0,374690921

0,399219031

0,435490999

0,386606341

0,725637134

0,212412148

0,348730628

1

0,076348648

0,327896622

0,397038871

0,723058614

0,202010933

0,128139657

0,337125821

0,52593267

0,885635587

0,098366421

0,176117813

0,15244283

0,491363614

0,032000826

0,088244499

0,092976601

0,156802722

0,032876046

0,083064367

0,12463631

0,088310904

0,066075991

0,424777249

0,082117511

0,104076583

0,39847845

0,016361564

0,073679272

0,079070428

0,330687619

0,622195188

0,049309547

0,076238662

0,140939539

0,113343602

0,074813993

0,027038221

0,042765499

0,215703245

0,066822385

0,491393559

0,28898848

0,426291366

0,094226855

0,812202538

0,277682687

0,393084353

0,187356334

0,078426449

0,102429204

0,849933852

0,416699757

0,139776023

0,457388686

0,398082997

0,40261689

0,185315108

0,159132847

0,693139314

0,438625233

0,224099831

0,125588614

0,672676945

0,25021506

0,392094433




COSMIC.S26

COSMIC.S27

COSMIC.528

COSMIC.S29

COSMIC.S30

0,133931829

0,068130689

0,038918006

0,145076313

0,49014754

0,435267374

0,12130059

0,118357886

0,532029891

0,482139215

0,075122986

0,028463174

0,105923897

0,117317077

0,405933281

0,109775461

0,003855776

0,016487875

0,147944165

0,06858122

0,098093763

0,009996698

0,115229975

0,13057929

0,147441149

0,132480059

0,058963432

0,032864707

0,154668215

0,407314293

0,23415059

0,05661543

0,041308376

0,278573116

0,257260999

0,318667806

0,097763723

0,076642209

0,490656755

0,182978202

0,155745545

0,071990626

0,045309252

0,20239232

0,493760192

0,405902253

0,116866952

0,104039457

0,439521138

0,483210232

0,343392714

0,089394525

0,08033489

0,379112246

0,413293069

0,101689521

0,067466058

0,038712059

0,115581719

0,554526731

0,44204738

0,196089392

0,287940202

0,5376472

0,423466297

0,231142524

0,153681093

0,073005486

0,817904336

0,272474808

0,721955356

0,202799735

0,306057655

0,520471263

0,585591624

0,399968953

0,087624932

0,108094157

0,36130881

0,429015949

0,144227409

0,068861413

0,046628401

0,099189331

0,76150466

0,37403194

0,232488436

0,186124028

0,745112168

0,294943838

0,484718405

0,157685819

0,645687305

0,382590268

0,300387386

0,133162332

0,043440185

0,187621229

0,298945106

0,132528423

0,185181123

0,081613511

0,039459117

0,116288831

0,814302734

0,912302816

0,100747411

0,237553057

0,301546608

0,303225408

0,076348648

0,032000826

0,016361564

0,066822385

0,139776023

0,327896622

0,088244499

0,073679272

0,491393559

0,457388686

0,397038871

0,092976601

0,079070428

0,28898848

0,398082997

0,723058614

0,156802722

0,330687619

0,426291366

0,40261689

0,202010933

0,032876046

0,622195188

0,094226855

0,185315108

0,128139657

0,083064367

0,049309547

0,812202538

0,159132847

0,337125821

0,12463631

0,076238662

0,277682687

0,693139314

0,52593267

0,088310904

0,140939539

0,393084353

0,438625233

0,885635587

0,066075991

0,113343602

0,187356334

0,224099831

0,098366421

0,424777249

0,074813993

0,078426449

0,125588614

0,176117813

0,082117511

0,027038221

0,102429204

0,672676945

0,15244283

0,104076583

0,042765499

0,849933852

0,25021506

0,491363614

0,39847845

0,215703245

0,416699757

0,392094433

1

0,094278534

0,190948673

0,252487792

0,261008226

0,094278534

1

0,028857151

0,099161547

0,158065068

0,190948673

0,028857151

1

0,075714039

0,111884913

0,252487792

0,099161547

0,075714039

1

0,218528179

0,261008226

0,158065068

0,111884913

0,218528179

1




Apéndice 2 — Quadro com os valores de log2FoldChange e p-valor ajustado da analise diferencial de genes conduzida pelo software DESeq2

