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RESUMO

Mello JBH. Investigacdo de marcadores de resposta a quimioterapia
neoadjuvante em pacientes com carcinoma de orofaringe. Sdo Paulo;

2019. [Tese de Doutorado-Fundacgao Antonio Prudente].

A resisténcia a quimioterapia € um dos principais fatores para falhas no
tratamento dos pacientes com carcinoma epidermdide de orofaringe
(CCEOQO). O regime mais frequentemente utilizado nestes casos € a
quimioterapia de inducéao (IC) com taxano, platina e 5-fluorouracil. Apesar da
maioria dos pacientes responderem satisfatoriamente ao tratamento, uma
parcela deles apresenta resposta insatisfatoria podendo ocorrer progressao
tumoral. Outro fator critico € a alta taxa de toxicidade, especialmente no
grupo de pacientes que nao se beneficia do tratamento. Até o momento, néo
ha marcadores moleculares capazes de auxiliar na predicdo da resposta e
evolucdo da doencga disponiveis na pratica clinica desses tumores. Este
estudo teve como objetivo desenvolver um painel de marcadores para
predizer a resposta da quimioterapia de indugdo. Para isso, investigamos o
perfil de expressao génica (22 CCEO) e proteica (20 CCEO) e comparamos
os grupos de acordo com a resposta a IC (resposta satisfatéria, RS vs
insatisfatoria, RI). A analise de transcritos revelou 200 genes
diferencialmente expressos entre os grupos, sendo 87 com expressao
diminuida e 113 com aumento de expressdo nos pacientes nao
respondedores em relagcdo aos respondedores. A partir desses genes
desenvolvemos um modelo de predigdo com cinco marcadores (GPSM2,
CPNE2, FOXRED2, BCHE e KLKB1), o qual foi capaz de classificar 100%
dos pacientes de acordo com a resposta a IC. Esse algoritimo foi aplicado
aos dados de expressdao do TCGA e apresentou bom desempenho como
marcador de prognostico independente do tratamento. Os genes com
aumento de expressdao foram utilizados para identificar proteinas

potencialmente secretadas possiveis de serem utilizadas como marcadores



detectaveis em biopsia liquida. Esta analise resultou em quatro potenciais
marcadores secretados em Rl (CR1, KLKB1, FBLN1 e MOB1A) e cinco em
RS (PCSK5, RET, PRPH2, CST6 e BCHE). A analise protebmica por
espectrometria de massas revelou 183 proteinas diferencialmente expressas
entre os grupos, sendo 127 com expressao diminuida e 56 com expressao
aumentada nos pacientes Rl em relacdo ao grupo RS. A partir dessas
proteinas, desenvolvemos um classificador de predicdo de IC com quatro
marcadores (CDKN2A, HNRNPAO, MYO1B e TXNL1), os quais foram
capazes de classificar corretamente todas as amostras de acordo com a
resposta ao tratamento. As proteinas com aumento de expressdo nos
tumores foram investigadas quanto ao potencial de serem secretadas, sendo
possivel identificar oito potenciais marcadores secretados em Rl e 19 em
RS. A andlise integrada dos transcritos e proteinas diferencialmente
expressas revelou apenas uma molécula em comum, o MOB1A. Uma
analise in silico das vias biolégicas associadas as moléculas entre os grupos
em ambas as analises moleculares revelou diversas vias de regulagéo
comuns entre os grupos de proteinas e transcritos. As principais vias
canodnicas alteradas estao associadas a regulacao do ciclo celular, incluindo
ciclo celular, transicdo G1/S e fase S. Este estudo revelou diversos
marcadores com potencial para ser aplicado na pratica clinica, auxiliando na
tomada de decisdes terapéuticas de forma mais personalizada. Esses
achados embora promissores necessitem ser validados em uma coorte

maior de pacientes.

Descritores: Neoplasias Orofaringeas. Neoplasias de Cabega e Pescoco.
Terapia Neoadjuvante. Quimioterapia de indugdo. Carcinoma de Células

Escamosas. Biomarcadores Tumorais.



SUMMARY

Mello JBH. [Investigation of molecular biomarkers to predict
neoadjuvant chemotherapy response in patients with oropharyngeal
carcinoma]. Sdo Paulo, 2019. [Tese de Doutorado-Fundagdo Anténio

Prudente].

Resistance to chemotherapy is one of the main causes for treatment failure
in patients with oropharyngeal squamous cell carcinoma (OSCC). The
induction to chemotherapy treatment with taxane, platinum and 5-fluoracil
has been widely used. Although most patients shows good response to
treatment (RS), a set of cases present unsatisfactory response (RI) and
tumor progression may occur. An additional critical issue is the high toxicity
rate, especially for patients who will not benefit from the treatment. To date,
there are no molecular markers available in the clinical practice capable to
predict response and disease progress. This study aimed to develop a panel
of markers capable of predicting induction to chemotherapy response. We
investigated gene and protein expression profile of 22 and 20 OSCC,
respectively, and compared the groups according to the response to IC
(satisfactory response vs. unsatisfactory response). Gene expression data
analysis from a previous study of our group, revealed 200 differentially
expressed genes, 87 downregulated and 113 genes with overexpression in
nonresponders compared to responders cases. Using these genes, we
developed a prediction model with five markers (GPSM2, CPNEZ2,
FOXRED2, BCHE and KLKB1) able to classify 100% of the patients
according to the response to IC. This algorithm was applied to the TCGA
expression data and presented good performance as a prognostic marker
independent of the treatment. Overexpressed genes were used to identify
potentially secreted proteins with potential to be used as detectable markers
in liquid biopsy. This analysis revealed four potencial markers in RI (CR1,
KLKB1, FBLN1 and MOB1A) and five in RS (PCSK5, RET, PRPH2, CST6



and BCHE). Proteomic analysis using mass spectrometry revealed 183
differentially expressed proteins between the groups, 127 downexpressed
and 56 overexpressed in RI patients compared to RS group. Using these
proteins, we developed a prediction algorithm using four biomarkers
(CDKN2A, HNRNPAO, MYO1B and TXNL1) able to correctly classify all
tumors according to the response to treatment. Overexpressed proteins with
potential to be secreted were investigated revealing eight potential markers
secreted in IR and 19 in RS. The integrative analysis of differentially
expressed transcripts and proteins revealed one molecule in common,
MOB1A. In silico pathway analysis resulted in common biological pathways
in both group of cases. The major altered canonical pathways are associated
with cell cycle regulation, being Cell cycle, G1 / S Transition and S Phase.
Our study revealed several candidate markers with potential to be applied in
the clinical practice, assisting in therapeutic decisions. Although promisor,

these findings need to be validated in a larger cohort of patients.

Key words: Oropharyngeal Neoplasms. Head and Neck Neoplasms.
Neoadjuvant Therapy. Induction Chemotherapy. Carcinoma, Squamous Cell.

Biomarkers, Tumor.
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1  INTRODUGCAO

1.1 CANCER DE CABECA E PESCOCO

Os céanceres de cabegca e pescogo englobam uma variedade de
neoplasias epiteliais malignas, sendo que 90% desses tumores originam-se a
partir de células epiteliais escamosas. Os carcinomas de células escamosas de
cabeca e pescogo (CCECP) sdo mais frequentes na cavidade oral (60%),
seguido da laringe (25%) e orofaringe (15%) (FORASTIERE et al. 2001; JEMAL
et al. 2006). Entre os carcinomas de orofaringe, os sitios primarios mais
frequentes sao a base de lingua (47%) e a amigdala (46%) (FORASTIERE et al.
2001). Segundo estimativas do GLOBOCAN-IARC, ocorrem 705.000 novos
casos de CCECP por ano (sétima posi¢gao em incidéncia no mundo) sendo estes
tumores responsaveis por 350 mil mortes por ano (BRAY et al. 2018). A
incidéncia global do cancer de orofaringe € aproximadamente 93.000 novos
casos por ano, sendo responsavel por cerca de 51.000 mortes (BRAY et al.
2018).

Segundo as estimativas do Instituto Nacional de Céncer (INCA) do Brasil,
para o biénio 2018/ 2019, foram estimados 11.200 novos casos de cancer da
cavidade oral em homens e 3.500 em mulheres. Para o cancer de laringe, foram
estimados 6.390 casos novos em homens e 1.280 em mulheres (Ministério da

Saude 2018). Os CCECP tém incidéncia maior em homens do que em mulheres



(razédo de 2:1) (CURADO e HASHIBE 2009). Para o ano de 2018, a Sociedade
Americana de Cancer dos Estados Unidos estimou mais de 50 mil novos casos
de cancer oral e faringe, e aproximadamente 10 mil mortes associadas
(American Cancer Society-ACS 2018). A incidéncia do carcinoma de células
escamosas de orofaringe (CCEO) tem aumentado nas Uultimas décadas,
principalmente em homens entre a quinta e sétima décadas de vida, sendo
estimado cerca de 12.000 novos casos por ano nos Estados Unidos

(DAHLSTROM et al. 2013; PYTYNIA et al. 2014).

1.1.1 Fatores derisco e de predisposicdo ao CCECP

Assim como diversas neoplasias epiteliais, o desenvolvimento de CCECP
€ um processo de multiplas etapas desencadeado pelo acumulo de alteragdes
genéticas. Essas alteragbes podem ser moduladas por predisposi¢cao genética
e/ou fatores ambientais, mudangas no sistema imunoldgico, inducdo de
vascularizagao (incluindo angiogénese) e a disseminagao das células tumorais
(invasao tumoral local e metastases a distancia) (revisado por CHOIl e MYERS
2008; PEREZ-SAYANS et al. 2009).

Certas doengcas como a anemia de Fanconi (AF) e a disqueratose
congénita predispdem ao CCECP (ROSENBERG et al. 2003; SARODE et al.
2016). Estas sindromes hereditarias causam faléncia da medula 6ssea e estédo
associadas com o desenvolvimento precoce do CCECP na auséncia dos fatores
de risco comuns, como o consumo de tabaco e alcool. Pacientes com AF tém

um risco aumentado em 700 vezes de apresentar CCECP quando comparados



com individuos da populagdo em geral. A partir dos 20 anos estes pacientes
apresentam aumento progressivo no risco de desenvolver tumores solidos
(ROSENBERG et al. 2003; ALTER et al. 2005).

Em um estudo multicéntrico composto por 4005 pacientes com CCP
foram avaliados os fatores de risco associados com recorréncia e segundo
tumor primario (LEONCINI et al. 2018). Durante o seguimento, 1161 (29%)
pacientes apresentaram recorréncia e 343 (8.6%) desenvolveram segundo
tumor primario. Os fatores de predicdo de recorréncia observados foram o
estadio tumoral e sexo masculino (apenas para laringe), enquanto os fatores
preditivos de segundo tumor primario foram idade avangada e consumo de
alcool para pacientes com cancer de laringe, e sexo feminino para cancer de
cabega e pescoco (LEONCINI et al. 2018).

A exposicao aos carcinégenos do tabaco combinado com o consumo de
alcool sao os principais fatores de risco ao desenvolvimento de CCECP em
paises em desenvolvimento (80-90% dos casos) (HAYES et al. 2015). Pacientes
tabagistas e consumidores de alcool apresentam um aumento de 30 vezes no
risco de desenvolvimento desse tumor (HASHIBE et al. 2009). A maioria dos
CCECP associados ao histérico de alto consumo de tabaco, apresentam
mutagdes em TP53, perda de fungdo de CDKN2A, amplificagdo em 3q e
alteracbes em genes envolvidos no estresse oxidativo (incluindo KEAP1,
NFE2L2, CUL3) (Cancer Genome Atlas Network 2015). Um estudo desenvolvido
no sudeste da india, onde ocorre um dos maiores consumos de tabaco,

identificou que uma variante no gene DFNA5 (rs2237306) € um fator protetor



(odds ratio =0.33) para o desenvolvimento de cancer oral relacionado ao tabaco
(KUNDU et al. 2018). Outras quatro variantes, (rs182361, rs290974 e rs169724
em SYK e rs1670661 em NELL1) foram associadas a suscetibilidade aumentada
para a oncogénese oral associada ao tabaco e HPV (KUNDU et al. 2018). O
habito tabagista esta associado com um aumento superior a 10 vezes no risco
de desenvolvimento de todos os canceres de cabeca e pescogo e é responsavel
por 42% das mortes pela doenga (LICITRA et al. 2003; Ministério da Saude
2018). Além disso, experimentos in vivo em modelos animais demonstraram que
a nicotina presente no sangue aumenta a taxa de metastases linfonodais, induz
o acumulo de p-EGFR no nucleo e a ativagdo da via de sinalizagdo de AKT,
desempenhando um papel importante na resisténcia a cetuximab (SHIMIZU et
al. 2019).

Um estudo originado pelo consoércio do TCGA incluiu 279 carcinomas
epidermodides de cabeca e pescogo analisados por uma estratégia utilizando
multiplas plataformas (Cancer Genome Atlas Network 2015). Um subgrupo de
tumores de cavidade oral com resultados clinicos favoraveis apresentou
alteracdes gendmicas raras, assim como mutagdes ativadoras em HRAS e
PIK3CA e inativadoras em CASP9, NOTCH1 e TP53. Alteragbes em genes da
via WNT, ativacdo do fator de estresse NFE2L2 e perda de funcdo do
modificador de cromatina NSD1 foram mais comumente detectados em tumores
de laringe. Uma analise supervisionada de expressdo de mRNAs, miRNAs e

metilagdo de DNA também demonstrou um evidente agrupamento das amostras



de acordo com o sitio anatdbmico (Cancer Genome Atlas Network 2015),
revelando a importancia da elaboragéo de estudos focando uma so topologia.
Entre as alteragcdes moleculares descritas em CCECP estéo a ativagao de
oncogenes como EGFR, CCND1 e COX-2; outros genes supressores tumorais
além do TP53 e CDKN2A/p16 também tem sido relatados, como PSMD9/p27 e
WAF1/C1P1; além da expressao de fatores angiogénicos e metastaticos e de
polimorfismos genéticos em genes codificadores de enzimas que atuam no
metabolismo (LEEMANS et al. 2011). Um estudo recente descreveu os genes e
0s processos celulares mais frequentemente alteradas em CCECP (LEEMANS
et al. 2018). Entre elas se destacam principalmente a via do ciclo celular
afetando genes previamente descritos, como CDKN2A, TP53 e CCND1. As vias
de sinalizagao de crescimento e sobrevivéncia (EGFR, PIK3CA e PTEN), vias do
WNT (FAT1, AJUBA e NOTCH1) e genes envolvidos na regulagao epigenético,

como KMT2D e NSD1 (LEEMANS et al. 2018).

1.1.2 HPV e o cancer de orofaringe

Nas ultimas décadas, a infecgao pelo HPV (papiloma virus humano) de
alto risco (ou oncogénico) tem se tornado um importante fator etiolégico
associado aos tumores de cabega e pescogo, especialmente em tumores da
cavidade oral e orofaringe (MARTIN et al. 2014; HAYES et al. 2015). A
incidéncia de tumores de orofaringe HPV+ aumentou em 225% de 1988 a 2004,
principalmente em pacientes do Norte da Europa, América do Norte e Australia

(DAHLSTROM et al. 2013; SEPIASHVILI et al. 2015). Em 2012 foi estimado que



mais 30% dos tumores de orofaringe eram causados pelo HPV, dando
evidéncias que esse aumento € resultado das mudancas no comportamento
sexual da populagdo (CASTELLSAGUE et al. 2016). Por outro lado, os tumores
HPV negativos diminuiram em 50%, essa redug¢do da incidéncia pode estar
principalmente associada a mudancas nos habitos de vida, especialmente a
diminuigdo do tabagismo na populagdgo (CHATURVEDI et al. 2011,
DAHLSTROM et al. 2013; SEPIASHVILI et al. 2015).

Estudos que avaliaram a presenca do HPV em tumores de cabeca e
pescoco sdo concordantes para o fato de que os tumores infectados pelo virus
sao mais frequentes em pacientes jovens com linfonodos positivos (HAYES et
al. 2015). Em torno de 60-87% dos CCEO sao HPV positivos, enquanto tumores
de cabecga e pescogo de outras topologias tem uma prevaléncia de apenas 6%
(Cancer Genome Atlas Network 2015; LUCAS-ROXBURGH et al. 2017).

Atualmente, € amplamente estabelecido em literatura que os CCEO
podem ser divididos em duas entidades clinico-patologicas distintas,
classificadas de acordo com o status de HPV (LEEMANS et al. 2018). A
apresentacgao clinica, perfil molecular e principalmente o progndstico do tumor
diferem entre estes dois subgrupos (LEEMANS et al. 2018). A presenca do virus
nesses tumores € um fator progndstico independente e os casos positivos estao
principalmente associados com fatores de risco relacionados ao comportamento
sexual (DAHLSTRAND et al. 2008; VIDAL e GILLISON 2008). A sobrevida dos
pacientes com CCECP HPV+ é notavelmente maior do que a de pacientes com

tumores HPV negativos, com uma sobrevida em trés anos de 84% vs. 57%,



respectivamente (ANG et al. 2010). A diferenga no progndstico desses dois
subtipos tumorais € muito distinta, de tal modo que a oitava edicdo de
estadiamento TNM para tumores de orofaringe inclui a avaliagdo da expressao
da proteina p16 por imuno-histoquimica para a classificagdo tumoral (BRIERLEY
et al. 2017). Além disso, foram relatados diversos estudos clinicos visando o uso
de estratégias menos agressivas no tratamento dos CCEO HPV positivos.
Entretanto, os resultados de controle de doencga locoregional e a distancia a
médio e longo prazo ainda n&o foram relatados em literatura. Esses achados
certamente contribuiriam para a maior precisdo no tratamento dos pacientes de
acordo com o status do HPV (LEEMANS et al. 2018).

A maioria dos carcinomas de orofaringe apresenta o gendtipo HPV-16
(86-95%), o segundo tipo mais frequente é HPV-18, sendo os subtipos
oncogénicos de maior impacto na doenga (KREIMER et al. 2005). A molécula
viral frequentemente se integra ao DNA da célula hospedeira levando ao
aumento de expressdo das proteinas virais E6 e E7 (ZUR HAUSEN 2002).
Essas proteinas sdo frequentemente expressas em tumores positivos, e
perturbam diversos mecanismos celulares regulatérios predominantemente anti-
proliferativos, como os que envolvem as proteinas p53 e pRb (MCLAUGHLIN-
DRUBIN e MUNGER 2009). A proteina p53 é inativada apenas em nivel proteico
pela E6 na auséncia mutagdes no gene TP53, enquanto os tumores HPV
negativos frequentemente possuem mutagdes neste gene. A proteina E7

promove a inativacao da proteina pRb e apesar de continuar expressando p16, a



sua atividade supressora de tumor € perdida por ser mediada pela pRb (LOWY e
MUNGER 2010).

O estudo do TCGA revelou alteracdes especificas dos tumores de acordo
com o status de infecgcdo do HPV e sitio anatdmico. Tumores positivos para
infeccdo por HPV apresentaram mais frequentemente mutagcdes em PIK3CA,
amplificagdes em EI2F1 e perda gendmica de TRAF3, enquanto tumores HPV
negativos apresentaram mutacédo em TP53, perda de CDKNZ2A e 3q26-28 e
amplificacéo de 11g13-922 (Cancer Genome Atlas Network 2015).

Recentemente, LEEMANS et al. (2018) descreveram diversos genes e
vias alteradas associadas ao status do HPV. Os autores destacam alteragdes
nos genes da via de sinalizagdo do PI3K como os mais frequentemente
alterados, semelhante ao descrito em outros tumores relacionados ao HPV
(BADER et al. 2005; LEEMANS et al. 2018). Relatos prévios em literatura
demonstraram que os carcinomas de orofaringe HPV+ apresentam perfis de
expressao mais heterogéneos (KECK et al. 2015).

Andlises de clusterizagdo dos dados do perfil de expressdao (RNAseq)
revelaram a classificacdo dos tumores de cabeca e pescoco HPV+ em dois
subgrupos (ZHANG et al. 2016; LEEMANS et al. 2018). Um subgrupo estava
associado as vias mesenquimal e de resposta imune (denominado HPV-IMU) e
o outro incluia genes das vias de diferenciagdo de queratindcitos e estresse
oxidativo (denominado HPV-KRT) (ZHANG et al. 2016; LEEMANS et al. 2018).
O grupo HPV-KRT apresentou maior frequéncia de integragcdo do HPV e maior

taxa de transcritos E6, assim como um enriqguecimento de CNA em 3q e



mutacdes de PIK3CA. Enquanto o grupo HPV-IMU apresentou enriquecimento
de perdas no cromossomo 16q (ZHANG et al. 2016). Porém este estudo néo foi
capaz de identificar diferenca na sobrevida entre esses dois subgrupos,
principalmente devido ao tempo de seguimento limitado e o pequeno numero de

amostras (ZHANG et al. 2016; LEEMANS et al. 2018).

1.1.3 Métodos diagndsticos para o cancer de orofaringe

A maioria dos pacientes com CCEO apresenta tumor em estadio
avangado ao diagndstico, sendo que 43% apresentam metastase em linfonodos
regionais e 10% metastase a distancia (KASKAS et al. 2014). A detecgao
precoce aumenta notavelmente a taxa de sobrevida comparado a deteccdo em
estagios avangados, sendo importante para um prognostico favoravel (LAMPRI
et al. 2015).

A deteccdo precoce da doenca € frequentemente prejudicada pela
natureza assintomatica desses tumores e métodos inadequados de diagndstico
com sensibilidade limitada. Os sintomas de tumores de orofaringe podem variar
de acordo com sua localizagdo anatébmica, podendo estar localizados na
amigdala, base da lingua, palato mole, uvula ou parede faringea posterior (CHOI
et al. 2009). Os principais sintomas dessas lesdes sdo dor, sangramento,
disfagia, perda de peso e percepcdo de massa no pescogo, a qual ocorre, na
maioria dos casos, nos estadios avangados da doenga (CHOI et al. 2009).

