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RESUMO

O cancer de laringe representa cerca de 25% dos tumores malignos que acometem
essa area e 2% de todas as doengas malignas. Ocorre em sua grande maioria em homens e
€ um dos mais comuns entre os tumores que atingem a regido da cabecga e pescogo. Pode
ocorrer em uma das trés por¢cdes em que se divide o érgao: supraglote, glote e subglote,
sendo que aproximadamente 2/3 dos tumores surgem na corda vocal verdadeira, localizada
na glote, e 1/3 acomete a supraglote que se localiza acima das cordas vocais. O tipo
histolégico mais comum e que atinge mais de 90% dos pacientes, € o carcinoma de células
escamosas (CEC) e é classificado de acordo com o grau de diferenciagao celular. Estudos
de expressdo génica tém sido realizados em varios tumores a fim de possibilitar o
envolvimento de algumas proteinas na evolucao tumoral, bem como determinar marcadores
de gravidade. O objetivo deste trabalho foi estudar o contexto prote6bmico em células
tumorais, displasicas e normais de pacientes com de CEC de laringe. Para isso apés a
coleta do material, foi realizada a confirmacéao histolégica através de laminas coradas com
Hematoxilina-Eosina. A partir dai as células foram selecionadas e capturadas no
Microdissecador a Laser da Zeiss. Em seguida foi realizada a analise protedmica, utilizando
0 espectrometro de massas LTQ Velos Orbitrap ETD acoplado ao cromatografo liquido
nLCIl ambos da Thermo. Os arquivos foram carregados no programa R para as andlises
subsequentes. Utilizando o pacote MSnbase foi feita a identificagdo e quantificacdo das
proteinas e a identificagdo utilizou o arquivo uniprot_sprot.fasta, o método escolhido para
quantificacdo foi o "SIN". Foi aplicado o teste-t pareado e como resultado final foram
selecionadas as proteinas que possuiam p-valor menor que 0,01. Foram gerados clusters
hierarquicos para demonstrar as proteinas hiper e hipoexpressas para cada grupo estudado.
Sendo que apos analise, encontramos como possiveis candidatas a marcadores biolégicos
do CEC de laringe as proteinas codificadas pelos genes TYMP, TNC, RPLP1, MPO,
ARHGEF1, QARS, SERPINC1, ATP5A1, AHNAK e para a displasia de laringe as proteinas
codificadas pelos gene ZNF544, PP2D1, VCP, RAB12, ETFA, ZNF655, TUT1, XKRX,
NOPS58, INTS8, SARS, DKC1, ZNF470, SND1, LAS2. Este trabalho é inédito ja que buscou
comparar as proteinas presentes nos tecidos tumoral, displasico e normal usando a
microdisseccao a laser, que permite que sejam selecionadas apenas grupos celulares de

interesse, evitando a contaminagao de outros grupos celulares.

Palavra chave: Prote6mica, Neoplasias, Laringe.



ABSTRACT

Laryngeal cancer represents about 25% of malignant tumors that affect this area and
2% of all malignancies. It occurs mostly in men and is the most common among tumors that
affect the region of the head and neck. It can occur in one of three parts which divides the
laryngeal: supraglottis, glottis and subglottis, and approximately 2/3 of the tumors arise in the
true vocal cord, located in the glottis and 1/3 involve the supraglottic which is located above
the vocal chords. The most common histological type and achieves more than 90% of
patients, is the squamous cell carcinoma (SCC). The SCC is classified according to the
degree of cell differentiation. Gene expression studies have been conducted in various
tumors to allow some of the proteins involved in tumor development as well as to determine
severity markers. The objective of the present study was verify the proteomic context in
tumor, dysplastic and normal cells in patients with laryngeal SCC. After to collect the sample,
the cancer confirmation was made by histological confirmation using slides stained with
hematoxylin-eosin. There after the cells were selected and captured in Zeiss Laser
Mircodissection. Then carried the proteomic analysis using the LTQ Velos mass
spectrometer Orbitrap ETD liquid chromatograph coupled to nLCIl both from Thermo. The
files were uploaded to the R program for subsequent analysis. Using MSnbase package the
identification and quantification of proteins was made and used to identify the
uniprot_sprot.fasta file, the method chosen for the measurement was the "SIN" .It was
applied the paired t-test and the final result proteins were selected that had p<0.01.
Hierarchical clusters were generated to demonstrate higher and lower expression protein for
each group studied. Being that after analysis, found as potential candidates for biological
markers of laryngeal SCC proteins encoded by genes TYMP, TNC, RPLP1, MPO,
ARHGEF1, QARs, SERPINC1, ATP5A1, ATP5A1 and for the laryngeal dysplasia proteins
encoded by the gene ZNF655, TUT1, NOP58, INTS8, ETFA, RAB12, VCP, PP2D1, ZNF544.
This work is unprecedented since sought to compare the proteins present in the tumor,
dysplastic and normal tissue using laser microdissection, which allows them to be selected
only cell groups of interest, avoiding contamination of other cell groups.