external_gene_name log2FoldChange pvalue padj

NOS2 5,98579414 2,24E-26 3,17E-23
MS4A1 3,525532252 9,45E-10 4,86E-08
CD19 3,136890879 1,16E-11 1,04E-09
KIR2DL3 2,151232678 0,000116998 0,000982401
IL17A 2,054402788 0,000895271 0,005130996
IL12A 2,047623675 7,54E-08 2,06E-06
IL13 1,97128206 0,001822909 0,00916577
KLRK1 1,955546863 1,16E-06 2,14E-05
KIR3DL2 1,924765467 0,000169278 0,001327574
IL17F 1,754472329 0,007391529 0,028037063
IL2 1,402396052 0,003857009 0,016729765
CD3D 1,389071216 7,66E-05 0,000689889
PDCD1 1,379528318 0,000412484 0,002726353
APOBEC3H 1,359001773 4,77E-05 0,000464629
IFNG 1,309269861 0,007713395 0,028970563
CD3E 1,281147797 0,000440003 0,002872466
IL12B 1,19545674 0,009615143 0,034397408
APOBEC3G 1,193012048 3,45E-05 0,00035461
KLRD1 1,17852094 0,003135723 0,014119467
RELB 1,167794789 0,000123112 0,001021637
CD8A 1,154114695 0,006595506 0,025601589
APOBEC3B 1,14151814 0,000525552 0,003328168
APOBEC3D 1,125800855 0,000132782 0,001084569
HLA-DOA 1,083907537 0,007846151 0,029381625
HLA-DMB 1,071271151 0,001940415 0,009608059
LAG3 1,069329193 0,007006737 0,026852847
GZMB 1,064931314 0,007114146 0,02716486
KLRC2 1,03487494 0,062059175 0,144400236
CTLA4 1,009625033 0,00122725 0,006626332
CD1A 0,987420573 0,03112242 0,085690597
FOXP3 0,980348932 0,002442976 0,011593831
HLA-DQB2 0,920355414 0,026344627 0,075550717
HLA-DRB5 0,901167247 0,02629108 0,075409865
IL4 0,892623107 0,14840419 0,274259646
GZMA 0,868838416 0,037378008 0,098422901
IL23A 0,867662196 0,01134123 0,039200155
KIR2DL4 0,856695924 0,052355431 0,127259483
CD40 0,847074249 0,002031169 0,00997264
HLA-DMA 0,833890779 0,010402328 0,036662388
ICOS 0,797655218 0,028325781 0,079806522
KLRC1 0,794636595 0,051683704 0,126067934
ITGAM 0,778592651 0,037690524 0,099079554
HLA-DQB1 0,765930418 0,052069434 0,126709116
NFKB2 0,764201573 0,005530454 0,022194859
HLA-DOB 0,761245627 0,020321533 0,061978103
IL2RA 0,756413784 0,031124279 0,085690597
CD4 0,747891097 0,037162425 0,098024465
PRF1 0,722893577 0,059631915 0,140125769
HLA-DPB1 0,72089697 0,042095504 0,108004112
HLA-DQA1 0,709387379 0,072383893 0,162131151
HLA-DQA2 0,690718007 0,120906272 0,236834202
HLA-DPA1 0,676773133 0,059852799 0,140476583
APOBEC3F 0,653773168 0,001674528 0,008545138
IL5 0,653417733 0,246653023 0,394997679
IL9 0,627778946 0,508729642 NA
APOBEC3C 0,600764545 0,000740465 0,004396288
HLA-DRA 0,592857117 0,095876116 0,1994875
ITGAX 0,556678541 0,076073686 0,168222202
HLA-DPB2 0,479196087 0,367368094 0,521536416
HAVCR2 0,381299074 0,22369493 0,368872268
STAT3 0,380951383 0,028637319 0,080471079
ITGAE 0,351665786 0,146282356 0,271414303
HLA-DRB1 0,320923106 0,405303332 0,557912109
MS4A6A 0,29042299 0,371247019 0,52516414
HLA-DRB6 0,215305199 0,551678796 0,688955737
HLA-F 0,156026471 0,602308784 0,729380228
ENTPD1 0,082759018 0,65791418 0,772553149
NFKB1 0,073296904 0,684032824 0,791775962
TNF 0,055794928 0,875589168 0,923275678
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Apêndice 2 – Quadro com os valores de log2FoldChange e p-valor ajustado da análise diferencial de genes conduzida pelo software DESeq2 