Aproximadamente 75% dos pacientes com lesbes localizadas na fossa

amigdaliana sao diagnosticados com estadio Ill ou IV. As metastases linfonodais
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séo detectadas ao diagnostico em mais de 70% dos pacientes com lesdes de
base de lingua, devido a grande drenagem linfatica na regido (CHOI et al. 2009;
MENDENHALL et al. 2011). Além disso, a auséncia de fibras de dor na base da
lingua faz com que esses tumores sejam frequentemente assintomaticos até
apresentarem significativa progressao tumoral, com infiltragdo do musculo
profundo causando fixagao da lingua (CHOI et al. 2009).

A avaliagédo inicial do tumor primario de orofaringe é realizada por
inspecao e palpagao, quando possivel. As areas de drenagem linfaticas devem
ser avaliadas cuidadosamente por palpacdo. A presenga tumoral deve ser
confirmada por biopsia, com a qual é avaliada a presengca de HPV. Além da
confirmagao histopatologica, sdo indicados exames de imagem também, sendo
0S mais comuns a ressonancia magnética, tomografia computadorizada e PET-
CT (do inglés, positron emission tomography—computed tomography) (TAHARI
et al. 2014). O teste PET-CT permite avaliar a morfologia e a atividade
metabdlica do tumor primario, da metastase linfonodal ou a disténcia, as quais
auxiiam no planejamento terapéutico (TAHARI et al. 2014). Dados
retrospectivos de PET-CT demonstraram que tumores primarios HPV negativos
geralmente apresentam maior captagao glicélica, maior média de SUV (do
inglés, standardized uptake value) maior volume metabdlico tumoral comparado
a tumores HPV positivos. Enquanto a doenga no linfonodo regional de tumores
HPV positivos apresentam maiores valores de PET-CT (TAHARI et al. 2014).

Apesar dos avangos nos exames de imagem e métodos de diagndstico, a

deteccdo precoce desses tumores ainda é observada em uma pequena parcela
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dos pacientes. Desta forma, é clara a necessidade de estabelecer marcadores
moleculares com maior sensibilidade para auxiliar no diagnéstico precoce, e
possivelmente permitir o delineamento de estratégias de tratamento da leséo
pré-maligna de modo a evitar a progressao tumoral (DEY et al. 2015; LAMPRI et

al. 2015).

1.1.4 Progndstico e Estadiamento do cancer de orofaringe

Os principais fatores prognosticos para o carcinoma de orofaringe incluem
status do HPV, habito tabagista e o estadiamento clinico ao diagndstico (ANG et
al. 2010). Na Tabela 1 estao descritos os critérios utilizados para a classificagéo

do grau de risco (baixo, intermediario ou alto risco) dos pacientes.

Tabela 1 - Caracteristicas associadas ao grau de risco do cancer de orofaringe.

Grau de risco Caracteristicas Sobrevida global
em 3 anos
Baixo HPV+, historico de tabagismo de <10 93%
macos/ano, NO-N2a
HPV+, historico de tabagismo de >10
o macos/ano, N2b-N3; ou o
Intermedidrio HPV-, histérico de tabagismo de <10 70.280%
magos/ano, NO-N2a ou T2-T3
HPV- e historico de tabagismo de <10
magos/ano, ou o
Alto HPV- e historico de tabagismo de >10 46.a20%
macos/ano e T4

Fonte: Adaptado de ANG et al. (2010).
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A determinacdo do status do HPV nesses tumores tém se demonstrado
cada vez mais importante para a avaliacéo clinica inicial, sendo considerado um
fator progndstico independente. Em decorréncia dessas evidéncias, a oitava
edicdo de Classificagdo de Tumores Malignos — TNM (BRIERLEY et al. 2017),
incluiu parametros distintos para classificar o CCEO HPV positivo e negativo.

A sobrevida global em 5 anos para pacientes com CCEO ¢é de 50% e nos
casos com metastase a distéancia é de 30% (BASTOS DE SOUZA et al. 2014;
MARTIN et al. 2014). A detecgcédo precoce aumenta notavelmente a taxa de
sobrevida comparada a detecgdo em estagios avancados, sendo importante
para um prognéstico favoravel (LAMPRI et al. 2015). Em um estudo com 981
pacientes com CCEOQO, 94% deles apresentavam tumor em estagio avangado (lll
— IVB) ao diagnéstico, sendo que 89% apresentavam metastase em linfonodos
regionais (GUNN et al. 2013).

Além da alta frequéncia de metastases linfonodais, outro fator que leva a
reducdo da sobrevida € a alta frequéncia de recorréncia local, a qual pode
acometer até 30% dos pacientes, mesmo quando as margens cirurgicas sao
patologicamente livres de tumor (BASTOS DE SOUZA et al. 2014). Os
protocolos atuais ndo s&o capazes de estratificar adequadamente os pacientes
com alto risco de desenvolver recorréncia tumoral, de modo a permitir as
modificagbes adequadas no tratamento (SEPIASHVILI et al. 2012; LAMPRI et al.
2015).

Pacientes com CCECP possuem um alto risco de desenvolvimento de

segundo tumores primarios sincrénicos ou metacronicos. A incidéncia de
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multiplos tumores primarios para esses pacientes pode chegar a 27%. Os sitios
mais frequentes de ocorréncia de segundo tumor primario sdo o trato
aerodigestivo superior (40%-59%), pulméao (31%-37.5%) e eso6fago (9%-44%)
(PRIANTE et al. 2011). Pacientes que desenvolvem um segundo tumor primario
possuem uma reducgao significativa na sobrevida. Pacientes com carcinomas de
orofaringe possuem uma taxa significativamente menor de desenvolvimento de
segundos tumores primarios comparado com outros sitios da cabeca e pescoco,
como cavidade oral, laringe e hipofaringe (GAN et al. 2013).

O seguimento clinico dos pacientes com céancer de orofaringe deve ser
realizado com cautela para a deteccdo de recorréncia. E necessario realizar
exames clinicos e de imagem a cada 6 a 12 semanas no primeiro ano pos-
tratamento, a cada 3 meses no segundo ano, a cada 3 a 4 meses no terceiro

ano e posteriormente, a cada 6 meses (National Cancer Institute-NCI 2018).

1.1.5 Tratamento do cancer de orofaringe

Um dos primeiros clinical trials especificos para cancer de orofaringe foi
desenvolvido pelo grupo GORTEC em 1999. Nesse estudo foram randomizados
266 pacientes tratados com quimio-radioterapia (CRT, do inglés
chemoradiotherapy) ou radioterapia isolada (CALAIS et al. 1999). Foi observada
uma sobrevida global em 3 anos de 51% para os pacientes tratados com CRT
contra 31% para radioterapia isolada (CALAIS et al. 1999). Posteriormente foi
descrito um beneficio de 6,6% na sobrevida global em 5 anos com adi¢do da

quimioterapia, tornando assim o tratamento com CRT padrdao para os
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carcinomas de orofaringe com doencga locorregional avangada (PIGNON et al.
2000; DENIS et al. 2004).

As mudancgas nas estratégias de tratamento de 43.983 pacientes com
tumores de orofaringe entre 1998 e 2009 foram avaliadas utilizando dados
governamentais Norte Americanos sobre o tratamento do cancer (National
Cancer Database, NCDB) (CHEN et al. 2014). O numero de pacientes que
receberam quimio-radioterapia subiu de 22% em 1998 para 61% em 2009,
enquanto os que foram submetidos a cirurgia reduziu de 41% para 31% no
mesmo periodo (CHEN et al. 2014).

A maioria dos pacientes com CCECP apresenta doencga locorregional
avangada no momento do diagnodstico. Neste estadio, 40-60% dos pacientes
apresentam recidiva com uma sobrevida de 30-50% em trés anos quando
tratados com cirurgia e radioterapia (POSNER et al. 2004). As terapias
multidisciplinares envolvendo quimioterapia e radioterapia (CRT, do inglés
chemoradiotherapy) apresentam aumento na sobrevida comparado a
radioterapia isolada (HADDAD e SHIN 2008). Apesar do uso de CRT estar
associado a aumento na sobrevida desses pacientes, em geral, esse aumento
esta associado ao melhor controle local da doenga, porém apresenta pouco
impacto nas metastases a distancia (HADDAD e SHIN 2008). Com o
aperfeicoamento do controle local utilizando CRT, as metastases a distancia se
tornaram um importante fator nas falhas no tratamento. Este fato demonstra a
importancia de quimioterapias sistémicas para melhora do controle da doenca a

distancia (HADDAD e SHIN 2008; KIM et al. 2016).
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O uso de quimioterapicos sistémicos neoadjuvantes ao tratamento
definitivo com CRT, chamado de quimioterapia de inducgéo (IC), tém se tornado
cada vez mais atrativo, especialmente em pacientes com tumores localmente
avangados, ndo ressecaveis ou com presencga de metastases. O uso de IC levou
a reducdo na incidéncia de metastases a distancia. Além disso, a terapia de
indugcado baseada em cisplatina revelou uma taxa de resposta de 80 a 90% e em
pacientes com tumores avangados de cabeca e pescoco, a taxa de resposta
completa foi de 20-40% (BROCKSTEIN et al. 2004; ARGIRIS 2005).

Uma meta-analise envolvendo 1.280 pacientes com CCECP localmente
avancgado, avaliou o impacto do tratamento com quimioterapia de indugao
seguido de CRT comparado com esquemas de CRT (KIM et al. 2016). Os
autores verificaram que nao houve alteragdo na sobrevida global entre os
grupos. Porém, a sobrevida livre de progressao e taxas de resposta completa
foram significativamente superiores no primeiro grupo (IC seguido de CRT)
comparado ao segundo (KIM et al. 2016). Diversos estudos clinicos
demonstraram que a quimioterapia de indugao utilizando o regime de docetaxel,
cisplatina e 5-fluoracil (TPF) esta associada com taxas de resposta e sobrevida
significativamente superiores comparado aos regimes empregando apenas
cisplatina e 5-fluoracil, tornando assim o uso de TPF o padréo na quimioterapia
de inducéo (HITT et al. 2005; POSNER et al. 2007).

Apesar da maioria dos pacientes apresentar boa resposta a IC, podendo
haver até remissao completa do tumor, 10-30% deles nao se beneficiam deste

tratamento, sendo expostos a agentes causadores de alta toxicidade e
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morbidades de maneira desnecessaria (ARGIRIS 2005). Uma maneira de evitar
o0 emprego de tratamentos que nao serao benéficos ao paciente € por meio do
uso de marcadores preditivos.

O novo sistema de estadiamento de tumores de orofaringe (UICC/AJCC -
TNM System Complete) utiliza o status do HPV para classificagao dos tumores
propondo estratégias de tratamento menos agressivas nos casos de tumores
HPV positivos (BRIERLEY et al. 2017). Entretanto, deve haver cautela em
minimizar a toxidade tardia sem comprometer as taxas de resposta ao
tratamento (SINDHU e BAUMAN 2018). Por exemplo, a politica da Unido
Europeia é de nao utilizar a oitava edigdo do TNM para auxiliar na definicdo do
tratamento, uma vez que essa mudanga na conduta clinica deve ser realizada
apenas no contexto apropriado de estudos clinicos controlados (HAY e NIXON

2018).

1.1.6 Biomarcadores de predicdo de resposta a terapias neoadjuvantes em
cancer de cabeca e pescoco

A maioria dos estudos buscando marcadores de resposta a terapia em
cancer de cabeca e pescoco tem focado no tratamento com quimioterapia
concomitante a radioterapia, sendo o regime mais frequentemente aplicado
(revisado por COSWAY et al. 2015). Embora alguns estudos tenham investigado
marcadores de resposta a quimioterapia de indugdo, para O nOSsO
conhecimento, estes marcadores ainda nado foram amplamente validados

(HASEGAWA et al. 2018; revisado por SPECTOR et al. 2018)
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A correlagdo entre a expressdo do Ki-67 em tumores de cabeca e
pescoco tratados com quimioterapia de inducéo foi avaliada a fim de verificar
seu potencial de predi¢cdo de resposta ao tratamento (CHATZKEL et al. 2017).
Amostras tumorais de 59 pacientes antes e apds dois ciclos de TPF +/-
cetuximab n&o revelaram associacédo entre a expressao de Ki-67 e resposta do
tumor a IC ou taxa de recidiva (CHATZKEL et al. 2017).

Diversos estudos ja investigaram a associagao entre a presenga do HPV
e resposta a quimioterapia de indu¢ado (LORCH et al. 2011; SAITO et al. 2016;
PSYRRI et al. 2017; LEE et al. 2018). SAITO et al. (2016) avaliaram a resposta a
IC de 23 pacientes com tumores de orofaringe HPV positivos estadio Il ou IV.
Foi observado resposta parcial ou completa em aproximadamente 90% dos
pacientes. O controle local e a distancia foi obtido quando realizado tratamento
definitivo com radioterapia ou cirurgia demonstrando que tumores HPV+
possuem bom prognostico (SAITO et al. 2016). Apesar de ser amplamente
estabelecido em literatura que os tumores HPV positivos apresentam melhor
prognostico, essa associagao € descrita independente do tratamento, ndo sendo
um marcador especifico de resposta a IC (BARROS-FILHO et al. 2018;
LEEMANS et al. 2018; HAY e NIXON 2018). Além da infecgao pelo HPV, perdas
no numero de cépias do gene CDKN2A, que codifica a proteina p16, também foi
descrito como um fator independente de predicdo de pior sobrevida em CP
(CHEN et al. 2018).

O supressor tumoral TP53 é um dos biomarcadores mais estudados em

cabega e pescogo, com resultados iniciais promissores (CABELGUENNE et al.
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2000; TEMAM et al. 2000). Entretanto, um clinical trial randomizado em
pacientes com carcinoma oral tratados com quimioterapia de indugdo, nao
revelou resultados sélidos quanto as mutagdes no gene TP53 (PERRONE et al.
2010). Apesar dos autores encontrarem uma associagao entre TP53 wild type
(wdTP53) com maiores taxas de remissdo completa do tumor, também foi
observada uma associacao entre a proteina p53 funcional com melhor resposta
em tratamentos primarios com cirurgia (PERRONE et al. 2010). Estes dados
sugeriram que o status de TP53 n&o estd associado especificamente a
quimioterapia (PERRONE et al. 2010). Alguns estudos avaliando IC em
carcinoma de laringe e orofaringe, observaram que apesar de mutagbes em
TP53 nado possuirem valor prognostico independente, quando avaliado em
conjunto com a expressao de BCL-XL, sugerem que a diminuigdo de expressao
desses marcadores esta associada a um padrao de alto risco, com diminui¢cao
da sobrevida global e doenca especifica (KUMAR et al. 2008a, b).

Um estudo retrospectivo avaliou 224 pacientes submetidos a IC (ou outro
tratamento neoadjuvante incluindo cisplatina) seguida de radioterapia, ou
submetidos a cirurgia seguida de radioterapia (FENG et al. 2011). Os autores
observaram que a diminuicao da expressao do gene CCND1 foi um fator de
predicdo de resposta a quimioterapia, incluindo resposta completa e parcial
(diminuicdo >30% do tumor). A diminuicdo de expressao desse marcador
também foi associada a melhor sobrevida no grupo submetido a tratamento
neoadjuvante. Em adicdo, os pacientes que apresentaram aumento de

expressdo de CCND1 estavam associados a melhor sobrevida no grupo de
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pacientes submetidos a cirurgia (FENG et al. 2011). Esses achados indicam que
tumores de cabeca e pescogco com baixa expressdao de CCND1 podem se
beneficiar com quimioterapia neoadjuvante, enquanto tumores com alta
expressao teriam maior beneficio com a cirurgia. Apesar do papel da ciclina D1
ter sido observado em outros estudos menores, uma analise multivariavel com
diversos marcadores, incluindo ciclina D1, ndo demonstrou nenhuma associacao
com prognostico ou predigdo de acordo com o status de expressdo de CCND1
em carcinoma oral e orofaringe (AKERVALL et al. 2001; ISHIGURO et al. 2003;
PERISANIDIS et al. 2012).

CULLEN et al. (2009) avaliaram o potencial de biomarcadores em 265
bidpsias de pacientes recrutados para o estudo de fase Ill TAX 324, o qual
comparou o tratamento com docetaxel, cisplatina e fluorouracil contra cisplatina
e fluorouracil, seguidos de quimioradioterapia, em pacientes com tumores
avancados de cabecga e pescogo. Os autores observaram que pacientes com
baixa expressado de betaT-Il apresentaram maior sobrevida global (58.6 meses)
quando comparados com aqueles que apresentaram aumento de expressao
(18.2 meses). A sobrevida livre de progressdo também foi maior em pacientes
com menor expressao de betaT-Il (43.2 x 9.8 meses). O valor preditivo de beta
tubulina foi maior no grupo tratado com TPF comparado ao grupo com cisplatina
e 5-fluorouracil. A associagao entre essa proteina com a sensibilidade ao taxano
revela seu potencial como marcador para identificar os pacientes que podem se

beneficiar da quimioterapia baseada em taxano (CULLEN et al. 2009).
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Alguns estudos descreveram associagdo entre a via de sinalizacdo da
glutationa e sensibilidade a agentes quimioterapicos baseados em platina em
cabega e pescoco (NISHIMURA et al. 1996; CABELGUENNE et al. 2000). Um
estudo antigo descreveu uma correlagdo entre a diminuicdo de expressdo da
proteina glutathione S-transferase (GST) com melhor resposta a quimioterapia
(NISHIMURA et al. 1996). A taxa de resposta de pacientes com diminuigdo de
expressao de GST foi 88% (21 of 24), contra 19% (6 of 32; P = 0.001) nos
pacientes com aumento de expressdo (NISHIMURA et al. 1996). Essa
associacao foi reproduzida em outros estudos, porém também foram relatados
resultados conflitantes, sem associacdo com resposta a quimioterapia (SHIGA et
al. 1999; COSWAY et al. 2015; HASEGAWA et al. 2018).

Recentemente, TANG et al. (2018) descreveram uma associagao entre a
expressao proteica GDF15 e beneficios do tratamento de indugdo em pacientes
com cancer oral. A expressdo dessa proteina foi avaliada por imuno-
histoquimica em biopsias de 230 pacientes com tumores estadio Ill e IV. Foi
possivel observar que pacientes com menor expressdo proteica de GDF15
apresentaram maior taxa de sobrevida global (73.4 vs. 57.7%; P=0,059),
sobrevida livre de doenca (64.5 vs. 49.2%; P=0,033), recorréncia (66.0 vs.
51.5%; P=0,043) e metastases a distancia (73.4 vs. 56.6%; P=0,038) em 5 anos
(TANG et al. 2018). Além disso, os autores demonstraram que pacientes com
aumento de expressdo de GDF15 apresentaram beneficio significativo com o
uso de TPF na quimioterapia de inducdo. Esses resultados sugerem que a

expressdo elevada de GDF15 pode ser utilizada como marcador de pior
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prognostico em pacientes com tumores de cavidade oral localmente avangados
(TANG et al. 2018).

Além da investigagdo de marcadores no tecido tumoral, YAMASHITA et
al. (2016) avaliaram as concentragdes de midkine no soro de 103 pacientes com
cancer de cabeca e pescogo pelo ensaio de enzyme-linked immunosorbent afim
de avaliar seu potencial como biomarcador. Os autores relataram associacao
dos niveis séricos de midkine com o potencial maligno, prognéstico e resposta a
quimioterapia. As taxas de sensibilidade, especificidade e acuracia para
predigcdo de resposta a quimioterapia de inducao foram de 57.3, 85.3 e 72.1%,
respectivamente. Esses resultados sugerem que o midkine € um importante
biomarcador sérico, minimamente invasivo, util para detec¢cédo precoce, deciséo
terapéutica e prognostico (YAMASHITA et al. 2016). Porém até o momento esse
marcador nao foi validado em uma coorte maior de pacientes com tumores de
cabeca e pescoco. Outra abordagem que demonstrou potencial clinico no
monitoramento por biopsia liquida de resposta ao tratamento de pacientes com
CCECP é a determinagcao da expressao do gene PD-L1 em células tumorais
circulantes (CTC) (STRATI et al. 2017). STRATI et al. (2017) demonstraram que
o aumento de expressao desse gene em CTCs de pacientes ao fim do
tratamento estd associada a menor sobrevida global e livre de progressao

(P<0,001), sendo um fator progndstico independente apds analise multivariada.
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1.2 EXPRESSAO GENICA EM LARGA ESCALA EM CANCERES DE

CABECA E PESCOCO

Diversos estudos investigaram o perfil transcritbmico de tumores de
cabeca e pescoco visando identificar marcadores de resposta a terapias uteis na
pratica clinica. Apesar de grande parte dos estudos relatarem marcadores
estatisticamente significativos, até o momento nenhum deles foi amplamente
validado em coortes independentes e inseridos na rotina clinica.

THIBODEAU et al. (2015) desenvolveram um interessante estudo visando
identificar por meio do perfil de expressdo génica marcadores de pior
prognostico em pacientes com CCECP HPV positivos. Apesar do cancer de
cabecga e pescoco HPV+ estar associado a melhor prognéstico, ha um pequeno
grupo de pacientes que nado respondem ao tratamento. Desta maneira, os
autores avaliaram o transcriptoma de 19 CCECP HPV+ tratados com quimio e
radioterapia. Foi possivel verificar que os genes diferencialmente expressos
entre respondedores e nao respondedores estavam associados com
estabilidade genémica, ciclo celular e danos ao DNA. Além disso, também foram
identificados potencial biomarcadores de resposta, incluindo LCE3D, KRTDAP,
HMOX1, KRT19, MDK e TSPAN1 (THIBODEAU et al. 2015). Apesar dos
resultados terem sido validados com dados publicos, este foi um estudo piloto
realizado em uma coorte limitada de pacientes.

O perfil de expressao genica génica de sete pacientes com cancer de

laringe respondedores a quimioterapia de indugao (TPF) foi comparado com
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quatro pacientes nao respondedores utilizando microarray de expressao (LIAN
et al. 2017a). Foram identificados 1546 genes diferencialmente expressos,
sendo 769 com aumento de expressdo nos tumores respondedores e 777 com
diminuicdo de expressao. Analises in silico sugerem que esses genes estao
envolvidos nos processos de diferenciagao celular, metabolismo, transducao e
organizacgao celular. Além disso, as vias de sinalizacdo de Wnt e p53 também se
encontravam alteradas, sugerindo seu papel na sensibilidade a quimioterapia
com TPF (LIAN et al. 2017a).