Keywords: Proteomics, Neoplasms, Larynx.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracoes iniciais

O cancer é um dos problemas mais comum da medicina atual e as
estatisticas mostram que atinge mais de um terco da populagdo mundial,
causando mais de 20% de mortes, sendo responsavel por cerca de 10% do
custo total da assisténcia médica populacional nos paises desenvolvidos'. Os
tumores de cabeca e pescog¢o sao responsaveis por 5% de todos os casos de
cancer diagnosticados no mundo e afetam a qualidade de vida das pessoas
acometidas, pois o tratamento na maioria das vezes é agressivo e mutilador®?.

A palavra “cancer” tem origem latina e significa “caranguejo”, teve essa
denominagdo em analogia ao crescimento infiltrante nas células vizinhas
comparado as pernas do crustdceo que as introduz na areia para se fixar e
dificultar sua remogao>*°.

As células humanas normais coexistem em estado harmédnico de
crescimento e funcédo e sdo constituidas por trés partes: a membrana celular,
que é a parte mais externa; o citoplasma que é o corpo da célula e o nucleo,
gue contém os cromossomos. Os cromossomos Sao compostos por genes, que
sdo os “arquivos” do corpo, guardam e fornecem instru¢des para a organizacao
das estruturas, formas e atividades celulares no organismo. Toda a informacéo
genética encontra-se inscrita nos genes, numa espécie de "memdria quimica”,
o chamado 4&cido desoxirribonucléico (DNA). E através do DNA que os
cromossomos passam as informagdes para o funcionamento celular®”’.

Uma célula normal pode sofrer alteragbes no DNA dos genes, as
chamadas mutagdes genéticas e essas células passam entdo a receber
informacgdes erradas, e sofrem uma sequéncia de alteracées que podem gerar
o tumor®.

A origem de um tumor, pode se dar por condigbes multifatoriais, sendo
que os agentes causadores podem agir em conjunto ou em sequéncia para
iniciar o crescimento tumoral®. O desenvolvimento da maioria dos tumores

malignos requer multiplas etapas que ocorrem ao longo dos anos e pode
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envolver dezenas e até centenas de genes, por meio de mutacdes génicas,
quebras e perdas cromossGmicas, amplificacdes génicas, instabilidade
genbmica e mecanismos epigenéticos, dessa forma, alguns tipos de céncer
podem ser minimizados pela eliminacdo da exposicdo aos fatores
determinantes e se o potencial de malignidade for detectado antes de as
células se tornarem malignas, ou em fase inicial da doenga, o tratamento se
torna mais facil e eficaz, aumentando as chances de cura®®.

As células alteradas passam a se comportar de forma anormal, se
multiplicam de maneira descontrolada e muito mais rapido que as outras, e
passam a invadir os tecidos adjacentes. Tem a capacidade de formar novos
vasos sanguineos para garantir a nutricdo das novas células e a atividade de
crescimento, formando assim um tumor maligno. Além disso, essas células
podem se desprender do tumor primario e migrar, invadindo inicialmente os
tecidos vizinhos, mas podendo chegar a tecidos distantes e dando origem as
metastases®.

Por outro lado, pode ocorrer também a formac¢ao de um tumor benigno,
que significa simplesmente uma massa localizada de células que se
multiplicam e se assemelham ao seu tecido original, raramente constituindo um
risco de vida'’.