FCGR3A 0,035477421 0,926879172 0,954928774
CD274 0,024605851 0,950432696 0,96961797
CD80 0,023070543 0,946657532 0,967403342
CD86 -0,114311138 0,697948695 0,80177519
HLA-B -0,119691161 0,700867244 0,80398504
CD14 -0,131332649 0,661778294 0,77492478
STAT6 -0,135801805 0,299432344 0,452177917
REL -0,146211177 0,647975454 0,764469966
HLA-C -0,206003186 0,449584694 0,599491267
HLA-A -0,284483809 0,297149886 0,449989095
APOBEC3A -0,28571517 0,598396562 0,726228065
RELA -0,289701223 0,009800083 0,034912219
CD163 -0,347337583 0,399265379 0,552242926
STAT1 -0,374303779 0,186663756 0,323152962
PTGS2 -0,382647842 0,457764849 0,606834424
IL10 -0,438695497 0,105137102 0,213666413
CD68 -0,464539051 0,056129334 0,133973454
B2M -0,475177787 0,040207788 0,104096724
TAP1 -0,522152083 0,122970104 0,239754717
TAP2 -0,595365513 0,052593701 0,127720053
LAMP1 -0,618367836 4,26E-06 6,29E-05
HLA-E -0,67613348 0,004700459 0,019505671
HLA-G -0,683482606 0,071340805 0,16023431
PDCD1LG2 -0,976160082 0,005137838 0,020928325
TGFB1 -1,136303043 7,18E-10 3,82E-08
HIF1A -1,26602073 1,37E-06 2,47E-05
CXCR2 -1,367759853 0,001361007 0,007206751
IL1B -1,624949707 3,31E-05 0,000341821
IL6 -1,646538701 1,05E-05 0,000132719
NCAM1 -1,785275875 0,000443651 0,002890184
IL8 -2,092396 9,623308E-07 1,828657E-05
IL1A -2,169804199 4,26E-06 6,29E-05
CXCR1 -2,701255816 6,68E-09 2,65E-07




Apéndice 3 — Quadro com os valores do coeficiente de correlagdo de Spearman e p-valor das correlagdes entre os scores gerados pelo software
ESTIMATE e os valores de expressao normalizados das APOBEC3s dos pacientes com tumores HPV- (a esquerda) e HPV+ (a direita)

Varl Var2 R p.value Varl Var2 R p.value
APOBEC3B APOBEC3B 1 NA APOBEC3B APOBEC3B 1 NA

APOBEC3C APOBEC3B 0.08978328173 0.7231227826 APOBEC3C APOBEC3B 0.5397748593 0.0003248809816
APOBEC3G APOBEC3B 0.08978328173 0.7231227826 APOBEC3G APOBEC3B 0.4123827392 0.008186950554
APOBEC3D APOBEC3B -0.05469556244 | 0.8293348338 APOBEC3D APOBEC3B 0.4566604128 0.003056646471
APOBEC3A APOBEC3B 0.2156862745 0.3900270258 APOBEC3A APOBEC3B 0.234521576 0.1452229341
APOBEC3F APOBEC3B 0.3168214654 0.2002049944 APOBEC3F APOBEC3B 0.4393996248 0.004557497051
APOBEC3H APOBEC3B 0.06501547988 0.7977151314 APOBEC3H APOBEC3B 0.4159474672 0.007598082358
Stromal_score | APOBEC3B -0.1640866873 0.515294731 Stromal_score | APOBEC3B -0.2356472795 0.1432460438
Immune_score | APOBEC3B 0.1847265222 0.4630613329 Immune_score | APOBEC3B -0.004502814259 0.9780008353
Tumor_purity APOBEC3B 0.06707946336 0.7914253838 Tumor_purity APOBEC3B 0.1397748593 0.3896700848
APOBEC3B APOBEC3C 0.08978328173 0.7231227826 APOBEC3B APOBEC3C 0.5397748593 0.0003248809816
APOBEC3C APOBEC3C 1 NA APOBEC3C APOBEC3C 1 NA