A correlagéo entre o perfil de expressédo de 21 genes e a resposta a
quimioterapia de indugdo com 5-fluorouracil e cisplatina foi investigada em 64
pacientes com tumores de cabega e pescogco (HASEGAWA et al. 2018). Foi
observada uma correlagao significativa entre a resposta a terapia e a expressao
dos genes DPD, ERCC1, XPA, TP53, BCL2, VEGF e MDR1. Uma analise
multivariada identificou o ERCC1 como marcador significativo de predigdo de
resposta, indicando que as vias de reparo do DNA e apoptose podem ser
importantes mecanismos envolvidos na resposta a quimioterapia (HASEGAWA
et al. 2018).

Um estudo visando identificar potenciais drivers moleculares associados a
prognostico e resposta a terapia avaliou o perfil de expressdo génica e
alteragcdes em numeros de copias de 33 pacientes com tumores de orofaringe
avancados (BARROS-FILHO et al. 2018). Os autores identificaram alteragdes
genbmicas recorrentes, como perdas em 8p11.23-p11.22, 14q11.1-q11.2 e

15911, e ganhos em 11913.2 e 11913.2-9g13.3. Algumas alteragbes estavam
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presentes exclusivamente nos tumores HPV negativos (ganhos em 3q26.31 e
11913.2, perdas em 9p21.3). O perfil de expressdo génica revelou um
agrupamento dos tumores de acordo com o status do HPV. Andlises
multivariadas demonstraram que o aumento de expressdo de PPFIAl e status
do HPV sao fatores prognésticos independentes. O aumento de expressao dos
genes ORAOV1, CPT1A, SHANK2 e PPFIAl foi associado a pior sobrevida, e
SHANK?2 foi significativamente associado a resposta parcial ao tratamento. A
analise integrada dos dados revelou potenciais genes drivers mapeados em
11913 associados a pior progndéstico e resposta a tratamento (BARROS-FILHO
et al. 2018).

As analises de transcriptoma podem ser utilizadas para identificar
marcadores em uma grande variedade de canceres, no entanto, um conjunto de
genes diferencialmente expressos nao fornece informagdes suficientes para
predizer quais proteinas possuem maior chance de serem detectadas na
circulacdo (VATHIPADIEKAL et al. 2015). Desta maneira, uma estratégia que
tem se mostrado promissora na identificacdo de marcadores presentes nos
biofluidos é a analise do secretoma, o qual consiste basicamente no conjunto de
macromoléculas (secretadas pelas células) presentes na matriz extracelular
(VATHIPADIEKAL et al. 2015). Esse conjunto de proteinas secretadas
representa aproximadamente 10-15% das proteinas codificadas e estao
envolvidas em importantes processos bioldégicos, como defesa imune,
remodelamento da matriz e sinalizagao celular (KARAGIANNIS et al. 2010).

Essas proteinas podem ser liberadas na matriz extracelular por meio de dois
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mecanismos: pela via secretoria classica (os peptideos sdo sintetizadas como
proteinas precursoras contendo um sinal na por¢do N-terminal) ou por vias
secretorias ndo classicas. Neste ultimo caso, as proteinas podem ser exportadas
passando diretamente pela membrana plasmatica, pela secre¢do de exossomos
ou com o auxilio de endossomos (NICKEL 2003).

O secretoma tumoral é constituido por proteinas secretadas pelas células
estromais associadas ao tumor e proteinas secretadas pelas proprias células
tumorais. Os fatores secretados sdo propensos a entrar na circulagao
sanguinea, tornando esse grupo de proteinas uma fonte promissora de
biomarcadores séricos (LIN et al. 2013). Neste sentido, BOLT et al (2017)
compararam o perfil de secretoma de linhagens celulares de carcinoma de
orofaringe HPV negativo e positivos e sua interagdo com o microambiente
tumoral. Os autores demonstraram que as células tumorais HPV negativas eram
capazes de induzir rapidamente os fibroblastos estromais a suportar a migragao
e invasao tumoral. A caracterizacdo do perfil de secretoma dos fibroblastos
permitiu a identificagcdo do HGF (hepatocyte growth fator) como o principal fator

secretado que promove a migragao e invasao tumoral (BOLT et al. 2017).

1.3 ANALISE PROTEOMICA POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

(MS)

Analises descritivas do perfil protedbmico celular foram inicialmente

limitadas a deteccdo das proteinas (500 — 1000) mais abundantes utilizando
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metodologias como gel de eletroforese bidimensional. Atualmente, devido aos
avancos nas tecnologias de alto desempenho, como a espectrometria de
massas, € possivel avaliar milhares de proteinas em pequenas amostras de
tecido (AEBERSOLD e MANN 2003). Essa tecnologia € capaz de identificar e
quantificar com acuracia proteinas expressas, novas proteinas alvo,
biomarcadores uteis na pratica clinica e no diagnostico de varias doengas.
Analises proteicas também contribuem para aumentar o conhecimento sobre a
composicdo, funcdo e controle de moléculas envolvidas nos complexos
processos biologicos e fenotipos (PANDEY e MANN 2000; AEBERSOLD e
MANN 2016).

O espectrometro de massas consiste basicamente de uma fonte de ions,
um analisador de massas que calcula a razao massa/ carga (m/z) e um detector
que registra o0 numero de ions para cada valor m/z. As medi¢des séo realizadas
na fase gasosa dos analitos ionizados. Nas analises por espectrometria de
massas, as técnicas mais comumente utilizadas para volatizar e ionizar as
proteinas ou peptideos sao ionizagao por eletrospray (ESI) e MALDI (do inglés,
matrix-assisted laser desorption/ionization) (FENN et al. 1989).

A analise protebmica consiste basicamente de cinco etapas,
primeiramente, as proteinas sdo isoladas do tecido. Posteriormente sao
degradadas enzimaticamente em peptideos, normalmente utilizando tripsina, o
que resulta em peptideos com a porgdo C-terminal dos aminoacidos protonada.
Na terceira etapa, os peptideos sdo separados por uma ou mais etapas de

cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC, do inglés, high-pressure liquid
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chromatography) em capilares finos, seguido por nebulizagdo em pequenas
gotas por uma fonte idnica de eletropulverizagdo. Apds a evaporagao, multiplos
peptideos protonados entram no espectrdbmetro de massas € um espectro da
massa dos peptideos € captado e dividido em tempos seriados. Em seguida,
determinados peptideos sdo fragmentados por colisdo energética com gas e
seguido por uma série de espectrometria de massa para obter a sequéncia de
cada peptideo (MS/MS). O espectro de cada peptideo é comparado com um
banco de dados de sequéncias de proteinas para a sua posterior identificagcao
(AEBERSOLD e MANN 2003).

As analises protedmicas tém recebido cada vez mais atengdo, como um
método capaz de detectar alteracbes no padrdo de expressao proteica em
doengas. Em especial, a metodologia de espectrometria de massas tem sido
cada vez mais utilizada para identificar biomarcadores oncolégicos, incluindo

para pacientes com CCECP (KAWAHARA et al. 2016; CARNIELLI et al. 2018).

1.3.1 Espectrometria de massas e o Cancer de Cabeca e Pescoco

Alguns estudos avaliaram o perfil protebmico de carcinomas de
orofaringe; porém, a maioria deles teve como foco identificar as diferengas na
patogénese molecular entre os tumores HPV positivos e negativos (DESCAMPS
et al. 2014; SEPIASHVILI et al. 2014). SLEBOS et al. (2013) avaliaram 20
tumores de orofaringe, sendo 10 HPV+ e 10 HPV-, e 10 epitélios orais normais,
por LC-MS/MS. As proteinas diferencialmente expressas entre os grupos

revelaram um enriquecimento de proteinas envolvidas no desenvolvimento de
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células epiteliais, queratinizagdo e organizacdo da matriz extracelular em
tumores HPV negativos. Os tumores HPV positivos apresentaram
enriquecimento de proteinas envolvidas na duplicagdo do DNA, replicagdo e
controle do ciclo celular, assim como fatores de transcricdo E2F1 e E2F4. Os
tumores HPV+ apresentaram aumento de expressao de ASS1 sugerindo uma
maior dependéncia de aminoacidos essenciais e arginina. Os autores
demonstraram distintos perfis protedmicos entre os tumores HPV positivos e
negativos que podem auxiliar em estratégias terapéuticas e serem utilizados
como ferramentas progndsticas (SLEBOS et al. 2013).

SEPIASHVILI et al. (2014) investigaram o perfil proteémico de tumores de
orofaringe, sendo 27 HPV positivos e 26 HPV negativos. Os autores
identificaram 174 proteinas diferencialmente expressas entre os grupos HPV-/+,
as quais estavam principalmente relacionadas com ciclo celular, replicacdo do
DNA, apoptose e resposta imune. Os autores realizaram uma analise integrada
in silico utilizando dados do TCGA, nos quais eles integraram dados de
expressdo proteica, mutagdes, alteracbes no numero de copias gendmicas,
metilacdo e perfil transcriptomico. Um dos principais achados da analise
integrada foi a identificagdo de niveis elevados da oncoproteina cortactina
(CNNT) nos tumores HPV-. Esses achados sugeriram que a desregulagdo das
vias associadas a CNNT poderia contribuir para reducdo da sobrevida desses
pacientes (SEPIASHVILI et al. 2014).

Foi também descrita a investigacdo de biomarcadores em fluidos

corporais utilizando a metodologia de espectrometria de massas (GOURIN et al.
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2006; HU et al. 2007). GOURIN et al. (2006) avaliaram o perfil protedmico de
amostras de sangue periférico de 78 pacientes com CCECP e 68 controles
saudaveis utilizando um array de proteinas (SELDI-TOF-MS). Pacientes com
CCECP apresentaram um perfil distinto de picos de proteinas com alto grau de
sensibilidade e especificidade quando comparados aos controles. Esse estudo
permitiu diferenciar os tumores derivados dos diferentes sitios primarios
(cavidade oral, orofaringe e laringe) (GOURIN et al. 2006). Em 2015, WU et al.
avaliaram o perfil protedmico da saliva de individuos saudaveis, com lesbdes
orais com potencial maligno e pacientes com carcinoma oral por SDS-PAGE
acoplado com LC-MS/MS. Foi possivel detectar 22 proteinas com aumento de
expressado nos tumores comparado aos demais grupos. Dentre estas proteinas,
RETN foi posteriormente validada por ELISA em uma coorte independente de
casos. Além de confirmarem o aumento de expressao de RETN em tumores
comparado a individuos saudaveis ou com lesdes orais, os autores também
demonstraram que niveis elevados da proteina estdo correlacionados com
estagio avangado da doenca e presenga de metastases linfonodais (WU et al.
2015).

A metodologia de espectrometria de massa (MS) pela estratégia Selected
Reaction Monitoring (SEM- MS) apresenta alta especificidade, sensibilidade e
precisdo. E uma alternativa atrativa para a validagdo de candidatos a
marcadores bioldgicos, tendo se mostrado uma técnica precisa de quantificagao
de peptideos em amostras biolégicas complexas (PICOTTI et al. 2010).

Utilizando essa metodologia para validar resultados prévios de MS, KAWAHARA
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et al. (2016) investigaram 14 proteinas candidatas a biomarcadores de cancer
da cavidade oral em amostras de saliva. Foi possivel demonstrar um aumento
significativo na quantidade dos marcadores C1R, LCN2, SLPI, FAM49B,
TAGLN2, CFB, C3, C4B, LRG1 e SERPINA1 na saliva de pacientes com
carcinoma oral. Em adicdo, os autores também demonstraram que CFB, C3,
C4B, SERPINA1 e LRG1 estdo associados ao risco de desenvolvimento deste
tipo tumoral (KAWAHARA et al. 2016).

Um estudo recente combinou as andlises de protedmica global e de alvos
para identificar uma assinatura prognéstica para pacientes com céancer oral
(CARNIELLI et al. 2018). Na etapa de descoberta, os autores avaliaram o perfil
protedmico global e histopatologico de tumores da cavidade oral acoplado com
os dados clinicos. A partir da analise do perfil das proteinas de ilhas neoplasicas
e do estroma adjacente (realizado por microdissecgdo a laser) foi possivel
identificar proteinas diferencialmente expressas entre o fronte de invasao
tumoral e o tumor (CSTB, NDRG1, LTA4H, PGK1, COL6A1, ITGAV e MB). Em
seguida, esses achados foram validados em duas cortes de pacientes
independentes por target protedmica. Considerando o significado clinico e a
intensidade da marcacao por IHQ em 125 tumores foi possivel identificar que a
baixa expressao de CSTB no fronte de invasdo é um marcador independente
para recorréncia local. Além disso, os autores investigaram os niveis dessas
proteinas na saliva de 40 pacientes pela técnica de SRM-MS. A analise desses
resultados por técnicas de inteligéncia artificial demonstrou que a combinagao

dos peptideos LTA4H, COL6A1 e CSTB € capaz de distinguir com boa
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performance pacientes com e sem metastases linfonodais (CARNIELLI et al.
2018). Os resultados desse estudo podem auxiliar nas decisdes clinicas e
terapéuticas levando a melhora no progndéstico e sobrevida dos pacientes.
Apesar de diversos estudos descritos em literatura terem sido capazes de
identificar marcadores significativamente associados a resposta a tratamento,
nenhum deles estdo sendo efetivamente aplicados na pratica clinica. Ainda ha
uma grande dificuldade na escolha da melhor abordagem terapéutica para
pacientes com carcinomas de orofaringe, objetivando aumentar a sobrevida dos
pacientes, reduzir a morbidade e toxicidade decorrente do tratamento. A
resisténcia a quimioterapia limita a eficacia da terapéutica contribuindo para
Obitos precoces e recorréncia, sendo clara a necessidade da inclusao na clinica
de marcadores preditivos. Com isto, seria possivel evitar a exposicéo
desnecessaria a agentes que causam alta taxa de toxicidade no organismo. Até
o momento, ndo ha marcadores preditivos de resposta ao tratamento ou
capazes de estratificar as melhores linhas de tratamento para carcinomas de

orofaringe e que sejam uteis na pratica clinica.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Identificar moléculas alteradas capazes de predizer resposta a

quimioterapia neoadjuvante em pacientes com carcinomas de orofaringe.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar genes diferencialmente expressos entre os CCEO de pacientes
que responderam a quimioterapia de indugdo daqueles que nao
responderam;

Elaborar um classificador capaz de estratificar pacientes que
apresentaram ou n&o resposta a quimioterapia de indugdo a partir dos
genes diferencialmente expressos;

Aplicar o modelo preditivo de resposta ao tratamento baseado em
transcritos utilizando banco de dados externo;

Investigar os transcritos com expressdo aumentada que codificam
proteinas potencialmente secretadas, em cada grupo de pacientes;
Comparar o perfil proteomico de CCEO de pacientes que responderam ou
nao a quimioterapia de inducdo, e assim identificar as proteinas

diferencialmente expressas;
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Elaborar um classificador a partir das proteinas diferencialmente expressas
capaz de estratificar os pacientes que apresentam resposta a
quimioterapia de inducgao;

Verificar se ha sobreposicdo entre transcritos, proteinas e vias de
sinalizagdo biologicas preditas como alteradas nas analises de

transcriptoma e proteoma.
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3 MATERIAL E METODOS

Este é um estudo retrospectivo, aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa do A.C.Camargo Cancer Center (N°. 2352/17) (Anexo 1). Os pacientes
incluidos no estudo forneceram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) para doacado das amostras para a pesquisa. Foram utilizadas amostras
bidpsias de tumores primarios obtidas previamente ao tratamento (Apéndice 1).
As amostras de tecido fresco foram obtidas no Biobanco e as amostras tumorais
fixadas em blocos de parafina (FFPE) foram obtidas no banco de tumores do
Departamento de Patologia do A.C.Camargo Cancer Center, S&o Paulo, Brasil.

O fluxograma abaixo (Figura 1) esquematiza as etapas realizadas neste

estudo.
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Selecdo das Amostras:
39 CCEO
Tratados com IC
(252
Tecido Fresco Bloco de Parafina

[ Microarray de Expressao ] [Espectrometria de massas]

Génica (4x44K Agilent) (LC-MS)
, I I
Grupo 1 (13 CCEO) vs  Grupo 2 (9 CCEO) Grupo 1 (14 CCEO) vs Grupo 2 (6 CCEO)
RS RI RS RI
[N
Transcritos # expressos ) [ Proteinas # expressas
(FC <1.5; p<0.05) (FC <1.5; p<0.05)

Classificador de predicao
de resposta a IC:
20 1 AUC >

Regressao logistica y
| Proteinas exclusivas ]
Modelo de predigio l RSvsRI

Support Vector Machines
100% classificagao RS vs RI

[ Andlise in silico — Vias de sinalizagao ]
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Secretoma

Vias
classicas
Vias ndo
classicas

Figura 1 - Fluxograma representando as etapas realizadas neste estudo. CCEO:

carcinoma epidemoide de orofaringe; RS: Resposta satisfatéria; Rl: Resposta insatisfatéria; IC:
Quimioterapia de inducdo; LC-MS: cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas;

FC: Fold-change; AUC: area abaixo da curva; #: diferencialmente; seta: expressao aumentada.

3.1 GRUPOS DE PACIENTES E CRITERIOS DE RESPOSTA AO

TRATAMENTO

Foram incluidos no estudo 39 pacientes portadores de carcinoma de
células escamosas de orofaringe registrados no Departamento de Cirurgia de
Cabeca e Pescogo do A.C.Camargo Cancer Center. Entre os 39 casos, 22 foram
avaliados por arrays de expressao génica e 20 por espectrometria de massas.

Os dados de expressao génica utilizados nestas analises foram obtidos a partir
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de um estudo prévio do grupo (BARROS-FILHO et al. 2018). Apenas trés
amostras tumorais (provenientes de bidpsias) deste estudo prévio estavam
disponiveis para analise do perfil protedmico, sendo assim, foram incluidas 17
amostras independentes. Para ambas as analises foram incluidos pacientes
submetidos a mesma estratégia de tratamento (quimioterapia de indugéo), uma
vez que o objetivo principal do estudo € identificar marcadores capazes de
estratificar os pacientes que terao beneficio com o emprego deste tratamento.

Os regimes de quimioterapia de indug¢ao incluiram a administracédo de
docetaxel, cisplatina e 5-fluorouracil (TPF) para 29 pacientes e docetaxel e
cisplatina para 10 pacientes, por trés ciclos a cada 21 dias. Apds o segundo ciclo
ou ao término do tratamento de inducao, foi avaliada a resposta ao tratamento
por exame clinico e de imagem, como tomografia computadorizada e PET-CT.

A estratificagdo dos grupos foi realizada de acordo com a resposta a
quimioterapia de indugdo. A resposta global a terapia foi classificada de acordo
com os critérios do World Health Organization-WHO, sendo resposta completa
(RC), resposta parcial (RP), doencga estavel (DE) e doenga progressiva (DP).

Os pacientes foram divididos em dois grupos:

1) Resposta Satisfatoria (RS): pacientes que apresentaram resposta
completa ao fim do tratamento neoadjuvante. A resposta completa foi
considerada quando da presenca de remissdo completa do tumor, ou seja,
auséncia de deteccao de lesao tumoral por exames de imagem. Pacientes com
resposta parcial inclui pacientes que apresentaram reducdo da massa tumoral

de pelo menos 50% em relagado ao tamanho prévio ao tratamento.
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2) Resposta Insatisfatéria (RI): foram incluidos os pacientes em que
houve reducdo de menos de 50% da massa tumoral ao fim do tratamento de
inducdo. Pacientes ndo responsivos foram considerados aqueles em que o
tamanho da massa tumoral se manteve estavel ou com diminuicdo menor do
que 25% em relagdo ao tamanho inicial (doenga estavel), ou aqueles em que o
tumor apresentou progressao durante o tratamento (aumento da massa tumoral

ou desenvolvimento de metastases).

3.1.1 Critérios de incluséo e excluséo

Foram incluidos no estudo pacientes com diagndéstico de carcinoma de
células escamosas de orofaringe independente do estadiamento clinico e
patoldgico; pacientes submetidos a tratamento neoadjuvante com finalidade de
inducao, sendo administrado um regime com a combinagédo de pelo menos duas
das drogas: docetaxel/placitaxel, cisplatina e 5-fluorouracil; pacientes com
amostra do tumor primario, prévio ao tratamento, disponivel no Banco de
Tumores.

Foram excluidos os pacientes previamente submetidos a qualquer
tratamento para o cancer ou portadores de qualquer outra neoplasia a coleta ou

pacientes com metastase a distancia ao diagndstico.
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3.1.2 Caracterizacao do status do HPV

O status do HPV para cada paciente foi consultado no prontuario médico
eletrbnico da instituicdo. As metodologias utilizadas na rotina clinica do
A.C.Camargo Cancer Center para determinar a presengca do HPV séao
imunoistoquimica (p16). A genotipagem do HPV pelo Linear Array HPV
Genotyping Test (Roche) foi realizada nas amostras de tecido congelado. Em
resumo, a técnica de IHQ consiste basicamente dos seguintes procedimentos:
as laminas contendo as amostras tumorais fixadas em formalina e em blocos de
parafina sdo pré-aquecidas a 56°C. Procede-se a desparafinazagdo em xilol (2
trocas de 10 minutos cada); passagem em alcool etilico em concentragao
decrescente (100%, 85% e 75%) seguidas de lavagem em agua corrente por 5
minutos. A recuperagdo antigénica por calor & realizada utilizando o
equipamento PT-Link (DAKO®) seguindo as recomendagdes de tempo e pH
fornecidas pelo fabricante. As laminas s&o submetidas a métodos de
recuperagao antigénica, bloqueio da peroxidase endogena com solugdo de
peroxido de hidrogénio 3% (Merck) em tampao tris salino (TBS) por 5 minutos.
Em seguida, os cortes foram incubados com bloqueador de proteinas
inespecificas (DAKO®) por 5 minutos, a temperatura ambiente e em camara
umida. As laminas foram incubados com anticorpo primario (p16 - Abcam), por
90 minutos a temperatura ambiente e posteriormente incubados com o anticorpo
secundario e com o polimero HRP (Flex Plus, DAKO®) durante 30 minutos cada
a temperatura ambiente. Apds lavagem em PBS, as laminas com as amostras

foram incubadas com o cromégeno Diaminobenzidina (DAB — DAKO®), por 5
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minutos e entdo lavadas em agua corrente e contracorados com hematoxilina de
Harris, por 2 segundos. As léaminas foram anadlisadas pelo patologista
responsavel. Os tumores com marcagao difusa citoplasmatica e nuclear, forte ou
moderada, em pelo menos 70% das células foram considerados HPV positivos
(GRONHQJ LARSEN et al. 2014).