Os diferentes tipos de cancer se referem aos diferentes tipos celulares
encontrados no organismo, se, por exemplo, o cancer tem inicio em tecidos
epiteliais (mucosa ou pele) ele € denominado carcinoma. Se, tem inicio em
tecidos conjuntivos (0sso, muisculo ou cartilagem) é chamado de sarcoma®.
Pode-se diferenciar os diversos tipos tumorais devido a velocidade de
multiplicacéo celular e a capacidade de invadir tecidos e 6rgdaos préximos ou
distantes, causando metastases®.

O termo Cancer de Cabeca e Pescoco € definido por bases anatémicas
e topograficas para descrever tumores malignos do trato aerodigestivo
superior, incluindo a cavidade oral, faringe, fossa nasal, seios paranasais e
|arin962,11,12,13,14.

Além disso, os fatores progndsticos utilizados atualmente sao subjetivos
e de pouca confiabilidade devido a natureza heterogénea do tumor e a
resposta terapéutica variavel do mesmo'®. Portanto a busca por biomarcadores

€ necessaria para que se entenda melhor tanto a natureza molecular do tumor
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quanto sua diversidade biolégica e para que se possa desenvolver ferramentas
diagnésticas e progndsticas para uso clinico e terapéutico’'®.

Nos Ultimos anos, surgiram varias metodologias protedbmicas que
possibilitaram a observagdo das proteinas expressas e ampliaram o
entendimento dos mecanismos e possiveis vias moleculares no Carcinoma de
Células Escamosas de Cabeca e Pescoco — CCECP. Entre essas
metodologias, destacam-se a proteOmica baseada na espectrometria de
massas (MS), que tem sido muito utilizada para descoberta de proteinas
diferencialmente expressas em diferentes tipos de tumores a partir de amostras
variadas, como linhagens celulares, tecido, saliva e sangue, a fim de identificar

1718 Egssa técnica tem demonstrado ser uma

potenciais biomarcadores
tecnologia em desenvolvimento para andlises qualitativas e quantitativas,
localizacdo subcelular e interacbes proteicas, sendo que recentes avancos
nesta area vem gerando um grande impacto sobre o rendimento e a
abrangéncia da protedmica nos estudos sobre o cancer'®'®,

No entanto, mais importante que a identificagdo de uma proteina de
maneira isolada é a identificacao das alteracées em um conjunto de proteinas
que podem contribuir para tracar um perfil de expressao protéica especifico
para uma determinada neoplasia, as chamadas “protein expression signature” -
PES, ou no portugués assinatura de expressio protéica'’?°. Essa abordagem
pode abrir caminho para desvendar redes e vias celulares desreguladas em
tumores humanos visando ir além do campo da proteémica voltada somente

para a ciéncia e atingir o campo da proteémica voltada também para a clinica’®.

1.2 Epidemiologia do Cancer de Cabeca e Pescoco

Os dados epidemiolégicos do carcinoma de células escamosas de
cabega e pesco¢o no Brasil ndo sdo totalmente conhecidos. Segundo as
Estimativas de Incidéncia por Cancer no pais, publicadas pelo Instituto
Nacional do Cancer (INCA) e com base nas informacdes de 23 Registros de
Cancer de Base Populacional (RCBP), alimentados por uma rede de 282
Registros Hospitalares de Cancer (RHC) estima-se com dados referentes ao
biénio 2014/2015 sobre a ocorréncia da doenca na populacao brasileira e nas
suas regides um total de 576.670 casos novos por estado, sendo 302.350 em
homens e 274.320 em mulheres. Com relacdo ao cancer de laringe, estima-se
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7.640 novos casos, sendo 6.870 em homens e apenas 770 em mulheres.
Esses valores correspondem a um risco estimado de 7,03 casos novos a cada
100 mil homens e 0,75 a cada 100 mil mulheres®.

O céancer de laringe é o0 mais comum entre os tipos de cancer de cabeca
e pescocgo. Cerca de 60% dos casos se iniciam na glote, a area que contém as
cordas vocais, enquanto cerca de 35% se desenvolvem na regido da
supraglote. O restante comecga na subglote ou se sobrepée em mais de uma
area®?".