APOBEC3G APOBEC3C 0.7296181631 0.0005890520867 APOBEC3G APOBEC3C 0.71369606 2.35E-07
APOBEC3D APOBEC3C 0.653250774 0.003285641103 APOBEC3D APOBEC3C 0.7701688555 6.23E-09
APOBEC3A APOBEC3C 0.4035087719 0.09680965248 APOBEC3A APOBEC3C 0.1904315197 0.2391907916
APOBEC3F APOBEC3C 0.4427244582 0.06578236404 APOBEC3F APOBEC3C 0.7915572233 1.19E-09
APOBEC3H APOBEC3C 0.5706914345 0.01338428135 APOBEC3H APOBEC3C 0.4774859287 0.001835472846
Stromal_score | APOBEC3C 0.3849329205 0.1147080269 Stromal_score | APOBEC3C 0.1202626642 0.4597988282
Immune_score | APOBEC3C 0.7750257998 0.0001583378269 Immune_score | APOBEC3C 0.4330206379 0.005255713427
Tumor_purity APOBEC3C -0.5830753354 0.01109244362 Tumor_purity APOBEC3C -0.3140712946 0.04842361096
APOBEC3B APOBEC3G 0.08978328173 0.7231227826 APOBEC3B APOBEC3G 0.4123827392 0.008186950554
APOBEC3C APOBEC3G 0.7296181631 0.0005890520867 APOBEC3C APOBEC3G 0.71369606 2.35E-07
APOBEC3G APOBEC3G 1 NA APOBEC3G APOBEC3G 1 NA

APOBEC3D APOBEC3G 0.8286893705 2.15E-05 APOBEC3D APOBEC3G 0.8311444653 3.16E-11
APOBEC3A APOBEC3G 0.3498452012 0.1546923218 APOBEC3A APOBEC3G 0.1075046904 0.5090762113
APOBEC3F APOBEC3G 0.6862745098 0.001660913535 APOBEC3F APOBEC3G 0.8506566604 3.67E-12
APOBEC3H APOBEC3G 0.6305469556 0.005025142219 APOBEC3H APOBEC3G 0.7686679174 6.95E-09
Stromal_score | APOBEC3G 0.5128998968 0.02950655372 Stromal_score | APOBEC3G 0.1866791745 0.2487470925
Immune_score | APOBEC3G 0.8142414861 3.91E-05 Immune_score | APOBEC3G 0.6101313321 2.92E-05
Tumor_purity APOBEC3G -0.64499484 0.003849373039 Tumor_purity APOBEC3G -0.4780487805 0.001809541027
APOBEC3B APOBEC3D -0.05469556244 | 0.8293348338 APOBEC3B APOBEC3D 0.4566604128 0.003056646471
APOBEC3C APOBEC3D 0.653250774 0.003285641103 APOBEC3C APOBEC3D 0.7701688555 6.23E-09
APOBEC3G APOBEC3D 0.8286893705 2.15E-05 APOBEC3G APOBEC3D 0.8311444653 3.16E-11
APOBEC3D APOBEC3D 1 NA APOBEC3D APOBEC3D 1 NA

APOBEC3A APOBEC3D 0.2280701754 0.3627002085 APOBEC3A APOBEC3D 0.0861163227 0.5972495362
APOBEC3F APOBEC3D 0.7667698658 0.0002053541651 APOBEC3F APOBEC3D 0.8407129456 1.14E-11
APOBEC3H APOBEC3D 0.6326109391 0.004841232347 APOBEC3H APOBEC3D 0.5337711069 0.0003896076574
Stromal_score | APOBEC3D 0.5005159959 0.03438377918 Stromal_score | APOBEC3D 0.1088180113 0.5038840003
Immune_score | APOBEC3D 0.6759545924 0.002073952449 Immune_score | APOBEC3D 0.4889305816 0.001367805707
Tumor_purity APOBEC3D -0.5810113519 0.01145085401 Tumor_purity APOBEC3D -0.3714821764 0.01826950772
APOBEC3B APOBEC3A 0.2156862745 0.3900270258 APOBEC3B APOBEC3A 0.234521576 0.1452229341
APOBEC3C APOBEC3A 0.4035087719 0.09680965248 APOBEC3C APOBEC3A 0.1904315197 0.2391907916
APOBEC3G APOBEC3A 0.3498452012 0.1546923218 APOBEC3G APOBEC3A 0.1075046904 0.5090762113
APOBEC3D APOBEC3A 0.2280701754 0.3627002085 APOBEC3D APOBEC3A 0.0861163227 0.5972495362
APOBEC3A APOBEC3A 1 NA APOBEC3A APOBEC3A 1 NA