A técnica de genotipagem do HPV pelo Linear Array HPV Genotyping
Test (Roche, Basileia, Suica) € um método qualitativo que permite a
identificagdo de 37 subtipos de HPV, incluindo 13 de alto risco (16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68). A interpretacao dos resultados € orientada
pelo guia de referéncia fornecido pelo fabricante. O controle de qualidade do

DNA ¢ a B-globina (268pb).

3.2 EXPRESSAO GENICA GLOBAL

O perfil global de expressao de transcritos foi re-analisado em um
subconjunto de 22 amostras de carcinomas de orofaringe utilizando os dados de
um estudo prévio do grupo (BARROS-FILHO et al. 2018). A metodologia

utilizada para analise dos dados esta descrita na secéo 3.4.
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3.3 ANALISE DO PERFIL PROTEOMICO DOS TUMORES

Para caracterizacdo do perfil protedbmico foram avaliadas 20 bidpsias de
carcinomas de orofaringe fixadas em formalina e em blocos de parafina (FFEP),

de acordo com os critérios descritos acima.

3.3.1 Preparo das amostras e extracao dos peptideos

Os tumores primarios (FFPE) foram disponibilizados pelo Banco de
Tumores do A.C.Camargo Cancer Center, Sdo Paulo. Primeiramente foi
preparada uma lamina de tecido tumoral contra corada com hematoxilina e
eosina (HE) de cada paciente para analise histoldgica pelo médico patologista
Dr. Clovis Antonio Lopes Pinto. A regido tumoral foi discriminada e utilizada
como guia para macrodissecgdo de 10-15 cortes de 10um de cada bloco de
FFPE.

O preparo das amostras foi realizado no LNBio - CNPEM Campinas -SP
(Laboratorio Nacional de Biociéncias) em colaboragdo com a Dra Adriana F.
Paes Leme. Apds a macrodissecgao foi realizada a desparafinizagdo das
amostras, utilizando duas lavagens com 500uL de xilol 100%, vértex por 1
minuto e centrifugagao por 15 minutos a 12000 rpm em temperatura ambiente.
Seguido de uma lavagem com 500 pL de etanol 100%, vortex por 30 segundos e
centrifugacao, hidratagcao do tecido com 500 pL de etanol 50%, vortex por 30

segundos e nova centrifugacdo de 15 minutos a 12000 rpm em temperatura
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ambiente. Apds esses procedimentos, as amostras foram submetidas a um
concentrador a vacuo.

As proteinas foram reduzidas, alquiladas e digeridas com tripsina para
extracdo dos peptideos. Brevemente, as amostras tumorais foram tratadas com
120 uL de ureia [8 M], seguida de redugado com 1,2 pL de ditiotreitol (DTT) a 5
mM por 25 minutos a 56°C protegidas da luz. A alquilagéo foi realizada com 3,36
WL de iodoacetamida (IAA) a 14 mM por 30 minutos em temperatura ambiente
protegido da luz. Foi acrescentado 1,2 yL de ditiotreitol, com incubagao por 15
minutos em temperatura ambiente. Em seguida foi adicionado 503,04 uL de
bicarbonato de aménio [50mM], 6,28 uL de CaCl2, e digestdo com 2,5 ug de
tripsina (Sequencing Grade Modified Trypsin - Promega Corporation, Madison,
WI, USA) por 16 horas a 37°C. Apos a digestdo com tripsina, foi utilizado 100 L

da amostra para quantificacao por Bradfort.

3.3.2 Quantificacao dos peptideos por Bradfort

A quantificacdo dos peptideos foi realizada pelo método de Bradford
(Bradford assay kit - Bio-Rad, Sao Paulo, Brasil). A curva padrao foi elaborada
utilizando albumina do soro bovino (BSA) [1ug/pL], sendo o primeiro ponto com
0,5 pg de BSA e o ultimo ponto da curva com 12 pg de BSA. Resumidamente,
100 uL das amostras foram adicionadas em uma placa de 96 pogos contendo
100 pL de solugao reativa de Bradford (reativo: 2 mL Bradford: 3 mL agua ultra

pura estéril). Apdés a incubagdo da placa em temperatura ambiente por 10
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minutos, foi realizada a leitura no comprimento de onda de 595nm na leitora

ASYS ExpertPlus (Biochrom Ltd., Cambridge, UK).

3.3.3 Dessalinizacdo dos peptideos com Stage Tip — colunas C18

A acidificacdo da amostra foi realizada com 2,5 uL de acido trifluoracético
(0,5%) (Sigma-Aldrich  Corporation, Missouri, EUA) para posterior
dessalinizagdo. Primeiramente, a membrana C18 (EMPORE ™ - 3M) foi
condicionada com 100 pL de metanol 100%, e entao foi equilibrada com 200 pL
de acido férmico 0,1%. A amostra foi passada pela membrana duas vezes para
garantir que todos peptideos ficassem retidos, e entao foi realizada 5 lavagens
com 200 pL de acido formico 0,1%. Os peptideos foram eluidos em 100 pL de
acetonitrila (80%) contendo 0,1% de acido férmico. Apdés cada etapa, as
amostras foram centrifugadas a 2000 rpm por 2 minutos. O eluido foi incubado

em um concentrador a vacuo para secagem e armazenado a-80°C.

3.3.4 Analise protebmica pela técnica de espectrometria de massa

Os peptideos foram ressuspendidos em 20 uL de acido formico a 0,1% e
separados em gradiente de acetonitrila (2-90%) contendo 0,1% de &cido formico
em uma coluna analitica PicoFrit (15 cm x 75 ym id, de 5 ym de tamanho de
particula, New Objective), em fluxo de 300 nL/min durante 200 minutos. A
voltagem do Nanoeletrospray (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) é
de 2,1 kV e temperatura da fonte de 275°C. Os peptideos foram analisados no

espectrbmetro de massas LTQ Velos Orbitrap (Thermo Fisher Scientific,
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Massachusetts, EUA) acoplado com cromatografia liquida (LC-MS/MS). Todos
os métodos de instrumento foram realizados no modo de aquisicdo de analise
dependente dos dados. As analises foram realizadas em full scan (m/z 300-
1600), com resolugcdo no Orbitrap definida em r=60.000 e os 20 ions mais
intensos com carga = 2, foram sequencialmente isolados e fragmentados por
CID (Collision-induced dissociation) (normalizada de 35%). A exclusao dindmica
foi habilitada com uma lista de exclusao de 500 peptideos, duragao da excluséo
de 60 segundos e contagem de repeticdo de 1. Foi utilizada uma ativagédo de

g=0,25 e um tempo de ativagcédo de 10 ms.

3.4 ANALISE DOS DADOS

3.4.1 Caracteristicas clinicas

O teste de Qui-Quadrado ou Exato de Fisher foi utilizado para estudar
associagoes entre as variaveis qualitativas, de acordo com frequéncias. Para a
andlise de variaveis expressas de forma numérica continua, foram utilizados
testes paramétricos (teste t e ANOVA com péds-teste de Tukey). As anadlises
estatisticas foram realizadas com a utilizagdo do programa SPSS (Statistics

Packet for Social Sciences), versao 21.0 (SPSS, Chicago, IL, USA).

3.4.2 Expressao génica
Os genes foram classificados baseadas na Kyoto Encyclopedia of Genes

and Genomes (KEGG) e Gene Onthology (GO). As andlises de expressao
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génica  foram  realizadas  utilizando o software R v. 215
(http://www.bioconductor.org/) e BRB ArrayTools software (v.4.4.0). A analise
hierarquica nao supervisionada foi realizada utilizando as probes com maior
variabilidade (>0.1) e distancia euclidiana. Os dados de expressao utilizados

estao disponiveis no GeneExpression Omnibus (GEO) (GSE111395).

3.4.3 Expressao proteica

A lista de picos (msf) gerada foi processada pelo programa Proteome
Discoverer v. 1.3 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), utilizando o
algoritmo do Sequest. A busca das proteinas identificadas é feita utilizando o
Human International Protein Database com modificacdo fixa de
carbamidometilagdo (+57,021 Da) e modificacbes variaveis de oxidagdo da
metionina (+15,995 Da), uma clivagem perdida da tripsina e tolerancia de
massas de 10 ppm para o ion precursor e 1 Da para os ions fragmentos. Em
seguida, os dados foram filtrados pelo Scaffold Q+ e configurado para a

obtencao de False Discovery Rate (FDR) menor que 1%.

3.4.4 Comparacdo entre os grupos e construcdo de modelo preditor de
resposta a quimioterapia de inducéo

Transcritos e proteinas diferencialmente expressas entre os grupos de
pacientes respondedores e nao respondedores a terapia de indugdo foram
identificadas pelo teste t com nivel de significancia de 5% e fold-change >1,5,

utilizando o software BRB-ArrayTools (NIH- Nacional Cancer Institute). As
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curvas ROC foram avaliadas pelo programa SPSS (Statistics Packet for Social
Sciences) verséo 21.0 (SPSS, Chicago, IL, USA).

Para a selegcdo dos transcritos e proteinas com maior potencial de
predizer pacientes que apresentaram resposta a IC daqueles que nao
respondem ao tratamento, foram avaliadas as curvas ROC de cada potencial
marcador (AUC, area under the ROC curve). Foram selecionadas as 20
moléculas com maiores valores de AUCs (= 0.8). Os marcadores nao
redundantes e que nao apresentaram colinearidade foram filtrados utilizando
teste de regresséo logistica. Os marcadores selecionados foram utilizados para
desenvolver um classificador com potencial de predicdo de resposta a
quimioterapia de inducdo, os modelos foram treinados utilizando o método
Support Vector Machine (SVM), e o desempenho estimado pela Leave-One-Out-
Cross-Validation (LOOCV) pelo programa BRB Array Tools v. 4.4.0 (Biometric
Research Branch, National Cancer Institute. https://brb.nci.nih.gov/BRB-

ArrayTools/).

3.4.5 Aplicacao do algoritmo de expresséo génica de predicédo de resposta
utilizando os dados do TCGA

Dados de expressdo génica (sequenciamento de RNA) e seguimento
clinico de pacientes com cancer de orofaringe do TCGA foram obtidos pelo Xena
Browser (https://xenabrowser.net/ -acessado em fevereiro de 2019). O modelo
com os valores de RNA seq (RPM log2) foi aplicado e estratificado em abaixo e

acima da mediana. Foi realizada a analise de sobrevida global e livre de doenca



46

utilizando os métodos de Kaplan Meier e teste de log rank (SPSS, Chicago, IL,

USA).

3.4.6 Analisein silico de secretoma baseado em dados de transcriptoma e
protebmica

Com o objetivo de identificar potenciais biomarcadores em bidpsia liquida,
foi realizada uma analise de secretoma para selecionar proteinas secretadas
pelos tumores de orofaringe com potencial para estarem presentes na
circulagdo. Os genes e proteinas com aumento de expresséo (FC > 1,5) para
cada grupo foram selecionados para a identificacédo de produtos possivelmente
secretados pelo tumor.

Primeiramente, foi realizada a identificacao das proteinas traduzidas pelos
genes diferencialmente  expressos e mapeamento das proteinas
diferencialmente expressas. A aquisicdo da sequéncia de aminoacidos foi
realizada usando UniProtKB (http://www.uniprot.org). Foram selecionadas
somente sequéncias revisadas e com no maximo 4.000 aminoacidos. Os
servidores CBS: SecretomeP 2.0, SignalP 4.1 e TargetP 1.1 (disponiveis em
http://www.cbs.dtu.dk/services/) foram utilizados como ferramentas de predigéao
de proteinas secretadas a partir dos arquivos FASTA gerados por UniProtKB.

A ferramenta TargetP € utilizada para a predicdo de localizagdo de
proteinas baseado na presenga de sequéncias na regido N-terminal que
indiquem direcionamento mitocondrial (mTP) ou peptideo-sinal da via secretora

(SP). Os sitios de clivagem do peptideo-sinal nas sequéncias de aminoacidos de
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diferentes organismos sao avaliados pelo SignalP, identificando proteinas
secretadas pela via classica. O método incorpora uma previsdao de locais de
clivagem e uma predicdo de peptideo-sinal/peptideo ndo sinal com base em
uma combinagdo de varias redes neurais artificiais. A ferramenta SecretomeP
permite predizer as proteinas secretadas pela via ndo classica, ou seja, sem a
presenca do peptideo-sinal. O software consulta diversos servidores para obter
informacdes sobre varios aspectos poés-translacionais e de localizagdo da
proteina, que sao integrados na previsao final de secrecao.

Os resultados dos trés bancos de dados foram comparados para selecéo
dos candidatos com maior potencial para serem investigados em bidpsias
liquidas. Proteinas identificadas como secretadas pelas vias classica (SignalP) e
nao classica (SecretomeP) que nao possuiam como alvo a mitocéndria
(TargetP) foram selecionadas para uma investigacdo detalhada em bancos de
dados de proteinas secretadas em vesiculas e no plasma: ExoCarta

(http://www.exocarta.org/), Vesiclepedia (http://www.microvesicles.org/) The

Plasma/ Proteome database (http://plasmaproteomedatabase.org), Cancer

Secretome (http://www.cancersecretome.org/), EVpedia.

3.4.7 Analise de vias in silico
A  analise in silico  foi realizada pelo KOBAS 3.0
(http://kobas.cbi.pku.edu.cn/) usando o banco de vias do KEGG e Reactome,

foram selecionadas as vias significativas com P corrigido <0.01.
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4 RESULTADOS

O fluxograma abaixo resume as metodologias e analises aplicadas em

cada etapa, assim como os resultados obtidos (Figura 2).
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Figura 2 - Fluxograma ilustrando as metodologias e resultados obtidos em cada etapa do projeto.

Legenda: CCEOQ: carcinoma de células escamosas de orofaringe; RS: Resposta satisfatoria; Rl: Resposta insatisfatoria; IC: Quimioterapia de

indugdo; LC-MS: cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas; FC: Fold-change; AUC: area abaixo da curva; #: diferencialmente;

seta para cima: expressao aumentada; seta para baixo: expressao diminuida.
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4.1.1 Anélise dos dados clinicos e epidemioldgicos

Foram incluidos no estudo 39 pacientes, portadores de carcinoma de
células escamosas de orofaringe, submetidos a tratamento neoadjuvante com
finalidade de indugdo ou curativa, sendo aplicado um regime com a combinagéo
entre taxano, cisplatina e 5-fluorouracil.

A Tabela 2 resume os dados clinicos dos pacientes, sendo apenas um do
sexo feminino e 38 do sexo masculino. A idade média ao diagnéstico foi de 52
anos, variando entre 39 e 71. A maioria dos pacientes possuia histérico de
habito tabagista (69%, 27/39) e de consumo de alcool (74%, 29/39). O foco
inicial do tumor primario estava localizado na amigdala em 23 pacientes (59%) e
na base da lingua em 15 pacientes (38%), um no palato mole e um tumor sem
localizagao inicial especifica (regido da amigdala). A maioria dos pacientes
apresentou tumores em estadiamento clinico (EC) avangado Ill (13 casos) e IV
(15 casos) ao diagnéstico, e onze pacientes apresentaram EC Il (28%). O

acompanhamento clinico variou entre 5 e 120 meses.
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Tabela 2 - Dados clinicos dos 39 pacientes incluidos no estudo, entre eles, 20
foram avaliados por espectrometria de massa, 22 por analise de expressao
génica e secretoma, sendo que 3 pacientes foram avaliadas por ambas
metodologias.

. Grupo 1 (N=25) Grupo 2 (N=14)
Caracteristica RS (%) RI (%)
Idade média em anos (variacdo) 52 (39-71) 51.5 (39 - 64)
Habito tabagista
Sim 15 (60) 12 (86)
Nao 10 (40) 2 (14)
Consumo de éalcool
Sim 16 (64) 13 (93)
Nao 9 (36) 1(7)
Expresséo de p16*
Positiva 16 (73) 3 (25)
Negativa 6 (27) 9 (75)
ND 3 2
Localizagdo do tumor
Base de lingua 10 (40) 5 (36)
Amigdala 15 (60) 7 (50)
Outros - 2 (14)
Estadio T
T1-2 7 (28) 2 (14)
T3 14 (56) 4 (29)
T4 4 (16) 8 (57)
Estadio N
NO 3(12) 2 (14)
N1 4 (16) 3(21)
N2 14 (56) 5 (36)
N3 4 (16) 4 (29)
Estadio M
M1 2 (8) 1(7)
MO 23 (92) 13 (93)
Recidiva
Sim 5 (20) 3(21)
Nao 20 (80) 11 (79)
Seguimento
VSD 20 (80) 2 (14)
VCD 4 (29)
Obito por cancer 4 (16) 8 (57)
Obito por outras causas 1(4)

egenda: RS: resposta satisfatoria; Rl: resposta insatisfatéria; ND: ndo disponivel para analise;
VSD: vivo sem a doenga; VCD: vivo com a doenga. * a positividade para p16 foi considerado
como HPV positivo.
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Considerando apenas a resposta ao tratamento neoadjuvante com
quimioterapia de inducdo, 15 pacientes (38%) apresentaram resposta completa,
12 (31%) resposta parcial e 12 (31%) doenga estavel ou progressado da doenca
ao final da IC. O tratamento definitivo utilizando quimioterapia (cisplatina) e
radioterapia concomitante foi administrado em 37 pacientes, um recebeu
radioterapia com cetuximab e um foi abordado cirurgicamente. Entre os
pacientes tratados com quimiorradioterapia (cisplatina e cetuximab), trés
necessitaram de cirurgia de resgate ao fim do tratamento. Considerando o final
do tratamento completo, 29 pacientes apresentaram resposta completa e 10
apresentaram doenca residual ou progressao. A curva de sobrevida global em 5
anos estratificada de acordo com a resposta ao tratamento de inducéo revelou
uma estimativa de sobrevida semelhante entre os pacientes que apresentaram
resposta completa e resposta parcial (86% e 75%), e foi significativamente
inferior nos pacientes que apresentaram doencga estavel/ progressao da doenga
(41.7%) (Figura 3.A).

Ao estratificar os niveis de resposta a IC em dois grupos (1) Resposta
Satisfatoria (RC + RP>50%) e (2) Resposta Insatisfatéria (RP<50% + DE/PD),
foi possivel observar uma diferenga significativa (p<0,001) na sobrevida global
em 5 anos nos pacientes que apresentaram resposta a IC comparado aqueles
que nao responderam ao tratamento (43% e 84%, respectivamente) (Figura
3.B). Desta maneira, as analises estatisticas dos dados clinicos e moleculares
foi baseada na comparacgao entre esses dois grupos de pacientes. O grupo de

pacientes respondedores inclui 25 casos e de nao respondedores 14.
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Figura 3 - Curva de sobrevida global em 5 anos de acordo com a resposta a

quimioterapia de indugao. A. Os pacientes foram classificados em trés grupos: pacientes

que apresentaram resposta completa (verde); resposta parcial (laranja) e aqueles que nao
responderam ao tratamento (vermelho). B. Curva de sobrevida global em 5 anos nos dois grupos
de resposta a quimioterapia de inducdo: (1) Resposta satisfatéria: RC + RP>50% (azul); (2)
Resposta Insatisfatéria: RP<50% + DE/PD (vermelho).

4.1.2 Status do HPV e resposta a terapia

O status do HPV foi baseado na expressdo do p16 em 34 pacientes,
sendo considerados 44% dos casos como HPV negativos (15 casos) e 56%
positivos (19 casos). Em casos categorizados como HPV positivos, 50% dos
sitios acometidos na orofaringe envolvia as tonsilas e 50% a base da lingua. Nos

casos classificados como HPV negativos, a maioria dos tumores acometia a
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base da lingua (67%). Por meio da analise de sobrevida global em 5 anos, foi
verificado que a infecgao pelo HPV prediz a probabilidade de sobrevida cancer
especifica (teste de log-rank, P=0,000029). Desta forma, os pacientes HPV
negativos mostraram uma taxa de sobrevida menor quando comparados aos
casos HPV positivos (Figura 4.A). Cinco amostras tumorais ndo possuiam tecido
suficientes para avaliar a expressao da proteina p16.

No grupo de pacientes que apresentou resposta a terapia de indugao,
seis tumores foram considerados HPV negativos (24%), 16 HPV positivos (64%)
e trés indeterminados (Figura 4.B). Entre os pacientes com resposta
insatisfatéria, a maioria era HPV negativo (64%), apenas trés eram HPV
positivos (21%) e dois tumores foram considerados como indeterminados

(Figura 4.C).
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Figura 4 - Curva de sobrevida global em 5 anos de acordo com o status do HPV

(baseado na expressao da proteina p16) (A). Curva de sobrevida em 5 anos de acordo

com o status do HPV e a resposta a terapia de indugdo. B) Grupo de pacientes néo

respondedores. C) Grupo de pacientes respondedores.
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4.2 ANALISE DE EXPRESSAO GLOBAL DE TRANSCRITOS

4.2.1 Comparacdo do perfil de expressdo de transcritos em céancer de
orofaringe de acordo com a resposta ao tratamento neoadjuvante

O perfil de expressdo génica global foi avaliado em 22 tumores de
orofaringe divididos em dois grupos, sendo 13 respondedores e nove que nao
apresentaram resposta satisfatoria a quimioterapia inducdo. A analise de
agrupamento hierarquico ndo supervisionado dos 2692 transcritos (DP > 1) entre
as amostras nao revelou diferenga entre os grupos (Figura 5A).

Dessa forma, foi realizada uma analise comparativa entre os perfis de
expressdao génica dos grupos 1 (respondedores) e 2 (ndo respondedores).
Foram identificados 200 genes diferencialmente expressos entre os grupos
(teste t-Student com P < 0,05) sendo 87 genes com expressao diminuida (FC < -
1,5) e 113 genes com aumento de expressédo (FC> 1,5) nos pacientes nao
respondedores em relagcao ao grupo respondedor (Tabela 3; Apéndice 2).