Na ultima estimativa mundial foi apontada a ocorréncia de cerca de 160
mil casos novos por ano, levando cerca de 83 mil pessoas a 6bito. Na regiao
Nordeste o cancer de laringe em homens € o sexto mais frequente, atingindo
4,54 a cada 100 mil homens. Nas regiées Sul (9,21/ 100 mil) e Norte (2,70/100
mil) € o sétimo mais frequente, e, nas regides Sudeste (9,17/ 100 mil) e Centro-
Oeste (5/ 100 mil) o oitavo. Ja entre as mulheres € o 16° mais frequente nas
regides Nordeste (1,02/100 mil) e Centro-Oeste (0,99/ 100 mil) e nas regides
Sul (0,85/100 mil), Sudeste (0,55/100mil) e Norte (0,46/100 mil) o 17° mais
frequente®.

Ainda com relacdo ao Brasil, a incidéncia de tumores de cabeca e
pescoco € considerada uma das mais altas do mundo, estando entre os 6 tipos
mais comum que acometem o sexo masculino e entre os 8 mais comum que
acometem o sexo feminino*?'. No entanto a taxa de novos casos de cancer de
laringe esta caindo em cerca de 2 a 3% ao ano, muito provavelmente porque
menos pessoas estdo fumando*?'.

Estudos tém sido realizados para determinar os genes e fatores
ambientais que estdo envolvidos na etiologia e na modulacdo da presenca e

gravidade do cancer de cabeca e pescogo®#22,

1.3  Aspectos Clinicos

O céancer de cabeca e pescogo usualmente se apresenta como um
conjunto de sinais e sintomas que incluem lesdo de cavidade oral, aumento de
volume da regido cervical, dificuldade de ingestdao de alimentos, rouquidao,
sangramento e dor em alguns casos®*?°.
A incidéncia deste tipo de tumor aumenta com a idade, a semelhanca do

que ocorre com as demais neoplasias''?®. Acomete individuos com idade
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superior a 40 anos, sendo que a maioria dos casos é identificada em individuos
com idade superior a 50 anos'"?6:2728,

Acomete mais frequentemente individuos do sexo masculino do que do
sexo feminino, que guardam entre si uma relagdo de 5:2%"%°.

O tipo histopatolégico mais comum € o carcinoma de células escamosas
(CEC), identificado em cerca de 90-95% dos casos da doenca. O CCECP é
considerado um problema de saude publica mundial, uma vez que seus dois
principais fatores de risco, o tabaco e o alcool, possuem alta prevaléncia''?%3°,

Segundo as normas do INCA em um artigo publicado em 2001 na
Revista Brasileira de Cancerologia e o livro Rotinas em Oncologia publicado

em 2008, os tumores de cabeca e pescoco se subdividem em3"%.

1. Céancer de Cavidade Oral

Essa regido é dividida nas seguintes areas:
Labio,

2/3 anteriores da lingua,

Mucosa jugal,

Assoalho da boca,

Gengiva inferior,

Gengiva superior,

NN NN NN

Trigonoretromolar,

v Palato duro.

A grande maioria dos tumores encontrados nessa regido é constituida
pelo carcinoma de células escamosas que se classifica em bem diferenciado,

moderadamente diferenciado e pouco diferenciado®'2.

2. Cancer de Qrofaringe

Nessa area, os tumores acometem com maior frequéncia o sexo
masculino e estd relacionado diretamente com o tabagismo e etilismo. A
orofaringe é dividida em quatro regides:

v Parede anterior, area glosso-epiglética, onde se encontra a base
da lingua (1/3 posterior da lingua) e a valécula.

v Parede lateral, area de localizacdo da loja amigdaliana, das
amidalas palatinas, dos pilares e dos sulcos glosso-amigdalianos.
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v Parede superior, onde se encontra a superficie inferior do palato
mole e a Gvula.

v Parede posterior, que se continua com suas analogas da naso e
hipofaringe, delimitada pelos planos transversais que limitam a orofaringe.