APOBEC3F APOBEC3A 0.1124871001 0.6567565631 APOBEC3F APOBEC3A 0.01688555347 0.9176340385
APOBEC3H APOBEC3A 0.2404540764 0.3364896474 APOBEC3H APOBEC3A 0.03039399625 0.852306879
Stromal_score | APOBEC3A -0.3126934985 0.2064536417 Stromal_score | APOBEC3A -0.07861163227 0.6296885406
Immune_score | APOBEC3A 0.3684210526 0.1324871564 Immune_score | APOBEC3A 0.1138836773 0.4841111565
Tumor_purity APOBEC3A 0.06501547988 0.7977151314 Tumor_purity APOBEC3A -0.04090056285 0.8021388615
APOBEC3B APOBEC3F 0.3168214654 0.2002049944 APOBEC3B APOBEC3F 0.4393996248 0.004557497051
APOBEC3C APOBEC3F 0.4427244582 0.06578236404 APOBEC3C APOBEC3F 0.7915572233 1.19E-09
APOBEC3G APOBEC3F 0.6862745098 0.001660913535 APOBEC3G APOBEC3F 0.8506566604 3.67E-12
APOBEC3D APOBEC3F 0.7667698658 0.0002053541651 APOBEC3D APOBEC3F 0.8407129456 1.14E-11
APOBEC3A APOBEC3F 0.1124871001 0.6567565631 APOBEC3A APOBEC3F 0.01688555347 0.9176340385
APOBEC3F APOBEC3F 1 NA APOBEC3F APOBEC3F 1 NA

APOBEC3H APOBEC3F 0.3642930857 0.1372167161 APOBEC3H APOBEC3F 0.612195122 2.69E-05
Stromal_score | APOBEC3F 0.4674922601 0.05043751945 Stromal_score | APOBEC3F 0.1983114447 0.2199400368
Immune_score | APOBEC3F 0.5562435501 0.01651840305 Immune_score | APOBEC3F 0.4729831144 0.00205499836
Tumor_purity APOBEC3F -0.5335397317 0.0225880298 Tumor_purity APOBEC3F -0.4033771107 0.009851944868
APOBEC3B APOBEC3H 0.06501547988 0.7977151314 APOBEC3B APOBEC3H 0.4159474672 0.007598082358
APOBEC3C APOBEC3H 0.5706914345 0.01338428135 APOBEC3C APOBEC3H 0.4774859287 0.001835472846
APOBEC3G APOBEC3H 0.6305469556 0.005025142219 APOBEC3G APOBEC3H 0.7686679174 6.95E-09
APOBEC3D APOBEC3H 0.6326109391 0.004841232347 APOBEC3D APOBEC3H 0.5337711069 0.0003896076574
APOBEC3A APOBEC3H 0.2404540764 0.3364896474 APOBEC3A APOBEC3H 0.03039399625 0.852306879
APOBEC3F APOBEC3H 0.3642930857 0.1372167161 APOBEC3F APOBEC3H 0.612195122 2.69E-05
APOBEC3H APOBEC3H 1 NA APOBEC3H APOBEC3H 1 NA
Stromal_score | APOBEC3H 0.2837977296 0.2537564179 Stromal_score | APOBEC3H 0.2934333959 0.06611041486
Immune_score | APOBEC3H 0.6388028896 0.004322124803 Immune_score | APOBEC3H 0.6341463415 1.12E-05
Tumor_purity APOBEC3H -0.4344685243 0.07159701126 Tumor_purity APOBEC3H -0.5287054409 0.000452966624