Os 200 genes diferencialmente expressos (Figura 5B) foram selecionados
para realizar uma analise hierarquica sendo possivel observar dois grupos, um
incluindo os tumores com RS (9/13) a quimioterapia de indugéo, e o segundo
compreendendo todos casos com resposta insatisfatoria (9/9); quatro amostras

RS (4/13) foram agrupadas erradamente no segundo grupo.
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Tabela 3 - Lista dos 40 transcritos com maior diferenga de expressao (aumento
e diminuicdo dos niveis de expressdo) entre os tumores de pacientes nao
respondedores ao tratamento em relagao ao grupo respondedor.

Transcrito cEngg-e Valor de P Transcrito clkzlglndg-e Valor de P
FLRT3 -4,74 0,019 RNF32 2,13 0,020
SPINK6 -4,71 0,019 SSX2IP 2,13 0,030
CWH43 -4,60 0,048 MKI167 2,17 0,016
BBOX1 -4,51 0,011 RASIP1 2,17 0,015
BCHE -4,03 0,016 CD207 2,27 0,022
PQLC2L -3,75 0,001 FAM153B 2,38 0,011

PPP1R9A -3,66 0,023 SYCE2 2,38 0,049

TSPANS8 -3,63 0,032 ABI3BP 2,56 0,024
NLRP2 -3,08 0,016 RIBC2 2,56 0,038
RYR2 -2,98 0,006 RPTN 2,56 0,033

SLC35F3 -2,95 0,038 OLFM1 2,70 0,005

SLCO1A2 -2,87 0,022 C4orfl9 2,78 0,028
CST6 -2,84 0,011 MROH2A 2,78 0,047

LRRC17 -2,74 0,032 BTNL9 2,86 0,029
PCSK1 -2,74 0,006 TDRD10 3,13 0,016

MAB21L4 -2,71 0,038 ASPN 3,70 0,027

Cllorf88 -2,69 0,011 STAG3 3,70 0,020

NAP1L2 -2,69 0,023 GPC3 3,85 0,006
KLF8 -2,68 0,008 SMC1B 4,00 0,037

CA2 -2,59 0,016 SOHLH1 4,55 0,036
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Figura 5 - Analise de agrupamento hierarquico dos transcritos diferencialmente

expressos. A. Andlise de agrupamento hierarquico n&o supervisionado incluindo 2692

transcritos diferencialmente expressos (DP > 1) em 22 carcinomas de orofaringe. Nao foi
observado grupos de acordo com a resposta a qumioterapia de indugao, status do HPV, tabaco
ou consumo de alcool. B) Clusterizagdo dos 200 genes diferencialmente expressos entre os
grupos 1 e 2, evidenciando dois agrupamentos: um incluindo apenas os casos com resposta
satisfatéria (9/13), sendo a maioria tumores HPV positivos (8/9). O outro cluster incluiu 4 (4/13)
tumores com RS e todos os tumores que nao apresentaram resposta ao tratamento. Nao foi
possivel observar a formagéo de clusters de acordo com o consumo de alcool ou tabaco. Os
quadros em roxo (0) indicam os casos que apresentaram resposta insatisfatéria a IC, os quadros
em laranja (1) representam os pacientes com resposta satisfatéria ao tratamento de indugio.
Casos HPV negativos, que ndo fumam ou bebem estédo representados pelos quadros em cinza;
enquanto os casos positivos para estas caracteristicas (HPV positivos, tabagistas e/ou

consumidores de alcool) estdo indicados pelos quadros em preto.

4.2.2 Andlise do potencial preditivo dos transcritos diferencialmente
expressos

Para a selecdo dos transcritos com maior potencial preditivo em
discriminar pacientes que apresentam resposta satisfatoria daqueles que néao
respondem ao tratamento, foram selecionados 20 dos 200 transcritos
diferencialmente expressos, 0s quais apresentaram os maiores valores de AUCs
(Tabela 4).

Utilizando o método de construgdo do modelo de predicdo, foram
selecionados cinco potentiais marcadores (GPSM2, CPNE2, FOXRED2, BCHE

e KLKB1). O modelo matematico desenvolvido (GPSM2 x -0,6723 + CPNE2 x -
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1,1916 + FOXRED2 x -1,0832 + BCHE x 0,4882 + KLKB1 x -0,5215) foi capaz

de classificar corretamente todas as amostras de acordo com a resposta ao

tratamento (escores menores que -0,588 sao preditos como responsivos) (Figura

6).

Tabela 4 - Vinte transcritos candidatos a marcadores de resposta a tratamento
(maiores area abaixo da curva ROC).

Gene Valor de p Eﬁgdn-ge AUC Ign;;orior S‘.g(;)erior
GPSM2 0,026 16 0,897 0,769 1
CPNE2 0,013 15 0,88 0,733 1
iTeeagp 0032 15 0,872 0,725 1
ccocire %002 1,9 0,872 0,715 1
ELK1 0,034 1,6 0,87 0,713 1
ZBTB18 0,037 1,6 0,855 0,69 1
LINCo2210 2029 16 0,855 0,684 1
pcunips 2009 18 0,852 0,664 1
DCBLD1 0,004 2.1 0,852 0,689 1
HMGN2 0,021 17 0,846 0,661 1
SNRnpag %005 16 0,846 0,684 1
sLcosaly %033 15 0,846 0,683 1
Foxrepz %001 2,1 0,843 0,669 1
BCHE 0,015 4,0 0,843 0,668 1
KLKB1 0,028 2,0 0,838 0,672 1
UNG 0,018 16 0,833 0,655 1
pLEKHH2 2023 2.1 0,829 0,656 1
B3GLCT 0,043 19 0,829 0,647 1
FAM2208 0048 17 0,829 0,653 1
ALG10B 0,039 19 0,824 0,642 1
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Figura 6 - Modelos de predigdo de resposta a quimioterapia de indugao em tumores de orofaringe baseados em dados

de expressao génica do presente estudo. A. Graficos representativos dos valores de expresséo relativa de GPSM2, CPNE2, FOXRED2,

BCHE e KLKB1. B. Modelo de predi¢do de resposta a quimioterapia de indugdo em tumores de orofaringe baseados em microarranjos de
expresséo génica com poder de classificagdo de 100% das amostras tumorais. ** P< 0,01; *** P< 0,001 (teste t). IC: quimioterapia de induc&o;

RS: resposta satisfatdria; RI: resposta insatisfatéria.
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4.2.3 Analise da aplicagcdo do algoritmo de predicdo de resposta ao
tratamento usando os dados do TCGA em relagdo ao progndéstico

O algoritmo de predicao de resposta ao tratamento desenvolvido com
os dados de expressao génica foi aplicado nos dados extraidos do TCGA,
sendo possivel a avaliagdo da associagdo com sobrevida global e livre de
doenca. Nao foi possivel treinar o classificador para a predicdo de resposta
a IC em dados publicos pela falta de estudos com pacientes tratados com IC
disponiveis no TCGA e GEO.

Além do algoritmo ter apresentado boa performance na predigdo de
resposta a IC com os dados internos, ele também demonstrou bom
desempenho para ser aplicado como marcador prognéstico independente do
tratamento. Foi possivel observar uma associagao significativa (P<0,01) com

sobrevida global e livre de doencga (Figura 7).
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Figura 7 - Curvas de sobrevida de acordo com o classificador utilizando os
dados do TCGA (N= 78 CCEO). A. Sobrevida global. B. Sobrevida livre de doenga.
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4.2.4 Analise do secretoma de cancer de orofaringe de acordo com a
resposta ao tratamento neoadjuvante

Para identificar proteinas potencialmente secretadas possiveis de
serem utilizadas como marcadores detectaveis em bidpsia liquida, foram
avaliados 113 transcritos com aumento de expressao (FDR < 5%, FC > 1,5)
nos tumores de pacientes que ndo apresentaram resposta satisfatéria (RI)
ao tratamento neoadjuvante e 87 em tumores com boa resposta (RS). Entre
esses genes, 109 de Rl e 86 de RS foram associados a proteinas

identificadas usando UniProtKB (http://www.uniprot.org). As sequéncias

dessas proteinas foram utilizadas para predi¢ao in silico onde cada gene foi
associado a um UniProt ID. Entre elas apenas um gene codifica proteinas
com mais de 4,000 aminoacidos e nao pode ser avaliado.

A analise dos 109 genes associados a Rl e 86 a RS utilizando as
ferramentas de predicdo SecretomeP 2.0, SignalP 4.1 e TargetP 1.1 (CBS
servers: http://www.cbs.dtu.dk/services/) resultou em 45 proteinas
potencialmente secretadas em RI e 38 proteinas em RS. A busca em
bancos de dados por essas proteinas ou respectivos mRNAs descritos em
vesiculas extracelulares (VE) provenientes de amostras de carcinomas de
cabeca e pescogo (Vesiclepedia: http://www.microvesicles.org/ ou Exocarta:
http://www.exocarta.org/) resultou em apenas uma proteina (CA2) secretada
pelos tumores responsivos a quimioterapia de indugao. Quando considerado
as proteinas presentes em VE provenientes de amostras de pacientes com
cancer em geral foram obtidas 20 proteinas de tumores nao responsivos e

19 de RS. A busca por proteinas previamente descritas no plasma (Plasma
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Proteome: http://plasmaproteomedatabase.org) resultou em 17 proteinas em
Rl e 18 em RS (Figura 8). Ao final desta analise, foram identificados quatro
potenciais marcadores secretados em RI (CR1, KLKB1, FBLN1 e MOB1A) e
cinco em RS (PCSK5, RET, PRPH2, CST6 e BCHE) (Tabela 5; Figura 8).
Também foi realizada uma busca nos dados do Human Cancer
Secretome Database (HCSD) (http://www.cancersecretome.org/) sendo
identificadas 27 proteinas da lista de Rl e todas as 86 da lista de RS. Apds
sobreposicao de todos os bancos de dados foi encontrado apenas uma
potencial proteina secretada nos casos Rl (FBLN1) e cinco nos RS (PCSKS5,

RET, PRPH2, CST6 e BCHE).
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Figura 8 - Analise in silico dos transcritos potencialmente secretados. A

esquerda, fluxograma representando as etapas da andlise de secretoma. Diagrama de

Venn representando o numero de proteinas potencialmente secretadas (CBS servers) por

tumores de orofaringe em (A) pacientes que apresentaram resposta satisfatoria (RS) e (B)

insatisfatoria (RI). Também esta representado o conjunto dessas proteinas descritas em

bancos de dados de vesiculas extracelulares (proteinas ou mRNAs secretadas por VEs de

pacientes com cancer em Vesiclepedia ou ExoCarta) e de plasma (Plasma Proteome).
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Tabela 5 - Proteinas potencialmente secretadas por tumores de orofaringe
de acordo com a resposta ao tratamento neoadjuvante utilizando as
ferramentas de predigdo CBS server (http://www.cbs.dtu.dk/services/),
Vesiclepedia/ Exocarta (http://www.microvesicles.org/ ou
http://www.exocarta.org/) e Plasma Proteome
(http://plasmaproteomedatabase.org).

Gene Nome da Proteina UniProt FC \c/jaelc;)r

Resposta Insatisfatériaa IC
CR1 Comple_ment receptor type 1 (C3b/C4b receptor)

(CD antigen CD35) P17927 1,64 0,04
KLKB1 Kallikrein B1 P03952 2,00 0,02
FBLN1* Fibulin-1 P23142 1,52 0,03
MOB1A MOB kinase activator 1A Q9H8S9 1,61 0,03
Resposta Satisfatériaa IC
PCSK5* Proprotein convertase subtilisin/kexin type 5 Q92824 1,91 0,04
RET* Proto-oncogene tyrosine-protein kinase receptor Ret  P07949 1,87 0,02
PRPH2* Peripherin-2 P23942 2,37 0,02
CSTe6* Cystatin-M Q15828 2,84 0,01
BCHE* Butyrylcholinesterase P06276 4,03 0,01

*Proteinas potencialmente secretados identificadas pelos dados do Human Cancer

Secretome Database (HCSD) (http://www.cancersecretome.org/).

4.3 ANALISE DO PERFIL PROTEOMICO DOS TUMORES

A partir da metodologia descrita para o preparo das amostras, foi
possivel obter quantidade de material suficiente para realizar a analise
protedbmica de 20 carcinomas de orofaringe, entre eles, trés tumores
também foram previamente avaliados por expressao génica. Apos a analise
dos peptideos no espectrometro de massas, processamento dos dados e

mapeamento das proteinas pelo Human International Protein Database, foi
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obtida uma lista com 2906 proteinas. O numero de proteinas identificadas
nos grupos e em cada amostra esta descrito na Tabela 6.

Para realizar as analises estatisticas, as amostras foram divididas em
dois grupos (Grupo 1: 14 casos com resposta satisfatéria; Grupo 2: 6 casos
com resposta insatisfatoria), conforme descrito acima. A analise de
espectrometria de massas revelou a presenca de 2906 proteinas, destas,
foram filtradas 1551 proteinas presentes em 75% dos tumores de orofaringe
de cada grupo (grupo 1: 11/14; grupo 2: 5/6). A analise hierarquica nao
supervisionada destas 1551 proteinas nao revelou uma distingdo nitida entre

os grupos (Figura 9).
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Tabela 6 - Numero de proteinas identificadas em 20 carcinomas de
orofaringe.

Amostras (N=20) N ¢ de proteinas identificadas por MS
CR1 1980
CR2 2205
CR3 2248
CR4 1871
CR5 2191
CR6 2159
CR7 2132
CR8 2247
CR9 2251
CR10 1962
SRO01 2112
SR02 1931
SRO03 2166
SR06 2207
RPO1 2179
RP02 2211
RPO03 1712
RP04 2220
RP05 2120
RPO7 1514
Total 2906

CR: Resposta Completa; SR: sem resposta; RP: Resposta parcial a

quimioterapia de indugao; MS: espectrometria de massas.
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Figura 9 - Analise hierarquica n&o supervisionada incluindo 1551 proteinas

presentes em pelo menos 75% dos tumores de cada grupo. Nao foram
evidenciados agrupamentos de acordo com a resposta a quimioterapia de indugéo, status
do HPV, tabaco ou consumo de alcool. Roxo: casos que apresentaram resposta
insatisfatéria a IC; Laranja: representam os pacientes com resposta satisfatoria ao

tratamento de indugdo; Cinza: casos HPV negativos, ndo fumantes ou consumidores de

alcool; Preto: casos HPV positivos, tabagistas e/ou consumidores de alcool.

Sim/ Positivo
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4.3.1 Comparacao do perfil protedmico entre o0s grupos de
respondedores e ndo respondedores a quimioterapia de inducéo

A partir das 1551 proteinas previamente filtradas, foram selecionadas
as aquelas diferencialmente expressas entre os grupos 1 (14 casos
respondedores) e 2 (6 casos nao respondedores) (teste t-Student; p < 0,05).
Foram observadas 183 proteinas diferencialmente expressas entre os
grupos com fold-change =1,5. Cento e vinte e sete proteinas apresentaram
expressao diminuida e 56 expressdao aumentada nos pacientes nao
respondedores em relagdo ao grupo respondedor (Tabela 7 e Apéndice 3). A
figura 10 ilustra o cluster contendo as 183 proteinas diferencialmente
expressas entre os grupos. E possivel observar dois clusters, um incluindo
quatro (4/6) casos que nao responderam a quimioterapia de indugao e o
segundo compreendendo 0s casos com resposta, exceto pelas amostras

RPO01 e SR06 (resposta parcial e auséncia de resposta, respectivamente).
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Tabela 7 - Lista das 40 proteinas com maior diferenca de expressao
(aumento e diminuigdo de expressdo) entre os tumores de pacientes nao
respondedores ao tratamento em relagao ao grupo respondedor.

Fold- Fold-

Proteina change Valor de p Proteina change Valor de p
KRT15 -15,63 0,001 C8G 2,40 0,013
KRT19 -6,25 0,001 DSG1 2,40 0,006

DPYSL5 -5,56 0,021 MYH11 2,43 0,029

CDKN2A -5,00 0,000 C4BPA 2,52 0,017

CALML5 -4,76 0,014 KRT16 2,59 0,016
KRT8 -4,55 0,012 KRT14 2,61 0,009

HIST1H1C -2,94 0,039 TPBG 2,76 0,015
TACSTD2 -2,94 0,000 FGG 2,87 0,019
MCM5 -2,86 0,001 NAMPT 2,91 0,049
HIST1H1E -2,63 0,043 FGB 2,93 0,034
UBXN1 -2,56 0,017 PRTN3 2,93 0,031
HADH -2,44 0,001 DEFA1 3,24 0,033
MCM6 -2,44 0,014 DEFA3 3,24 0,033

PSME2 -2,44 0,016 MIF 3,73 0,002

RPA3 -2,33 0,001 PC 3,78 0,001

HLA-DRB1 -2,27 0,021 LAMA3 3,85 0,010
API5 -2,22 0,000 KRT17 4,13 0,005
H2AFZ -2,17 0,045 JUP 4,13 0,005
H2AFV -2,17 0,045 LAMB3 4,35 0,019

MAL2 -2,17 0,018 DMD 4,87 0,013
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Figura 10 - Clusterizacdo das 183 proteinas diferencialmente expressas
entre os grupos 1 e 2, evidenciando uma intersecgdo com dois
agrupamentos: um incluindo todos os casos com resposta, um com resposta

parcial ao tratamento (RP01) e outro ndo respondedor (SR06). O segundo

cluster inclui quatro (4/6) casos ndo respondedores. Roxo: casos que apresentaram
resposta a IC; Laranja: pacientes ndo responsivos ao tratamento de inducdo. Cinza: casos
HPV negativos, ndo fumantes ou consumidores de alcool; Preto: casos HPV positivos,

tabagistas e/ou consumidores de alcool.
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4.3.2 Analise do potencial preditivo das proteinas diferencialmente
expressas

A selecdo das proteinas com maior potencial de predizer pacientes
que apresentaram resposta a IC daqueles que nao responderam ao
tratamento, foi realizada conforme descritos na secdo Métodos. Entre as 20
proteinas com maiores valores de AUCs (= 0,9), foram selecionados quatro
marcadores (CDKN2A, HNRNPAO, MYO1B e TXNL1) ndo redundantes
(Tabela 8). Estas proteinas foram utilizadas para desenvolver um
classificador com potencial de predicdo de resposta a quimioterapia de
indugdo (HNRNPAO x 4,4 + TXNL1 x 5,9 + MYO1B x -3,5 + CDKN2A x 2,1)
sendo capaz de classificar corretamente todas as amostras de acordo com a
resposta ao tratamento (escores maiores que 176,8 preditos como

responsivos) (Tabela 9; Figura 11).
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Tabela 8 - Vinte proteinas candidatas a marcadores de resposta a
tratamento (maior area abaixo da curva ROC).

Proteina valor de p FDR Fold- AUC
change

HNRNPAO 0,0018 0,209 -1,79 0,98
PMPCB 0,0036 0,216 -1,92 0,97
TXNLA1 0,0055 0,251 -1,52 0,96
MYO1B 0,0006 0,196 2,18 0,94
APIS 0,0005 0,196 -2,22 0,94
RPA3 0,0015 0,196 -2,33 0,94
CDKN2A 0,0005 0,196 -5,00 0,93
DDX46 0,0024 0,216 -2,08 0,93
HUWEA1 0,0030 0,216 -1,67 0,93
MARS 0,0081 0,285 -1,56 0,92
TACSTD2 0,0005 0,196 -2,94 0,92
ADRM1 0,0158 0,318 -2,00 0,91
SNX5 0,0175 0,318 -1,56 0,91
AK2 0,0031 0,216 -1,89 0,90
ARF1 0,0171 0,318 -1,56 0,90
ARF3 0,0171 0,318 -1,56 0,90
GART 0,0010 0,196 -2,08 0,90
HADH 0,0010 0,196 -2,44 0,90
PSMB10 0,0034 0,216 -2,04 0,90
SAMHD1 0,0057 0,251 -1,69 0,90

Legenda: FDR: False Discovery Ratio; AUC: area under the ROC curve

Tabela 9 - Métricas de desempenho da expressao das proteinas HNRNPADO,
TXNL1, MYO1B e CDKN2A em classificar os carcinomas de orofaringe de
acordo com a resposta a terapia neoadjuvante.

Resposta a IC*

Métrica
Estimativa 95% IC
Sensibilidade 100% 51.7-100%
Especificidade 100% 73.2-100%
VPP 100% 51.7-100%
VPN 100% 73.2-100%

Legenda: VPP= valor preditivo positivo; VPN= valor preditivo negativo.
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4.3.3 Analise das proteinas potencialmente secretadas em cancer de
orofaringe de acordo com a resposta ao tratamento neoadjuvante

As proteinas com aumento de expressédo (FDR < 5%, FC > 1,5) nos
tumores de pacientes com RI (56 proteinas) e nos RS (127 proteinas) foram
investigadas quanto ao potencial de serem secretadas. A analise pelo

UniProtKB (http://www.uniprot.org) permitiu a exclusdo das proteinas que

possuem mais de 4000 aminoacidos, aquelas que se alinharam com mais de
um ID foram mantidas, resultando em 59 de Rl e 144 de RS proteinas.

Utilizando as ferramentas de predicdo do CBS server (SecretomeP
2.0, SignalP 4.1 e TargetP 1.1) foram obtidas 34 (Rl) e 113 (RS) proteinas
potencialmente secretadas. Dezesseis proteinas de tumores nao
responsivos e 36 de RS foram encontradas em bancos de dados de
vesiculas extracelulares (VE) provenientes de amostras de pacientes com
cancer (Vesiclepedia:  http://www.microvesicles.org/ ou  Exocarta:
http://www.exocarta.org/). Foram encontradas 17 proteinas em Rl e 35 em
RS previamente descritas em plasma (Plasma Proteome:
http://plasmaproteomedatabase.org) (Figura 12).