Com relagao aos tipos histopatolégicos sao encontrados nessa regiao
tumores mesenquimais, de glandulas salivares menores, e o mais frequente,

carcinoma de células escamosas®"®2.

3. Cancer de Nasofaringe

Os tumores originados nesta area podem, por invasao direta e a partir
das paredes laterais ou pdstero-superior, alcancar a fossa craniana meédia e
acometer estruturas nervosas ao nivel do seio cavernoso e dos foramens que
ali existem e, em decorréncia disto, provocar uma variedade de sintomas,
constituindo quadros clinicos como a sindrome reto-esfenoidal, a sindrome do
espaco retroparotideo, além de presenca de linfonodos cervicais aumentados
uni ou bilaterais com caracteristicas metastéticas, sendo essa a principal
queixa em 90% dos casos; cefaléia, epistaxe, obstru¢do nasal, otites repetidas
por obstrugcdo da trompa de eustaquio e consequente diminuicdo da
audicdo®'2,

Com relacdao ao tipo histopatolégico, neste caso especifico, 85%
costumam ser do tipo carcinoma (carcinoma de células escamosas, carcinoma
nao queratizado e carcinoma linfoepitelioma), 10% linfomas e os outros 5%

adenocarcinoma e sarcomas®'%,

4. Cancer de Hipofaringe

Cerca de 30% dos tumores de faringe se localizam nesta area, o sexo
com maior acometimento é o masculino e a localizacdo mais frequente é o seio
piriforme, além disso, como o0s outros tumores de cabecga e pescogco, 0 habito
de beber e fumar também esté relacionado®'2.

A hipofaringe é dividida em trés regiées anatémicas:
v Area pés-cricéide,

4 Seio piriforme,

v Parede posterior da faringe.
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O tipo mais frequente, acomentendo cerca de 90% dos casos, € o
carcinoma de células escamosas, no entanto também pode ocorrer

adenocarcinomas, linfoepiteliomas e tumores mesenquimais variados®'%.

5. Cancer de Laringe

Cerca de 25% dos tumores malignos que acometem a regido da cabeca
e pescogo e cerca de 2% de todos os tumores, o cancer de laringe € um dos
mais comuns. Aproximadamente 2/3 desses tumores surgem na corda vocal
verdadeira e 1/3 acomete a laringe supraglética.

O tabagismo e o alcoolismo tem relacao direta com esse tipo de tumor e
muitos trabalhos mostram que essa associagdo, mesmo apds o diagndstico,
diminui o indice de cura e aumenta a ocorréncia de um segundo tumor primario
e por esse motivo muitos pacientes véo a 6bito®'2,

A laringe se divide em trés regides:

v Supraglote, que inclui epiglote, falsas-cordas, bandas
ventriculares, ventriculos, pregas ariepigloticas e aritendides. Essa regiao é rica
em vasos e tem uma grande drenagem e por isso, de 25 a 50% dos casos de
tumor nessa regido tem como consequéncias metastases em linfonodos®'.

v Glote, que inclui as cordas vocais verdadeiras e as comissuras
anterior e posterior. Essa regido tem pouca drenagem e consequentemente, 0s
tumores de glote tem menor indice de metastase linfodonal®'. Tumores na
regido glética apresentam roquiddo como sintoma precoce®'.

v Subglote, que comecga 1 cm abaixo das cordas vocais verdadeiras
e se estende até a borda inferior da cartilagem cricide ou primeiro anel
traqueal. Tumores nessa regido séo raros, e podem comprometer os linfonodos
pré e paratraqueais, e ocasionalmente mediastinais. Quando aparecem nessa
regiao da laringe, sao assintomaticos, e quando apresentam sintomas, ja estao
em estagios mais avangados®'*,

Na figura 1, temos a representacéo da laringe humana.
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EPIGLOTE

Falsas cordas
vocais

Cordas vocais
verdadeiras

SUBGLOTE

Fonte: Adaptado de Salvajoli et al.,1999 |

Figura 1: Representagéo da laringe humana.