APOBEC3B

Stromal_score

-0.1640866873

0.515294731

APOBEC3B

Stromal_score

-0.2356472795

0.1432460438

APOBEC3C

Stromal_score

0.3849329205

0.1147080269

APOBEC3C

Stromal_score

0.1202626642

0.4597988282
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Apêndice 3 – Quadro com os valores do coeficiente de correlação de Spearman e p-valor das correlações entre os scores gerados pelo software ESTIMATE e os valores de expressão normalizados das APOBEC3s dos pacientes com tumores HPV- (à esquerda) e HPV+ (à direita)



APOBEC3G

Stromal_score

0.5128998968

0.02950655372

APOBEC3G

Stromal_score

0.1866791745

0.2487470925

APOBEC3D

Stromal_score

0.5005159959

0.03438377918

APOBEC3D

Stromal_score

0.1088180113

0.5038840003

APOBEC3A

Stromal_score

-0.3126934985

0.2064536417

APOBEC3A

Stromal_score

-0.07861163227

0.6296885406

APOBEC3F

Stromal_score

0.4674922601

0.05043751945

APOBEC3F

Stromal_score

0.1983114447

0.2199400368

APOBEC3H

Stromal_score

0.2837977296

0.2537564179

APOBEC3H

Stromal_score

0.2934333959

0.06611041486

Stromal_score | Stromal_score | 1 NA Stromal_score | Stromal_score | 1 NA
Immune_score | Stromal_score 0.572755418 0.01297817883 Immune_score | Stromal_score 0.6307692308 1.28E-05
Tumor_purity Stromal_score -0.91124871 1.46E-07 Tumor_purity Stromal_score -0.8454033771 6.74E-12
APOBEC3B Immune_score | 0.1847265222 0.4630613329 APOBEC3B Immune_score | -0.004502814259 0.9780008353
APOBEC3C Immune_score | 0.7750257998 0.0001583378269 APOBEC3C Immune_score | 0.4330206379 0.005255713427
APOBEC3G Immune_score | 0.8142414861 3.91E-05 APOBEC3G Immune_score | 0.6101313321 2.92E-05
APOBEC3D Immune_score | 0.6759545924 0.002073952449 APOBEC3D Immune_score | 0.4889305816 0.001367805707
APOBEC3A Immune_score | 0.3684210526 0.1324871564 APOBEC3A Immune_score | 0.1138836773 0.4841111565
APOBEC3F Immune_score | 0.5562435501 0.01651840305 APOBEC3F Immune_score | 0.4729831144 0.00205499836
APOBEC3H Immune_score | 0.6388028896 0.004322124803 APOBEC3H Immune_score | 0.6341463415 1.12E-05
Stromal_score Immune_score | 0.572755418 0.01297817883 Stromal_score Immune_score | 0.6307692308 1.28E-05
Immune_score | Immune_score | 1 NA Immune_score | Immune_score | 1 NA
Tumor_purity Immune_score | -0.7791537668 0.0001384760252 Tumor_purity Immune_score | -0.921575985 0

APOBEC3B Tumor_purity 0.06707946336 0.7914253838 APOBEC3B Tumor_purity 0.1397748593 0.3896700848
APOBEC3C Tumor_purity -0.5830753354 0.01109244362 APOBEC3C Tumor_purity -0.3140712946 0.04842361096
APOBEC3G Tumor_purity -0.64499484 0.003849373039 APOBEC3G Tumor_purity -0.4780487805 0.001809541027
APOBEC3D Tumor_purity -0.5810113519 0.01145085401 APOBEC3D Tumor_purity -0.3714821764 0.01826950772
APOBEC3A Tumor_purity 0.06501547988 0.7977151314 APOBEC3A Tumor_purity -0.04090056285 0.8021388615
APOBEC3F Tumor_purity -0.5335397317 0.0225880298 APOBEC3F Tumor_purity -0.4033771107 0.009851944868
APOBEC3H Tumor_purity -0.4344685243 0.07159701126 APOBEC3H Tumor_purity -0.5287054409 0.000452966624
Stromal_score | Tumor_purity -0.91124871 1.46E-07 Stromal_score | Tumor_purity -0.8454033771 6.74E-12
Immune_score | Tumor_purity -0.7791537668 0.0001384760252 Immune_score | Tumor_purity -0.921575985 0

Tumor_purity Tumor_purity 1 NA Tumor_purity Tumor_purity 1 NA