Ao final desta analise, foram identificados oito potenciais marcadores

secretados em Rl e 19 em RS (Tabela 10; Figura 12).
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Figura 12 - A esquerda, fluxograma representando as etapas da analise do

secretoma. Diagrama de Venn representando o nimero de proteinas potencialmente

secretadas (analise in silico utilizando CBS servers) por tumores de orofaringe nos casos de

tumores com resposta satisfatéria (RS) (A) e B) insatisfatoria (RI). Também esta

representado o conjunto dessas proteinas descritas em bancos de dados de vesiculas

extracelulares (proteinas secretadas por VEs de pacientes com cancer em Vesiclepedia ou

ExoCarta) e de plasma (Plasma Proteome).
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Tabela 10 - Proteinas potencialmente secretadas por tumores de orofaringe
de acordo com a resposta ao tratamento neoadjuvante utilizando as
ferramentas de predicdo CBS server, Vesiclepedia/ Exocarta e Plasma
Proteome.

Proteina Nome da Proteina UniProt FC ;/:Igr
Resposta Insatisfatéria a IC

PTK7 Inactive tyrosine-protein kinase 7 Q13308 1,79 0,006
CD44 CD44 antigen P16070 1,81 0,017
MIF Macrophage migration inhibitory factor P14174 1,90 0,038
PRTN3 Myeloblastin P24158 1,98 0,046
LAMB3 Laminin subunit beta-3 Q13751 2,40 0,006
LAMB1 Laminin subunit beta-1 P07942 2,93 0,031
MMP9 Matrix metalloproteinase-9 P14780 3,73 0,002
DSG1 Desmoglein-1 Q02413 4,35 0,019
Resposta Satisfatéria a IC

CDK1 Cyclin-dependent kinase 1 P06493 2,00 0,002
DDX1 ATP-dependent RNA helicase Q92499 1,52 0,020
CAND1 CuIIin.-associated NEDDS8-dissociated Q86VP6 159 0,012

protein 1
MOB1A MOB kinase activator 1A Q9H8S9 1,75 0,022
PEBP1 Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 P30086 1,75 0,020
MCM6 DNA replication licensing factor Q14566 2,44 0,014
DSG2 Desmoglein-2 Q14126 1,72 0,031
CAPG Macrophage-capping protein P40121 2,08 0,003
DHX15 Pre-mRNA-spIicing factor ATP-dependent 043143 172 0,022
RNA helicase

ARF3 ADP-ribosylation factor 3 P61204 1,56 0,017
XRCC6 X-ray repair cross-complementing protein 6 P12956 1,52 0,020
Vacuolar protein sorting-associated protein

VPS4B 4B 075351 1,54 0,021
RAB14 Ras-related protein Rab-14 P61106 1,59 0,031
GALK1 Galactokinase P51570 1,96 0,045
LMNB1 Lamin-B1 P20700 1,52 0,043
ECI1 Enoyl-CoA delta isomerase 1 P42126 1,59 0,045
PDXK Pyridoxal kinase 000764 1,85 0,022
ALDH2 Aldehyde dehydrogenase P05091 1,82 0,014
NUMA1 Nuclear mitotic apparatus protein 1 Q14980 1,82 0,029

Legenda: IC: quimioterapia de indugéo; FC: fold change;
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4.3.4 Proteinas detectadas em apenas um grupo de pacientes

Nesta analise, foram selecionados apenas os casos com resposta
completa (10) e sem resposta ou progressao da doenga (4) ao fim do
tratamento neoadjuvante, sendo excluidos os casos com resposta parcial
(6). A partir da lista completa de proteinas (2906 proteinas), foram filtradas
aquelas detectadas em pelo menos 70% das amostras de um grupo e néo
detectadas no outro, a fim de identificar proteinas possivelmente associadas
a resposta ao tratamento. Foram observadas 10 proteinas presentes no
grupo com resposta completa e quatro proteinas detectadas apenas nos
tumores sem resposta ao tratamento (Tabela 11).

Tabela 11 - Proteinas detectadas nos pacientes com resposta completa (10
casos) ou sem resposta ao tratamento (4 casos).

Proteinas % % Proteinas % %
exclusivas no  deteccdo deteccéo exclusivas no  deteccdo deteccdo
grupo CR em CR em SR grupo SR em CR em SR
LRRC31 100% 0% PADI2 0% 100%

MFI2 90% 0% PYGL 0% 75%

SELH 90% 0% BCL2L13 0% 75%

BCKDHA 80% 0% SERPINE1 0% 75%
SLC25A24 80% 0%
RAD21 70% 0%
IRF2BP1 70% 0%
UBA7 70% 0%
NUP214 70% 0%
ACTR1B 70% 0%

Legenda: CR: resposta completa; SR: sem resposta ou progressao da doenga.
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4.4 ANALISE DE VIAS IN SILICO

As proteinas e transcritos diferencialmente expressos foram utilizados
para realizar uma analise de vias bioldgicas e candnicas in silico a fim de
identificar aquelas associadas com resposta a IC. Apesar de haver
sobreposigcdo de apenas um gene/ proteina diferencialmente expressos
entre resultados de protedmica e expressdo genica, foi possivel observar
que as principais vias de sinalizagao alteradas sdo comuns para ambos 0s
grupos. As principais vias alteradas nos genes e proteinas diferencialmente

expressos estdo relacionadas ao ciclo celular (Tabela 12).

Tabela 12 - Principais vias canbnicas associadas com os genes e proteinas
diferencialmente expressos.

Transcriptoma Proteoma
Vias Canonicas (KEGG/Reactome) p P-corr p P-corr
Cell cycle (KEGG) <0,001 0,001 <0,001 <0,001
Cell Cycle (Reactome) <0,001 0,001 <0,001 <0,001
G1/S Transition (Reactome) <0,001 0,005 <0,001 <0,001
S Phase (Reactome) <0,001 0,008 <0,001 <0,001
Activation of t?;s;z;ensgatwe complex <0,001 0,009 <0,001 <0,001
Mitotic G1-G1/S phases (Reactome) <0,001 0,010 <0,001 <0,001
Cell Cycle, Mitotic (Reactome) - - <0,001 <0,001
DNA Replication Pre-Initiation (Reactome) - - <0,001 <0,001
M/G1 Transition (Reactome) - - <0,001 <0,001
Unwinding of DNA (Reactome) - - <0,001 <0,001
Synthesis of DNA (Reactome) - - <0,001 <0,001
Assembly of the pre-replicative complex i i <0,001 <0,001

(Reactome)

DNA strand elongation (Reactome) - - <0,001 <0,001

Orc1 removal from chromatin (Reactome) - - <0,001 <0,001
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Transcriptoma Proteoma
Vias Canonicas (KEGG/Reactome) p P-corr p P-corr
Switching of origins to a post-replicative state i i <0,001 <0,001

(Reactome)
DNA Replication (Reactome) - - <0,001 <0,001
Removal of IiC((aFr;seiggt;?:;c))rs from origins i i <0,001 <0,001
Regulation of DNA replication (Reactome) - - <0,001 <0,001
DNA replication (KEGG) - - <0,001 <0,001
Activation of ATR irz&t:z;:;::}z)to replication stress i i <0,001 <0,001
Complement and coagulation cascades (KEGG) - - <0,001 <0,001
Regulation of Complement cascade (Reactome) - - <0,001 <0,001
Cell Cycle Checkpoints (Reactome) - - <0,001 <0,001
G2/M Checkpoints (Reactome) - - <0,001 <0,001
Complement cascade (Reactome) - - <0,001 0,001
Apoptotic execution phase (Reactome) - - <0,001 0,002
Apoptosis (Reactome) - - <0,001 0,002
Programmed Cell Death (Reactome) - - <0,001 0,002
Mitotic Anaphase (Reactome) - - <0,001 0,004
Mitotic Metaphase and Anaphase (Reactome) - - <0,001 0,004
Type | hemidesmosome assembly (Reactome) - - <0,001 0,005
M Phase (Reactome) - - <0,001 0,005
Formation of Senescence-Associated

Heterochromatin Foci (SAHF) (Reactome) i i <0,001 0,007
Immune System (Reactome) - - <0,001 0,008
Processing o:n%alsgca(gér:;?;mi?ntammg Pre i i <0,001 0,008
Pyruvate metabolism (KEGG) - - <0,001 0,009
mRNA Splicing - Major Pathway (Reactome) - - <0,001 0,010

Metabolism (Reactome) <0,001 <0,001 - -

G1/S-Specific Transcription (Reactome) <0,001 0,002 - -

Meiosis (Reactome) <0,001 0,006 - -

Oocyte meiosis (KEGG) <0,001 0,007 - -

Meiotic synapsis (Reactome) <0,001 0,009 - -

E2F mediated regulation of DNA replication <0,001 0,010 i )

(Reactome)

Legenda: P: teste hipergeometrico; P corr: Correcao por Benjamini e Hochberg
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5 DISCUSSAO

Dados epidemiologicos em canceres de cabega e pesco¢o mostram
que esses tumores acometem principalmente homens (razao de 2:1) a partir
da quinta década de vida (CURADO e HASHIBE 2009; FARSI et al. 2017).
Semelhante ao descrito em literatura, a idade média dos pacientes incluidos
nesse estudo foi de 52 anos, sendo 97% homens e um paciente do sexo
feminino. Estudos avaliando apenas carcinoma de orofaringe relatam maior
incidéncia (aproximadamente 75%) em homens comparado a CCECP geral
(ANANTHARAMAN et al. 2018).

O consumo do tabaco e alcool sdo dois fatores de risco
independentes bem estabelecidos no desenvolvimento de cancer de cabecga
e pescocgo (HASHIBE et al. 2009). Além do risco pelo consumo de cada fator
individualmente, um dos estudos epidemiolégicos mais robustos descrito por
HASHIBE et al. (2009) demonstrou que os efeitos de ambos os fatores sao
maiores que a soma dos seus efeitos individuais. Em literatura, é relatado
que estes comportamentos sao responsaveis pela maioria dos casos de
carcinomas de cavidade oral (64%), faringe (72%) e laringe (89%)
(HASHIBE et al. 2009). Semelhante ao descrito em literatura, a maioria dos
pacientes avaliados possui histérico de habito tabagista (69%, 27/39) e de
consumo de alcool (74%, 29/39), sendo que 64% (25/39) dos casos

possuem os dois habitos.
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Aproximadamente 70% dos pacientes apresentaram estadiamento
clinico avancado (lll e IV) e acometimento linfonodal (82%) ao diagndstico.
Um estudo retrospectivo desenvolvido no MD Anderson com uma coorte de
981 pacientes com CCEO também observou que mais de 80% dos
pacientes ja possuem metastase em linfonodos regionais ao diagndstico
(GUNN et al. 2013).

Na casuistica deste estudo, foi verificado que 23 tumores estavam
localizados na amigdala (59%) e 15 na base da lingua (38%). Dados
epidemioldgicos indicam que entre os carcinomas de orofaringe, esses séo
os sitios acometidos com maior frequéncia (FORASTIERE et al. 2001). Os
tumores localizados na amigdala e na base da lingua sdo mais
frequentemente acometidos pelo HPV (62%) comparado aos demais sitios
da orofaringe (25%) (ANG et al. 2010). Nos tumores da amigdala, o epitélio
€ infiltrado por linfocitos, tornando assim mais permissivos a particulas virais.
Logo, o sistema linfatico parece ser um importante fator na patogénese dos
carcinomas HPV positivos (LEEMANS et al. 2018). Entre os tumores
avaliados no nosso estudo, 47% e 70% dos tumores localizados na
amigdala e base lingua, respectivamente, eram HPV positivos.

De modo geral a incidéncia do HPV em CCEO varia entre 60-87%,
enquanto tumores de outras localizagdes anatdmicas da cabeca e pescogo
tem uma prevaléncia de apenas 6% (Cancer Genome Atlas Network 2015;
LUCAS-ROXBURGH et al. 2017). Nesse estudo também foi observado alta
positividade para HPV (expressao da proteina p16) em CCEO (56%).

Atualmente, é bem estabelecido que CCEO HPV positivos e negativos séo
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duas entidades clinico-patoldgicas distintas, apresentando progndstico e
perfil molecular distintos (LEEMANS et al. 2018). Os CCECP HPV positivos
apresentam sobrevida significativamente maior do que pacientes com
tumores HPV negativos (ANG et al. 2010; BARROS-FILHO et al. 2018). Em
concordancia com os dados da literatura, foi possivel observar diferenca
significativa na sobrevida global em 5 anos em relagdo ao status do HPV,
sendo aproximadamente 90% nos casos HPV positivos versus ~30% nos
HPV negativos (P<0,001). Também foi possivel verificar que a positividade
do HPV esta associado a maior sobrevida global de acordo com a resposta
a terapia de indugdo. Principalmente no grupo de pacientes com resposta
insatisfatéria a IC, a sobrevida global nos pacientes HPV positivos foi de
100% em 5 anos, enquanto para o grupo HPV negativo a sobrevida foi de
apenas 25 meses. Apesar do HPV ser um bom marcador progndstico
independente, ele ndo €& um marcador especifico de resposta a IC
(BARROS-FILHO et al. 2018; HAY e NIXON 2018).

O uso da quimioterapia de indugdo no tratamento do cancer de
cabeca e pescoco tem sido cada vez mais utilizado visando a preservagao
do 6rgao e melhora na sobrevida. Além desses beneficios, a resposta a IC
também auxilia na identificacdo dos pacientes que possuem maior chance
de responder a radio-quimioterapia subsequente (HASEGAWA et al. 2018).
Em nosso estudo, 15 pacientes apresentaram resposta completa a IC (38%),
todos foram submetidos a tratamento definitivo com radio-quimioterapia e
apresentaram resposta completa ao fim do tratamento. Entre os 12

pacientes que n&o responderam a IC (31%) (doencga estavel ou progressao)
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apenas um apresentou resposta completa ao final deste tratamento. Desta
maneira, a resposta a IC pode auxiliar nas decisdes da terapia definitiva. Os
pacientes que tiveram resposta completa ou parcial a IC também
apresentaram sobrevida global significativamente maior em relagdo aos néo
respondedores (86% e 75% vs 41%, respectivamente). Hasewaga et al.
(2018) avaliaram a sobrevida em 5 anos de 64 pacientes com CCECP
tratados com IC (30 CCEO) e observaram um aumento significativo na
sobrevida global e livre de doenca nos pacientes com resposta completa a
IC (HASEGAWA et al. 2018). Em nosso estudo ndo foi observada
associacdo com a sobrevida livre de doenca, possivelmente devido ao
numero limitado de amostras.

A resisténcia a quimioterapia € um fator critico para eficacia dos
tratamentos quimioterapicos. A identificacdo de marcadores de predigao de
resposta a quimioterapicos € uma ferramenta importante na definicdo de
tratamentos personalizados. Desta maneira, nosso estudo busca
desenvolver um painel de marcadores capaz de predizer os tumores que
terdo beneficio no emprego de quimioterapia de indugdo. Para isso, foi
investigada a associagao entre o perfil de expressédo génica e proteica e a
resposta a IC.

A partir de um estudo prévio do grupo, selecionamos 22 pacientes
que foram tratados com quimioterapia de indugao e reanalisamos os dados
de expressao génica global (BARROS-FILHOS et al. 2018). A comparagéao
entre o perfil de expressdo de acordo com a resposta a IC revelou 200

genes com diferenga de expressao entre os tumores nao respondedores e
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os respondedores, sendo 87 genes com expressao diminuida (FC < -1,5) e
113 genes com aumento de expressado (FC> 1,5). A partir deste grupo de
genes diferencialmente expressos, foram selecionados aqueles néo
redundantes e com maiores valores de AUC. Esta lista de genes foi utilizada
para construir um classificador com potencial de predicdo de resposta a
quimioterapia de inducdo utilizando o modelo de predicdo SVM. Esse
algoritmo foi capaz de predizer 100% dos tumores que responderam ao
tratamento. Os transcritos utilizados neste classificador foram GPSM2,
CPNE2, FOXRED2, BCHE e KLKB1.

Para nosso conhecimento, este € o primeiro estudo descrito com
100% de sensibilidade e especificidade para predizer resposta a
quimioterapia de indugdo em carcinomas de orofaringe, porém esse bom
desepenho do classificador precisa ser validado em um numero maior de
casos. A maioria dos estudos que utilizaram dados de expressao génica
para identificar marcadores de resposta a IC em CCECP avaliaram
marcadores independentes (FENG et al. 2011; CHATZKEL et al. 2017;
TANG et al. 2018; HASEGAWA et al. 2018). Embora estes estudos
revelassem uma associagao entre a resposta ao tratamento, ndo havia forga
estatistica suficiente para estratificar os grupos em RS ou RI. Para o nosso
conhecimento, apenas dois estudos do mesmo grupo de autores buscaram
identificar marcadores de resposta a IC em CCECP por analise de
transcritos (LIAN et al. 2017a, b). Nesses relatos nao foram identificados
marcadores de resposta, apenas as vias e processos biolégicos associados

aos genes diferencialmente expressos (LIAN et al. 2017a, b).
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O trabalho prévio do nosso grupo que deu origem aos dados de
expressao génica utilizados neste estudo, revelou uma associagao entre o a
expressao do gene SHANK2 e resposta parcial ao tratamento. Além disso,
usando a integracao dos dados de expressao de transcritos com o perfil de
alteracdo no numero de copias (CNA), foi possivel identificar potenciais
genes drivers mapeados em 11913, os quais estdo associados a pior
prognéstico e resposta a tratamento (BARROS-FILHO et al. 2018). Porém,
diferentemente da analise do presente estudo, os marcadores de resposta a
terapia nao sao especificos para IC, uma vez que as modalidades
terapéuticas empregadas foram quimioterapia e radioterapia concomitante
(34%), quimioterapia neoadjuvante seguido de CCR (28%), cetuximabe e
radioterapia (18%) em 33 pacientes com CCEO (BARROS-FILHO et al.
2018).

Um recente estudo avaliou a correlagao entre o perfil de expressao de
21 genes e a resposta a quimioterapia de indugdo com 5-fluorouracil e
cisplatina em 64 pacientes com tumores de cabeca e pescoco, sendo 30
com cancer de orofaringe e 34 com cancer de hipofaringe (HASEGAWA et
al. 2018). Foi observada uma correlagao significativa entre a resposta a
terapia e a expressao dos genes DPD, ERCC1, XPA, TP53, BCL2, VEGF e
MDR1. A analise multivariada revelou o gene ERCC1 como marcador
significativo de predigdo de resposta a IC, indicando que as vias de reparo
do DNA e apoptose podem ser importantes mecanismos envolvidos na
resposta a quimioterapia (HASEGAWA et al. 2018). Esse transcrito nao foi

identificado nas analises do nosso estudo. Apesar desse marcador ser
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estatisticamente associado com a resposta a IC, ha a necessidade de
analises mais robustas ou validagcdo em um grupo maior de pacientes.

Com o objetivo de avaliar o potencial do modelo de predicdo de
resposta baseado em transcritos, buscamos bancos de dados externos,
(incluindo o GEO e TCGA) que incluissem pacientes com CCEO tratados
com IC. Infelizmente, estes dados ndo estavam disponiveis. Sendo assim,
aplicamos o classificador nos dados de expresséo génica do TCGA para
avaliar o potencial prognéstico desses marcadores. Apesar do tratamento
inicial da maioria dos pacientes avaliados no TCGA ter sido cirurgico, o
algoritimo demonstrou bom desempenho para ser aplicado como marcador
prognéstico independente do tratamento com uma associagao significativa
(P<0,01) com sobrevida global e livre de doencga.

As fungdes dos transcritos utilizados neste classificador (GPSM2,
CPNE2, FOXRED2, BCHE e KLKB1) e os mecanismos envolvidos na
resposta a terapia sdo pouco conhecidos em literatura. Até o momento, o
gene GPSM2 néo foi associado ao cancer de cabecga e pescogo. Mutagdes
em ambos alelos no gene GPSM2 (G protein signaling modulator 2) foram
associadas a sindrome de Chudley-McCullough (DOHERTY et al. 2012).
Esse gene é essencial para a manutengdo da polaridade e orientagdo do
fuso celular, os quais sdo mecanismos crucias o desenvolvimento dos
tecidos (YASUMI et al. 2005). GPSM2 ja foi descrito como associado ao
cancer de mama, hepatocelular e renal (FUKUKAWA et al. 2010; LIU et al.
2015; HE et al. 2017). Utilizando experimentos in vitro para modular a

expressao de GPSM2 em linhagens celulares de carcinoma hepatocelular,
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HE et al. (2017) relataram sua agao na expressdo de proteinas centrais
envolvidas na ativagao de quinases. O aumento de expressdo desse gene
foi associado ao crescimento celular e potencial metastatico do carcinoma
hepatocelular por meio da ativagdo da via de sinalizagdo PI3K/AKT (HE et
al. 2017). Semelhante ao descrito em literatura, neste estudo o aumento de
expressao de GPSM2 foi associado com pior prognostico, sendo detectado
nos tumores que ndo apresentaram resposta satisfatéria a IC. Estes
resultados sugerem que, assim como em outros tumores, o gene GPSM2
pode desempenhar um importante papel na agressividade dos tumores de
orofaringe.

O gene CPNEZ2 utilizado no classificador apresentou aumento de
expressao nos tumores que nao respondem a quimioterapia de inducao,
estando associado a pior prognostico. O copine-2 (CPNEZ2) pertencente a
familia de proteinas Copine e sua fungdo parece estar associada a
regulacdo de eventos moleculares na interface da membrana celular e
citoplasma (PERESTENKO et al. 2015). Para o nosso conhecimento e até o
momento esse gene nao foi associado a nenhum tipo de cancer. A falta de
informacdes sobre sua fungdo demonstra a necessidade de melhor explora-
lo para entender os mecanismos relacionados com a resposta a
quimioterapia em CCECP.