Com relacao a patologia, a grande maioria dos tumores de laringe sao
carcinoma de células escamosas e podem se desenvolver a partir da mucosa
aparentemente normal, sem estar associada a presenca de uma lesédo prévia
no local do tumor ou podem surgir, através de uma série de estagios
histopatolégicos de uma hiperplasia benigna a displasia epitelial para

31,33(

carcinoma in situ e deste para o carcinoma invasivo Figura 2).

Fonte: Adaptado de Shah et al., 2011
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- Vo’ . .
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\

Displasia Carcinoma In situ Carcinoma invasivo

Figura 2: Estagios de progressao do carcinoma de células escamosas.
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1.4 Fatores de Risco

O céancer € uma doenga genética altamente influenciada por fatores

ambientais®3%°.

As causas do aparecimento do tumor sao variadas, podem
ser internas ou externas, podendo também estar inter-relacionas. As causas
internas, na maioria das vezes, sdo pré-determinadas geneticamente e estdo
ligadas a capacidade do organismo de se defender e responder as agressdes
externas. Ja as causas externas, estdo relacionas aos fatores ambientais,
também chamados de cancerigenos ou carcinégenos, ja que atuam alterando a
estrutura genética (DNA) das células, e habitos culturais e sociais. Esses
fatores interagem de diversas maneiras e aumentam a probabilidade de

malignizacao celular'®.

1.4.1 Aspectos Ambientais

Os aspectos ambientais sdo de grande importancia para a origem da
doenca. Entende-se por ambiente o meio em geral (agua, terra e ar), o
ambiente ocupacional (industrias quimicas e afins), o ambiente de consumo
(alimentos, medicamentos) e o ambiente social e cultural (estilo e habitos de
vida). Dessa forma, as mudangas provocadas no meio ambiente pelo proprio
homem, os habitos e o estilo de vida adotado pelas pessoas, podem
determinar diferentes tipos de cancer'®.

Sabe-se que o estilo de vida é capaz de influenciar o aparecimento de
alguns tipos de tumor, sabe-se também que o alcool e o tabaco séo os dois
maiores fatores de risco para os tumores de cabecga e pescoco, principalmente

para os tumores da cavidade oral, laringe e faringe®?®

. O cigarro possui
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, nitrosaminas, aldeidos e aminas
aromaticas, que formam adutos com o acido desoxirribonucléico (DNA)
induzindo mutagdes. Ja o &lcool € metabolizado a acetaldeido, que forma
adutos com proteinas, estes sdo responsaveis pela producéo de anticorpos,
inativagdo de 30 enzimas e prejuizo no sistema de reparo do DNA. O alcool
também pode agir como solvente, facilitando a entrada de outros carcindégenos
nas células, além de provocar peroxidacéao lipidica, resultando na producao de

rad|Ca|S Iivres36,37,38,39,40,41 ,42,43.
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Por isso, é bastante conhecido que individuos com habito de fumar e ou
ingerir bebidas alcoodlicas tém maior probabilidade de desenvolver carcinoma
de células escamosas de cabeca e pescogo?4445:46.47.48

Os tumores de laringe sao cerca de 4 vezes mais comum em homens do
que em mulheres. Isto pode ser devido os principais fatores de risco, como
tabagismo e alcoolismo, serem mais comuns em homens. Entretanto, como o
consumo de alcool e tabaco estdo se tornando mais frequentes entre as
mulheres, os riscos para esses tipos de cancer também tém aumentado no
sexo feminino™®®.

Estudos mostram que o tabagismo e o etilismo, parecem agir
sinergicamente aumentando o risco de desenvolvimento deste tipo de tumor
em relacdo a populagcdo em geral, além de aumentar o risco de acordo com o
tempo e quantidade de uso de ambos®. E dificil avaliar o efeito individual destes
agentes na etiologia do CCECP, pois os individuos fumantes tendem a ser os
mesmos a consumir &lcool e vice-versa®®°".

Sabe-se também que o padrdo da dieta parece contribuir para a
ocorréncia da doenca, sendo o risco associado ao CECCP inversamente
proporcional a ingestao de vegetais e frutas frescas. Na dieta carente em ferro,
especialmente na forma grave e cronica conhecida como sindrome de
Plummer-Vinson ha elevagdo do risco associado ao CEC de faringe e area
posterior da boca, pois pessoas com deficiéncia de ferro na dieta tendem a ter
uma reducao da imunidade, sendo o ferro essencial para o funcionamento
normal das células epiteliais do trato digestivo superior®.