Outro gene utilizado no classificador pouco descrito em literatura é o

FOXRED2 (FAD - dependent oxidoreductase domain containing 2)

(HUNTER et al. 2014; NAGY et al. 2017). HUNTER et al. (2014) avaliaram a

expressdo de FOXRED2 em 23 linhagens tumorais e descreveram aumento
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de sua expressao em diversos tipos tumorais, como carcinoma de células
nao pequenas de pulmao, cancer colorretal e mama. Os autores
demonstraram que o FOXRED?2 participa das vias de ativacao de resposta a
drogas ativadas por hipdéxia (HAP, do inglés, hypoxia-activated prodrugs) em
tumores humanos, sendo capaz de ativar essa resposta enzimaticamente
(HUNTER et al. 2014). No nosso estudo foi observado aumento de
expressdo desse gene nos tumores de que nao responderam a IC,
sugerindo que ele pode desempenhar um papel contrario na metabolizagao
de agentes quimioterapicos do que o observado em HAP. Além disso, esses
resultados podem levantar a hipotese de que esses pacientes apresentariam
beneficios maiores com o emprego de drogas tipo HAP ao invés de
quimioterapicos. NAGY et al. (2017) avaliaram a expressao génica global de
carcinoma de células nao pequenas de pulméao a fim de estabelecer uma
assinatura genica de acordo com a mutacdo em KRAS. Contrario aos
nossos achados, os autores descreveram uma assinatura com cinco genes,
entre eles FOXRED?2, a qual foi associada a maior sobrevida em pacientes
que apresentavam aumento de expressao.

O aumento de expressao do gene KLKB1 foi descrita em carcinoma
de nasofaringe, cancer de pulméo e leucemia, sendo também investigado no
contexto de biopsias liquidas (HEO et al. 2007; PENG et al. 2011;
ADAMOPOULQOS et al. 2015). PENG et al. (2011) avaliaram o plasma de
pacientes com carcinoma de nasofaringe por espectrometria de massas e
observaram aumento de expressao das proteinas KLKB1 e TAT por western

blot nos pacientes em relacdo aos controles. Outro estudo realizado por
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ADAMOPOULOS et al. (2015) também evidenciou o potencial do KLKB1
como biomarcador. Os autores avaliaram os niveis de expressao do
transcrito KLKB1 no sangue de pacientes diagnosticados com leucemia
linfocitica crbnica e controles saudaveis sendo detectado um aumento
significativo dos niveis desse transcrito nos casos em relagao aos controles
(ADAMOPOULOS et al. 2015). No presente estudo, observamos aumento
de expressdao de KLKB1 nos pacientes com resposta insatisfatéria ao
tratamento, estando associado a pior prognostico. Apesar da funcédo da
proteina nao ter sido explorada em tumores de orofaringe, esse gene € um
potencial marcador nesses tumores. Em adicdo, também verificamos o
potencial do KLKB1 ser secretado no meio extracelular quando realizada a
analise de secretoma in silico. Verificamos que em todos os bancos de
dados utilizados o KLKB1 apresenta-se secretado. Os resultados obtidos
neste estudo sugerem que KLKB1 é um candidato importante para predigao
de resposta a IC e tem potencial para ser utilizado como marcador de
resposta ao tratamento em bidpsias liquidas.

No presente estudo, foi observado aumento de expressdo de BCHE
em tumores responsivos a quimioterapia de indugcdo e consequentemente
com melhor prognéstico. Semelhante aos nossos achados, NORO et al.
(2018) descreveram o aumento da expressao da proteina BCHE no soro de
pacientes com carcinoma do trato urinario, o qual foi significativamente
associado a maior sobrevida global e livre de doenca. Um dos unicos
estudos descritos em literatura que investigou BCHE em CCECP, avaliou a

expressao e o nivel da atividade proteica de BCHE em 57 CCECP e o tecido
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adjacente (50 de laringe e sete em outras topografias) pelas técnicas de RT-
gPCR e western-blot. Entretanto, em discordancia aos nossos achados, os
autores descreveram que o aumento da atividade dessa proteina estava
associado a menor sobrevida global (CASTILLO-GONZALEZ et al. 2015). O
gene BCHE codifica uma enzima colinesterase membro da familia de
proteinas carboxilesterase/ lipase tipo B, a qual possui ampla especificidade
de substrato e esta envolvida na desintoxicagcao de venenos, pesticidas e no
metabolismo de drogas incluindo aspirina (BOYKO et al. 2019). O
mecanismo de acdo do BCHE associado com resisténcia a drogas no
cancer nao foi amplamente investigado em literatura. No6s relatamos o
aumento da expressdo deste gene associado a melhor resposta a IC;
porém, o mecanismo de interagao precisa ser melhor estudado. Semelhante
aos nossos achados, GAO et al. (2017) relataram uma potencial relagéo
entre a expressdo de BCHE e resposta a tratamento incluindo o uso de
platina em cancer de ovario. Utilizando dados publicos e posterior validagao
por RT-gPCR em linhagens celulares, os autores relataram que a diminuigao
da expressdao de BCHE estava associada a resisténcia a cisplatina e
carboplatina.

Nossos resultados sugerem que BCHE se mostrou um importante
marcador de resposta a IC em tumores de orofaringe, uma vez que além de
ser um dos componentes do classificador de predicao de resposta, esse
gene também foi observado como uma das proteinas com potencial de ser
secretada em fluidos corporais, como plasma e saliva. Em nosso estudo,

esta proteina foi um dos marcadores identificados na analise de secretoma
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(PCSK5, RET, PRPH2, CST6 e BCHE). PRABHU et al. (2011) avaliaram a
expressao da proteina BCHE no plasma de 39 pacientes com cancer oral e
20 controles utilizando ensaios de medi¢ao por espectrofotometria. Além de
um aumento significativo no nivel de BCHE no sangue de pacientes, os
autores também descreveram uma correlagdo entre o aumento do nivel
desta proteina no plasma e estagios mais avangados da doenca (PRABHU
et al. 2011).

Os genes diferencialmente expressos entre os tumores com RS e RI
foram utilizados para identificar proteinas potencialmente secretadas por
carcinomas de orofaringe, de acordo com a resposta a IC. As moléculas
secretadas pelas células tumorais sao potenciais biomarcadores em
plasma/soro ou fezes e estdo envolvidas em importantes processos
bioldégicos, como defesa imune, remodelamento da matriz e sinalizagao
celular (SCHAAIJ-VISSER et al. 2013). A anadlise de predi¢cdo in silico
resultou em 45 proteinas potencialmente secretadas por CCEO obtidas a
partir de 109 genes que apresentaram expressdo aumentada em Rl e 38
proteinas a partir de 86 genes em RS. A busca pelas proteinas ou mRNA
em banco de dados de vesiculas extracelulares e plasma provenientes de
amostras de pacientes com cancer resultou em 17 e 18 moléculas em casos
com RI e RS, respectivamente. A analise realizada em nosso estudo revelou
quatro potenciais marcadores para Rl (CR1, KLKB1, FBLN1 e MOB1A) e
cinco em RS (PCSK5, RET, PRPH2, CST6 e BCHE).

Os marcadores com aumento de expressdo nos pacientes que nao

responderam a quimioterapia de indugao potencialmente secretados (CR1,
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KLKB1, FBLN1 e MOB1A) poderiam auxiliar na conduta clinica e decisdes
terapéuticas. Para isso, sdo necessarios estudos de validacdo em bidpsias
liquidas de pacientes com CCEO. Até o momento nenhum deles foi
associado a resposta a quimioterapia, entretanto, FBLN1 ja foi relatado em
cancer coloretal e hepatocelular como potencial marcador presente em
biépsias liquidas (HOLMILA et al. 2017; WATANY et al. 2018). WATANY et
al. (2018) demonstraram que a quantificagdo dos niveis proteicos de FBLN1
presentes no soro é capaz de diferenciar os pacientes com cancer colorretal
daqueles com pdlipos benignos com 91,8% de sensibilidade e 100% de
especificidade (WATANY et al. 2018). Em adicédo, o CR1 também ja foi
avaliado no sangue de pacientes com carcinoma de nasofaringe (HE et al.
2012). HE et al. (2012) avaliaram a expressao de CR1 nas células do
sangue periférico de 145 pacientes com carcinoma de nasofaringe e 110
controles por RT-gPCR. Os autores detectaram um pequeno aumento,
porém significativo, nos niveis de expressdo desse gene em pacientes em
relacdo aos controles. Esse marcador também foi associado com pior
sobrevida global (HE et al. 2012). Polimorfismos neste gene CR1
(complement receptor 1) ja foram associados ao cancer gastrico e de nao
pequenas células de pulmao, porém até o momento nao foi associado com
resposta a tratamento (YU et al. 2014; ZHAO et al. 2015).

Para nosso conhecimento, apesar do MOB1A desempenhar um
importante papel no desenvolvimento tumoral, ele ainda n&o foi investigado
em literatura no contexto de bidpsias liquidas. As fungdes desse gene seréao

discutidas detalhadamente mais adiante (HERGOVICH et al. 2011).
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Conforme discutido previamente, o KLKB1 também ja relatado em literatura
como potencial marcador de bidpsia liquida em nasofaringe e leucemia
(PENG et al. 2011; ADAMOPOULQOS et al. 2015). Em resumo, apesar dos
mecanismos desses marcadores nao terem sido investigados no conceito de
resposta a quimioterapia, eles s&o potenciais biomarcadores e devem ser
explorados no contexto de bidpsias liquidas.

Dentre os cinco marcadores com aumento de expressdo em tumores
respondedores a IC (PCSK5, RET, PRPH2, CST6 e BCHE), o BCHE foi
associado a resisténcia a um dos agentes quimioterapicos administrados em
IC. Semelhante ao observado neste estudo, foi relatada que a diminuicdo da
sua expressao esta associada a resisténcia a cisplatina e carboplatina (GAO
et al. 2017). Estes achados sugerem que o aumento de expressdo dessa
proteina no plasma de pacientes com CCEO poderia ser um bom marcador
de boa resposta a IC. Além do BCHE, a desregulagao de expressao do RET
também ja foi associada a resposta a terapia, porém ele esta envolvido nas
vias de agao de terapias monoclonais do EGFR (LIN et al. 2016). O proto-
oncogene RET tem sido vastamente estudado em diversos tipos de cancer,
inclusive tumores de cabeca e pescoco, em especial o cancer de tireoide
(ERNANI et al. 2016; GRULLICH 2018). Em linhagens celulares de cancer
de cabecga e pescocgo, LIN et al. (2016) demonstraram que o silenciamento
de RET in vivo e in vitro inibe a proliferagao e invasao celulares. Em adigao,
a inibicado de RET promove a reducao da fosforilagdo de EGFR e ativagao
da via de sinalizacdo downstream a ele. Deste modo, os autores

demonstraram que a inibicdo da sinalizacdo deste gene aumenta



96

significativamente a sensibilidade de células tumorais de CP ao tratamento
com inibidores de EGFR (erlotinib) (LIN et al. 2016).

O PRPH2 (peripherin 2), um dos cinco potenciais marcadores de
bidépsia liquida, ainda nao foi associado com cancer. Ele codifica uma
proteina membro da familia de transmembranas. A maioria das proteinas
dessa familia mediam sinais de transducdo nas células, participando de
diversos processos de regulagdo do desenvolvimento celular, ativagao e
crescimento (MCLEAN e ROBERTSON 2011). Outros membros dessa
familia de proteinas ja foram associados com neuroblastoma (MCLEAN e
ROBERTSON 2011).

Para nosso conhecimento, o unico estudo que avaliou o papel da
CST6 (cystatin M) em cancer de orofaringe foi desenvolvido por
VIGNESWARAN et al. em 2003. Os autores relataram um nivel de
expressao de CST6 40 vezes maior na metastase de CCEO comparado ao
tumor primario (VIGNESWARAN et al. 2003). Outro estudo desenvolvido
pelo mesmo grupo, relatou que o silenciamento de CST6 in vivo em células
de cancer oral promoveram maior potencial de invasdo e motilidade pelas
vias dependentes de cisteina e proteinases (VIGNESWARAN et al. 2006).
Atualmente, é descrito em literatura que o CST6 é um supressor de
metastases e a perda da sua expressdo esta associada a progressdo do
tumor primario para metastase (JOHNSTONE et al. 2018).

Para nosso conhecimento PCSK5 n&o foi avaliado em fluidos
corporais de pacientes com cancer, porém ja foi relatada associagdo com

alguns tipos de cancer, como diminuicdo de expressdao em cancer de
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pulmao e mutacées em cancer de mama, melanoma e corretal (DEMIDYUK
et al. 2013; BAJIKAR et al. 2017). Em linhagens agressivas de cancer de
mama, o PCSKS5 ectdpico inibiu o potencial de invasao das células e reduziu
a taxa de metastases no pulméao de ratos (BAJIKAR et al. 2017). A atividade
de supressor tumoral desta proteina relatado em outros tipos de tumores,
pode também ser aplicado para os CCEO, ja que os casos com melhor
prognéstico apresentaram aumento de sua expressao.

Considerando as evidéncias da literatura e os achados deste estudo,
torna-se evidente a necessidade de desenvolver estudos futuros avaliando a
potencial aplicabilidade clinica desses marcadores em fluidos corporais de
pacientes com CCEO. O uso desta estratégia ndo invasiva poderia auxiliar
na estratificacdo dos pacientes com maior potencial de resposta ao
tratamento e nas decisdes terapéuticas.

As mesmas etapas de analises aplicadas aos dados de expressao
génica, foram utilizados para constru¢gao do modelo preditor de resposta de
quimioterapia de inducdo com os dados de espectrometria de massas. A
partir das proteinas diferencialmente expressas entre os tumores com
resposta satisfatéria e nao satisfatoria a IC, foi possivel desenvolver um
classificador capaz de predizer 100% dos tumores que responderam ao
tratamento utilizando quatro proteinas, HNRNPAO, TXNL1, MYO1B e
CDKN2A.

O gene CDKN2A codifica a proteina p16-INK4a que desempenha um
papel critico na progressdo do ciclo celular, diferenciagdo, senescéncia e

apoptose. Mutagdes ou desregulacdo da sua atividade funcional sé&o
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frequentemente associados a diversos tipos de canceres (JIAO et al. 2018;
LEEMANS et al. 2018). Atualmente, € amplamente estabelecido que o
aumento da expressao da proteina p16 em tumores de orofaringe esta
associado a um perfil tumoral especifico. Diversos estudos ja descreveram
uma associacao entre a presenca do HPV e melhor resposta a terapias em
CCEQ, incluindo quimioterapia de inducéo, assim como melhor progndstico
e maior sobrevida global (SAITO et al. 2016; PSYRRI et al. 2017; BARROS-
FILHO et al. 2018; LEE et al. 2018). Além da alteragdo da expressao do p16
devido a infeccdo pelo HPV, a perda no numero de codpias do gene
CDKN2A, também foi descrito como um fator independente de predicdo de
pior sobrevida em tumores de cabeca e pescogo (CHEN et al. 2018). Em
concordancia com o estabelecido em literatura, o CDKN2A apresentou
aumento de expressao nos tumores que responderam satisfatoriamente a IC
e apresentaram melhor prognostico. Essa proteina desempenha um papel
importante no modelo de predicdo de resposta desenvolvido neste estudo,
pois além dele ter um alto potencial prognéstico independente, em conjunto
com as outras trés proteinas aumenta o poder preditivo do algoritmo. Além
disso, a caracterizagdo da expressao do p16 ja é estabelecido na rotina
clinica de estadiamento dos tumores de orofaringe, o que facilita a
implementagao de outros marcadores para analise.

A proteina HNRNPAO presente no classificador apresentou aumento
de expressao nos tumores com resposta satisfatoria a IC. Essa proteina
pertence a subfamilia A/B de ribonucleoproteinas nucleares

heterogeneamente expressas (hnRNPs). Os hnRNPs sdo moléculas que se
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ligam ao RNA formando um complexo nuclear, e parecem estar envolvidas
no processamento de pré-mRNA no nucleo assim como em outros aspectos
do metabolismo e transporte dos mMRNAs (YOUNG et al. 2014). WEI et al.
(2015) avaliaram uma familia com histérico de suscetibilidade para varios
tipos de canceres, sendo identificadas mutacbes no HNRNPAO e WIF1, os
quais foram associadas a alto risco de predisposi¢cao ao cancer (WEI et al.
2015). Além disso, analises dos alvos downstream as mutagdes nesse gene
demonstraram que o HNRNPADO altera os padrbes de expressao das vias de
sinalizacao de PI3 kinase e ERK/MAPK (WEI et al. 2015). CANNELL et al.
(2015) desenvolveram um estudo de grande impacto no entendimento dos
mecanismos de acdo do HNRNPAO envolvidos na resisténcia a cisplatina.
Os autores demonstraram que a proteina de ligacdo ao RNA hnRNPAO é o
“sucessor’” do p53 (em tumores com mutagdées em TP53) no controle de
checkpoints do ciclo celular. Atuando como o p53, o hnRNPAQO é ativado
pelo checkpoint kinase (MK2) sendo capaz de controlar o ciclo celular por
meio de diversos mRNAs alvos distintos. A ativacdo dessa via de sinalizacdo
leva a resisténcia a cisplatina em cancer de pulméo (CANNELL et al. 2015).
Além disso, os autores também avaliaram uma pequena coorte de paciente
com cancer de pulmao e relataram que pacientes com expressao diminuida
de hnRNPAO apresentaram beneficio clinico em receber quimioterapia
adjuvante, enquanto aqueles com aumento de expressdo nao foram
beneficiados (CANNELL et al. 2015). Apesar desses dados demonstrarem a
importancia desse gene no mecanismo de resisténcia a cisplatina, para

nosso conhecimento, ndo ha estudo disponivel em literatura explorando
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essas vias em tumores de cabegca e pescogo. Nossos dados mostram
resultados contraditérios ao observado no estudo de CANNELL et al. (2015),
uma vez que observamos aumento de expressao da proteina HNRNPAO em
pacientes com boa resposta a quimioterapia. Esses achados evidenciam a
necessidade de melhor explorar os mecanismos de ag¢ao desta proteina em
tumores de orofaringe.

Neste estudo, observamos aumento de expressao da proteina
MYO1B em CCEO com pior progndstico € ndo responsivos a quimioterapia
de inducdo. Semelhante aos nossos resultados, o aumento da expressao de
MYO1B esta fortemente associado a pior prognéstico em CCECP (YAMADA
et al. 2018). Essa proteina pertence a uma familia de miosinas associadas a
membrana (class |) e atuam como um link entre as membranas e actinas do
citoesqueleto em diversos processos celulares (YAMADA et al. 2014). Um
estudo in vivo e in vitro demonstrou que o silenciamento de MYO1B inibe
significativamente a capacidade migratéria e invasiva de células tumorais de
CCECP por meio da regulagao de vias de sinalizagao de ativacdo mitética
(SHIMIZU et al. 2012). A expressdo de MYO1B foi significativamente
associada a metastases linfonodais em CCECP e o silenciamento dessa
proteina em modelos animais inibe metastases linfonodais (OHMURA et al.
2015). Apesar da associagao com agressividade tumoral dessa proteina ter
sido bastante investigada em CCECP, nado temos conhecimento de estudos
que avaliaram seu papel na resposta ao tratamento desses tumores.
Entretanto, um estudo em adenocarcinoma de reto descreveu uma

associagao de MYO1B e resposta a terapia (MILLINO et al. 2017). Utilizando
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dados de expressao génica, os autores desenvolveram um painel composto
por oito transcritos (incluindo MYO1B) para predizer resposta a CRT pré-
operatoria com 85,7% de acuracia, 90% de sensibilidade e 82% de
especificidade (MILLINO et al. 2017).

A associacao entre TXLN1 com resisténcia a cisplatina foi investigada
em tumores gastricos (XU et al. 2014; NI et al. 2015). Usando ensaios in vivo
com linhagens celulares de tumor gastrico, XU et al. (2014) descreveram
que o TXLN1 regula negativamente XRCC1 (proteina com papel central na
regulacéo da apoptose e danos ao DNA induzidos por cisplatina) pela via de
ubiquitina-protease. Em um segundo estudo relatou que a expressao de
TXLN1 é significativamente menor nas linhagens celulares resistentes a
cisplatina comparado as sensiveis (NI et al. 2015). Os autores também
mostraram que a inibicdo desse gene resultou em maior taxa de resisténcia
a cisplatina. Em nosso estudo, os CCEO que responderam ao tratamento de
inducado também apresentaram aumento de expressao.

Utilizando as proteinas diferencialmente expressas entre os tumores
respondedores e nao respondedores, foi realizada uma analise in silico para
identificar as proteinas que apresentavam potencial de serem secretadas no
meio extracelular e possivelmente detectadas em fluidos corporais. A partir
de 56 proteinas com aumento de expressao nos Rl e 127 em RS, foram
obtidas 34 (RI) e 113 (RS) proteinas potencialmente secretadas por tumores
de orofaringe. Para identificar as proteinas com potencial de serem
secretados por vesiculas extracelulares utilizamos os bancos de dados do

Vesiclepedia ou Exocarta, sendo identificadas 16 de Rl e 36 de RS.
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Também realizamos uma comparagdo com o banco de dados de proteinas
previamente descritas no plasma de pacientes com cancer (Plasma
Proteome), o que resultou em 17 em RI e 35 em RS. Para selecionar as
moléculas com maior potencial de serem secretadas, filtramos as proteinas
presentes em todos os bancos de dados avaliados, resultando em oito
potenciais marcadores secretados em Rl e 19 em RS.

A maioria dos estudos que investigou potenciais marcadores
proteicos em fluidos corporais utilizando a metodologia de espectrometria de
massas foi desenvolvido em pacientes com cancer oral (WINCK et al. 2015;
WU et al. 2015; KAWAHARA et al. 2016). WINCK et al. (2015) avaliaram as
proteinas totais da saliva e de vesiculas extracelulares da saliva de 24
pacientes com carcinomas da cavidade oral e 10 individuos saudaveis por
espectrometria de massas. As 44 proteinas diferencialmente expressas
identificadas estavam relacionadas com resposta imune, inflamatéria e
inibidores de peptidase. Nas vesiculas extracelulares foram identificadas
proteinas associadas ao sistema inflamatdrio, crescimento e proliferagao
celular. Os autores também relataram que a proteina PPIA apresentou
diminuicdo de expressao na saliva dos pacientes sendo um candidato
promissor a marcador prognéstico. Os dados protedmicos foram capazes de
classificar os carcinomas orais com acuracia de 90% e revelaram que
alteragdes no processo imune estao presentes no carcinoma oral (WINCK et
al. 2015).

Outro estudo desenvolvido a fim de identificar marcadores de bidpsia

liquida foi desenvolvido por YAMASHITA et al. (2016). Os autores avaliaram
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as concentragdbes de um marcador prévio (midkine) no soro de 103
pacientes com cancer de cabeca e pescoc¢o, e relataram associacdo dos
niveis séricos de midkine com o potencial maligno, progndstico e resposta a
quimioterapia (YAMASHITA et al. 2016). Infelizmente, at¢é o momento
nenhum dos marcadores descritos foi validado em uma coorte maior de
pacientes com tumores de cabeca e pescoco. Esses estudos demonstram o
potencial de aplicabilidade e importdncia que o estabelecimento de
marcadores detectaveis em bidpsias liquidas possui na pratica clinica. Em
vista disso, fica clara a necessidade de investigar o potencial dos
marcadores, identificados neste estudo, no sangue periférico ou saliva de
uma grande coorte de pacientes com CCEO, uma vez que eles poderiam
auxiliar na tomada de decisdes terapéuticas.

Os transcritos e proteinas diferencialmente expressos entres os
tumores responsivos e nao responsivos foram integrados com o objetivo de
selecionar marcadores presentes em ambas analises, porém apenas um
alvo em comum foi identificado, MOB1A. Em ambas analises de expressao
de transcritos e proteinas, essa molécula apresentou aumento de expressao
nos tumores nao responsivos a quimioterapia de indugdo. Apesar de haver
sobreposi¢cao de apenas trés amostras avaliadas por ambas metodologias,
esse marcador se mostrou consistente. O gene MOB1A pertence a uma
familia de proteinas MOB altamente conservada em eucariotos e codifica
uma proteina central na regulacdo da via de sinalizagdo Hippo
(HERGOVICH et al. 2013). MOB1A e MOB1B se ligam as quinases

NDR/LATS controlando as fungdes do ciclo celular, apoptose e duplicacao



104

do centrbmero. Além disso, a via de sinalizagdo Hippo também esta
envolvida em diversas fungbes biolégicas, como morfogéneses, mitose e
controle do ciclo celular (HERGOVICH et al. 2013). A perda dessa proteina
resulta em maior proliferagcao celular (KULABEROGLU et al. 2017). Apesar
dos nossos resultados serem contraditérios, uma vez que neste estudo o
aumento de expressao esta associado a pior prognéstico, o papel que esta
proteina desempenha em tumores de orofaringe e sua participacdo nos
mecanismos de resposta a quimioterapia precisam ser melhor investigados.
Apesar de haver apenas uma sobreposicao de alvos, a analise de
vias in silico resultou em vias biolégicas comuns para ambos grupos de
proteinas e transcritos. As principais vias canbnicas alteradas estao
associadas a regulacado do ciclo celular, sendo destacadas as vias de Cell
cycle, G1/S Transition e S Phase (P<0,01). Estudos investigando as vias
associadas com resposta a IC em CCECP séao escassos em literatura. LIAN
et al. (2017b) avaliaram o perfil de expressdo génica de tumores de
hipofaringe de acordo com a resposta a quimioterapia de indugao e as vias
associadas. A analise de vias demonstrou que os genes diferencialmente
expressos (entre tumores sensiveis e nao sensiveis a IC) estavam
envolvidos nas vias de sinalizagdo do metabolismo de gorduras, crescimento
celular e apoptose (LIAN et al. 2017b). Os autores identificaram que a via
MAPK desempenha um papel central na sensibilidade a quimioterapia;
outras vias identificadas foram Wnt e Jak-STAT (LIAN et al. 2017b). A
regulagcédo da proliferagdo celular € um processo complexo e primariamente

regulado por fatores de crescimento externos secretados pelas células
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adjacentes e a via de sinalizagdo de MAPK esta envolvida em uma série de
cascatas de quinases que desempenham um papel critico na proliferagcao
celular e anti-apoptose (LIAN et al. 2017b).

Um estudo semelhante do mesmo grupo acima descrito, avaliou as
vias associadas aos genes diferencialmente de acordo com a resposta a IC
em tumores de laringe (LIAN et al. 2017a). Os autores relataram que a
analise de vias sugeriu que esses genes participam de processos
fisiolégicos, incluindo diferenciagdo celular, metabolismo, transducdo de
sinal e organizagao de componentes celulares.

Em resumo, os resultados obtidos neste estudo revelaram diversos
marcadores com potencial para serem aplicados na pratica clinica,
auxiliando na tomada de decisdes terapéuticas de forma mais
personalizada. Entretanto, nosso estudo tem algumas limitagdes incluindo a
necessidade de validacdo dos alvos dos classificadores em um grupo de
amostras tumorais independentes. A investigagdo dos potenciais
marcadores relatados em nosso estudo também poderiam ser testados s em
bidpsias liquidas, como saliva ou plasma/soro. Além disso, a falta de dados
publicos disponiveis aumenta a dificuldade da validagcao independente dos
resultados de predicao de resposta a IC. Apesar das limitagdes, este estudo
apresenta resultados promissores que podem originar estudos adicionais

visando a validacao e futuras aplicagdes clinicas.
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CONCLUSOES

Foram identificados 200 genes diferencialmente expressos entre os
CCEO de pacientes que apresentaram RS e Rl a quimioterapia de
indugdo, sendo 87 genes com expressdo diminuida e 113 com
expressao aumentada nos pacientes Rl em relagdo a RS;

O modelo de predigao desenvolvido foi capaz de estratificar pacientes
pacientes de acordo com a resposta a quimioterapia de inducao,
utilizando cinco marcadores GPSM2, CPNE2, FOXRED2, BCHE e
KLKB1,

O modelo preditivo de resposta baseado em transcritos utilizando os
dados do TCGA revelou bom desempenho para ser aplicado como
marcador de progndstico independente do tratamento;

A analise in silico dos transcritos que codificam proteinas
potencialmente secretadas permitiu a identificacdo de quatro
potenciais marcadores secretados em RI (CR1, KLKB1, FBLN1 e
MOB1A) e cinco em RS (PCSK5, RET, PRPH2, CST6 e BCHE);

O perfil proteomico de pacientes com Rl comparado com os RS
permitiu a identificacdo de 183 proteinas diferencialmente expressas,
sendo que 127 proteinas apresentaram expressao diminuida e 56
expressao aumentada nos casos R,

O classificador composto pelas proteinas CDKN2A, HNRNPAO,

MYO1B e TXNL1A foi capaz de estratificar 100% dos pacientes de
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acordo com a resposta a quimioterapia de inducéo;

A anadlise in silico para determinar as proteinas com potencial de
serem secretadas nos fluidos corporais resultou em oito potenciais
marcadores de Rl e 19 de RS;

A andlise integrada entre os transcritos e proteinas diferencialmente
expressos revelou a sobreposicdo de apenas uma molécula, MOB1A,;
A analise de vias de sinalizagcao bioldgicas in silico com os dados de
transcriptoma e proteoma resultou em vias alteradas comuns para

ambos 0s grupos, em geral relacionadas a regulagao do ciclo celular.
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Apéndice 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE

A.C.Camargo
Cancer Center

TERMO DE DISPENSA DO CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Referente a analise do projeto de pesquisa intitulado: Perfil protedmico de carcinomas de
orofaringe de pacientes responsivos e ndo responsivos ao tratamento neocadjuvante

Eu, Dr Luiz Paulo Kowalski, CRM 36404, Pesquisador Responsavel pelo presente Projeto de
Pesquisa a ser conduzido na Fundagdo Antonio Prudente - AC Camargo Cancer Center localizado Rua
Professor Antonio Prudente, 211 — Departamento de Cabega e Pescogo — Sao Paulo — SP, 01509-900, por
este termo, solicito ao Comité de Etica desta instituicio a dispensa do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, em razdo desta pesquisa apresentar caréter retrospectivo, por se tratar de levantamento de
dados junto a prontuarios e banco de materiais biolégicos. Comprometo-me:
- a preservar a privacidade dos participantes de pesquisa cujos dados serdo coletados;
- que as informages serdo utilizadas (inica e exclusivamente para a execucdo do projeto em questdo;
- que as informagbes somente serdo divulgadas de forma andnima, ndo sendo usadas iniciais ou
quaisquer outras indicagtes que possam identificar o participante da pesquisa.

Esperando ter atendido satisfatoriamente as exigéncias desse Comité, aguardamos retorno.

Atenciosamente,

Foua

Dr Lui ulo Kowalski
Data:/01/03/2017

Rua Professor Antdnio Prudente, 211 » Liberdade * Sao Paulo / SP « CEP 01509-900
(11) 2189-5000 « www.accamargo.org.br

Diretrizes para Projetos Retrospectivos 2016 - Vers@o 1 (Resolugdo CNS/MS n° 466/12)



Apéndice 2 - Lista completa dos transcritos diferencialmente expressos
entre os tumores de pacientes nao respondedores ao tratamento em relagao

ao grupo respondedor.

Transcritos com expresséo diferencial entre os grupos

Transcrito Fold- Valor de p Transcrito Fold- Valor de p
change change

FLRT3 -4,74 0,019 OR10A2 1,54 0,026
SPINK6 -4,71 0,019 PCDHB1 1,54 0,021
CWH43 -4,60 0,048 SMAD4 1,54 0,042
BBOX1 -4,51 0,011 ZNF318 1,54 0,017
BCHE -4,03 0,016 ZNF551 1,54 0,042
PQLC2L -3,75 0,001 ELK1 1,56 0,035
PPP1R9A -3,66 0,023 HIRIP3 1,56 0,003
TSPANS -3,63 0,032 LINC02210 1,56 0,029
NLRP2 -3,08 0,016 MRPL30 1,56 0,030
RYR2 -2,98 0,006 POLA1 1,56 0,039
SLC35F3 -2,95 0,038 SLC15A3 1,56 0,043
SLCO1A2 -2,87 0,022 VSIG1 1,56 0,040
CST6 -2,84 0,011 ARHGEF15 1,59 0,020
LRRC17 -2,74 0,032 GPR182 1,59 0,046
PCSK1 -2,74 0,006 HMGN2P4 1,59 0,012
MAB21L4 -2,71 0,038 TRMT5 1,59 0,036
Cliorfg8 -2,69 0,011 MOB1A 1,61 0,037
NAP1L2 -2,69 0,023 FAM182A 1,61 0,012
KLF8 -2,68 0,008 RNMT 1,61 0,013
CA2 -2,59 0,016 SERINC4 1,61 0,026
STK31 -2,58 0,050 SMC2 1,61 0,048
SCGB1D1 -2,57 0,019 SNRNP40 1,61 0,005
PLA2G3 -2,50 0,024 C170rf53 1,64 0,034
SEMA3E -2,40 0,038 Clorflls 1,64 0,028
PRPH2 -2,37 0,028 CDK2 1,64 0,023
ATP10D -2,33 0,008 CR1 1,64 0,040
CSAG2 -2,20 0,041 ERI2 1,64 0,050
GPSM1 -2,13 0,007 FOXD4 1,64 0,042
DCBLD1 -2,12 0,004 GPSM2 1,64 0,026
ALDH1A3 -2,10 0,038 SSBP3 1,64 0,019




ENDOD1 -2,10 0,009 UNG 1,64 0,019
FAM227B -2,09 0,039 ZBTB18 1,64 0,038
KRT80 -2,08 0,024 C2o0rf15 1,67 0,038
VEPH1 -2,06 0,029 IFNAG 1,67 0,048
C200rf85 -2,05 0,022 ATAD2 1,69 0,050
SALL1 -2,02 0,032 DDX31 1,69 0,042
SYT14 -1,99 0,025 FAM71B 1,69 0,023
CCDC40 -1,95 0,021 LINC01560 1,69 0,005
PRMTS8 -1,94 0,026 LIPE 1,69 0,027
CCDC112 -1,93 0,003 ZNF75A 1,69 0,011
LAYN -1,93 0,044 CADPS2 1,72 0,048
PCSK5 -1,91 0,044 CDH5 1,72 0,028
YOD1 -1,91 0,040 CROCC 1,72 0,040
CciQL2 -1,88 0,022 HMGN2 1,72 0,022
RET -1,87 0,029 INPP5F 1,72 0,026
QDPR -1,85 0,010 VIRMA 1,72 0,038
NR2E1 -1,84 0,043 AFAP1 1,75 0,018
PODNL1 -1,84 0,033 CLDN3 1,75 0,025
ZNF138 -1,83 0,004 FAM118A 1,75 0,029
ADCY7 -1,82 0,019 METTL27 1,75 0,048
B3GNT4 -1,78 0,044 RRM2 1,75 0,035
DCUN1D5 -1,78 0,010 DSCR8 1,79 0,024
SULF2 -1,77 0,048 PRSS38 1,79 0,042
ZNF433 -1,76 0,045 STRC 1,79 0,034
ANKRD42 -1,75 0,018 ERRFI1 1,82 0,043
PPP1R36 -1,75 0,024 ORC1 1,82 0,027
FAM229B -1,74 0,049 STAG1 1,82 0,007
LRP12 -1,72 0,046 B3GLCT 1,85 0,044
BRSK2 -1,70 0,006 C5 1,85 0,033
DNAI2 -1,70 0,030 NOTCH1 1,85 0,011
NDP -1,69 0,040 AGMAT 1,89 0,011
TRIM13 -1,67 0,019 TCF19 1,89 0,021
ANKRD50 -1,66 0,042 ALG10B 1,92 0,040
ESYT3 -1,66 0,023 CCNE2 1,92 0,033
Cllorf65 -1,65 0,038 PRPS2 1,92 0,045
GYG1 -1,65 0,028 FAM153C 1,96 0,005




UBXNS8 -1,65 0,012 APOBEC3D 2,00 0,043
GOLGA4 -1,64 0,045 HAND2-AS1 2,00 0,045
RUNX2 -1,64 0,038 KLKB1 2,00 0,028
HMBOX1 -1,62 0,031 BMP7 2,04 0,036
INTS4P1 -1,61 0,005 PLCE1 2,04 0,029
ANKLE1 -1,58 0,009 RMI2 2,04 0,034
MARVELD3 -1,58 0,024 SLC1A6 2,04 0,028
NTSR2 -1,58 0,040 WDR76 2,04 0,020
MSRB2 -1,57 0,020 FAM111B 2,08 0,011
REXO2 -1,57 0,017 GUCY1B1 2,08 0,044
PTS -1,56 0,015 PLEKHH2 2,08 0,023
SAMD15 -1,56 0,044 FOXRED2 2,13 0,001
DSE -1,54 0,048 HAND2 2,13 0,015
FAM174A -1,54 0,025 MIR600HG 2,13 0,017
EPM2AIP1 -1,53 0,038 RNF32 2,13 0,020
NFAT5 -1,53 0,037 SSX2IP 2,13 0,030
SLC25A13 -1,53 0,034 MKI67 217 0,016
ACAT1 -1,52 0,048 RASIP1 217 0,015
FRYL -1,52 0,023 CD207 2,27 0,022
IDI2 -1,52 0,036 FAM153B 2,38 0,011
KLHL4 -1,51 0,049 SYCE2 2,38 0,049
ADGRG6 1,52 0,043 ABI3BP 2,56 0,024
ARHGEF39 1,52 0,044 RIBC2 2,56 0,038
CDYL 1,52 0,013 RPTN 2,56 0,033
CPNE2 1,52 0,013 OLFM1 2,70 0,005
DNAJBS 1,52 0,014 C4orfl9 2,78 0,028
FBLN1 1,52 0,034 MROH2A 2,78 0,047
RHPN2 1,52 0,041 BTNL9 2,86 0,029
ZNF615 1,52 0,014 TDRD10 3,13 0,016
DCLRE1B 1,54 0,021 ASPN 3,70 0,027
FAM120A0S 1,54 0,036 STAG3 3,70 0,020
GPD2 1,54 0,047 GPC3 3,85 0,006
ITGB3BP 1,54 0,032 SMC1B 4,00 0,037
NSMCE3 1,54 0,013 SOHLH1 4,55 0,036




Apéndice 3 - Lista completa das proteinas diferencialmente expressas entre

os tumores de pacientes ndo respondedores ao tratamento em relagéo ao

grupo respondedor.

Proteinas com expresséo diferencial entre os grupos

Proteina Fold- Valor de p Proteina Fold- Valor de p
change change

KRT15 -15,63 0,001 ME2 -1,64 0,008
KRT19 -6,25 0,001 PSME1 -1,64 0,015
DPYSL5 -5,56 0,021 SEC23B -1,64 0,048
CDKN2A -5,00 0,000 SMC1A -1,64 0,025
CALML5 -4,76 0,014 TMEM109 -1,64 0,023
KRT8 -4,55 0,012 AKR1A1 -1,61 0,029
HIST1H1C -2,94 0,039 MCCC2 -1,61 0,014
TACSTD2 -2,94 0,000 CAND1 -1,59 0,012
MCM5 -2,86 0,001 CTNNBLA1 -1,59 0,020
HIST1H1E -2,63 0,043 ECH -1,59 0,045
UBXN1 -2,56 0,017 PPP1CC -1,59 0,040
HADH -2,44 0,001 PSMB2 -1,59 0,033
MCM6 -2,44 0,014 RAB14 -1,59 0,031
PSME2 -2,44 0,016 RPRD1B -1,59 0,031
RPA3 -2,33 0,001 STAT1 -1,59 0,045
HLA-DRB1 -2,27 0,021 U2SURP -1,59 0,026
API5 -2,22 0,000 ARF3 -1,56 0,017
H2AFZ -2,17 0,045 ARF1 -1,56 0,017
H2AFV -2,17 0,045 CCAR2 -1,56 0,011
MAL2 -2,17 0,018 MARS -1,56 0,008
MCM3 -2,13 0,011 MRPL23 -1,56 0,041
STMN1 -2,13 0,025 NUP188 -1,56 0,028
CAPG -2,08 0,003 PFKL -1,56 0,011
DDX46 -2,08 0,002 RUVBL2 -1,56 0,006
FH -2,08 0,009 SNX5 -1,56 0,018
GART -2,08 0,001 SON -1,56 0,006
MCM2 -2,08 0,015 MRPL13 -1,54 0,031
PSAP -2,08 0,049 TNPO3 -1,54 0,028
RCC2 -2,08 0,002 VPS4B -1,54 0,021
TNFAIP2 -2,08 0,039 DDX1 -1,52 0,020




AGL -2,04 0,006 LMNB1 -1,52 0,043
C120rf10 -2,04 0,006 MATR3 -1,52 0,020
FMR1 -2,04 0,014 TXNL1 -1,52 0,005
MCM7 -2,04 0,049 XRCC6 -1,52 0,020
POLD1 -2,04 0,048 XRN2 -1,52 0,010
PSMB10 -2,04 0,003 YBX1 1,57 0,023
PSMG2 -2,04 0,027 CAT 1,58 0,046
ADRM1 -2,00 0,016 RPL31 1,58 0,037
CDKA1 -2,00 0,002 DHRS7 1,59 0,026
DBI -2,00 0,004 MYH9 1,60 0,019
H1FX -2,00 0,039 CFH 1,67 0,046
GALK1 -1,96 0,045 RHOV 1,67 0,016
PMPCB -1,92 0,004 CcpP 1,70 0,026
TMPO -1,92 0,024 UNC45A 1,70 0,026
AK2 -1,89 0,003 FAM83H 1,74 0,036
ERAP1 -1,89 0,033 PCYT1A 1,74 0,008
GTPBP1 -1,89 0,005 CD44 1,79 0,006
NADK?2 -1,89 0,033 BASP1 1,80 0,009
EIF4B -1,85 0,017 SERPINA3 1,80 0,045
LAP3 -1,85 0,014 LAMB1 1,81 0,017
MDH1 -1,85 0,028 IGHM 1,86 0,011
PDXK -1,85 0,022 PLG 1,87 0,043
PTCD1 -1,85 0,003 C4B 1,90 0,044
ATPSMF -1,85 0,003 PTK7 1,90 0,038
UFD1 -1,85 0,016 TPM4 1,93 0,026
ALDH2 -1,82 0,014 MMP9 1,98 0,046
ASNA1 -1,82 0,003 TGFBI 2,01 0,021
BOLA2 -1,82 0,033 KRT6C 2,02 0,027
CDC73 -1,82 0,018 KRT9 2,04 0,046
IDH2 -1,82 0,005 PXDN 2,04 0,025
IPO9 -1,82 0,041 C9 2,08 0,044
NUMA1 -1,82 0,029 MRPL44 2,11 0,010
SARS -1,82 0,024 HP 2,12 0,007
BUB3 -1,79 0,004 HSPH1 2,13 0,026
HNRNPAO -1,79 0,002 ITGB4 2,14 0,036
MAGOHB -1,79 0,008 TUBA4A 2,14 0,008
BLVRA -1,75 0,041 KRT6A 2,15 0,033




PAXX -1,75 0,021 LTF 2,17 0,046
CNDP2 -1,75 0,004 MYO1B 2,18 0,001
MOB1A -1,75 0,022 FSCN1 2,24 0,036
MOB1B -1,75 0,022 MPO 2,36 0,027
MT-CO2 -1,75 0,043 C8G 2,40 0,013
PEBP1 -1,75 0,020 DSG1 2,40 0,006
PYCARD -1,75 0,040 MYH11 2,43 0,029
DHX15 -1,72 0,022 C4BPA 2,52 0,017

DSG2 -1,72 0,031 KRT16 2,59 0,016
HDAC1 -1,72 0,017 KRT14 2,61 0,009

THUMPD1 -1,72 0,045 TPBG 2,76 0,015
ABCD3 -1,69 0,036 FGG 2,87 0,019
OAS3 -1,69 0,035 NAMPT 2,91 0,049
RBM12B -1,69 0,022 FGB 2,93 0,034
SAMHD1 -1,69 0,006 PRTN3 2,93 0,031
HECTD3 -1,67 0,027 DEFA1 3,24 0,033
HUWEA1 -1,67 0,003 DEFA3 3,24 0,033

PA2G4 -1,67 0,017 MIF 3,73 0,002

RBMX -1,67 0,011 PC 3,78 0,001
RBMXL1 -1,67 0,011 LAMA3 3,85 0,010
TRIM28 -1,67 0,011 KRT17 4,13 0,005
AKR7A2 -1,64 0,019 JUP 4,13 0,005

HNRNPAB -1,64 0,032 LAMB3 4,35 0,019
HNRNPD -1,64 0,031 DMD 4,87 0,013
KPNA2 -1,64 0,021