Além disso, o alto consumo de carnes cozidas a elevadas temperaturas
pode levar a produgédo dos HPAs (hidrocarboneto policiclico aromatico), sendo
assim, fatores de risco ao CCECP?*,

Existe uma gama de trabalhos que analisaram o padrdo de dieta como
fator influente no desenvolvimento do cancer de cabeca e pescoco. Esses
trabalhos sugerem que a dieta a base de cereais, produtos animais e bebidas
quentes a base de malte podem estar associado a este tipo de tumor, enquanto
dietas a base de frutas, vegetais ricos em carotendides, vitamina C,
antioxidante e flavondides e azeite de oliva podem proteger desse tipo
tumoral®*°°°6->":%85% Edefonti V et al. em estudo de 2012, sugerem que a dieta
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a base de gordura foi associada positivamente ao cancer de laringe, mas se
apresentou como fator de protecdo para os tumores de boca e faringe®.
Ou seja, dietas ricas em gorduras e carentes em legumes, frutas e

verduras foram associadas ao CCECP em alguns estudos®®®"

. Alguns estudos
de base hospitalar também reportam que o aumento da ingestdo de frutas e
vegetais contribui para a diminuicdo do risco de desenvolver essa
neoplasia®®®',

O envelhecimento também traz mudancgas nas células, que aumentam a
sua suscetibilidade a transformacado maligna. Isso, somado ao fato de as
células de pessoas idosas terem sido expostas por mais tempo aos diferentes
fatores de risco para cancer, explica em parte o porqué de o cancer ser mais
frequente nesses individuos. Os fatores de risco ambientais do cancer sé@o
denominados cancerigenos ou carcindgenos e atuam alterando a estrutura
genética (DNA) das células'®.

O surgimento do céncer depende da intensidade e duracdo da
exposicao das células aos agentes cancerigenos. Por exemplo, o risco de uma
pessoa desenvolver cancer de pulmao € diretamente proporcional ao numero
de cigarros fumados por dia e ao nimero de anos que ela vem fumando '°.

Entre outras causas ja citadas, as infecgbes virais também estédo
associadas ao desenvolvimento do cancer de cabeca e pescoc¢o. Cita-se 0
Epstein-Barr virus (EBV) e o papiloma virus humano (HPV). Sabe-se hoje, que
20 a 25% de todos os casos de cancer de cabeca e pescoco estdo associados
a oncogenes do HPV, particularmente o HPV tipo 16, sendo a regidao da
orofaringe a mais acometida e com maior incidéncia em jovens com Varios
parceiros sexuais e praticantes de sexo ora|®%63:646566

Ja com relacdo ao EBV, cujo genoma é identificado em mais de 90%
dos casos endémicos, a grande maioria dos tumores associados sao de
nasofaringe®’.

Sugere-se ainda que exposi¢cées ocupacionais podem ter relagdo com o
aparecimento deste tipo de tumor, diferentemente da dieta, alcool e tabaco, séo
involuntarias e afetam trabalhadores. Ainda assim, seu papel na etiologia do
cancer de cabeca e pescogo permanece incerto®®.

Foram apenas encontradas evidéncias de que o amianto estd associado

a um risco aumentado para cancer de laringe, os fumos de soldagem, com os
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quais metalurgicos frequentemente trabalham, estdo associados a risco
aumentado de cancer de faringe e laringe®. Exposicdo ao formaldeido, carvéo,
pb de cimento e silica também tem relagdo com o aumento do indice desse tipo
tumoral7°'71’72’73’74’75’.

Alguns estudos ja encontram relacao entre cancer de cabeca e pescoco
e determinadas ocupacées, relatando risco aumentado para profissbes como
agricultor, pintor, agougueiro, pedreiro, condutor de veiculos a motor, pescador,
entre outros, além de exposigcbes a certas substancias quimicas como o

formaldeido, dioxinas e  hidrocarbonetos  policiclicos = aromaticos
(H PAS)76,77,78,79,80,81 ,82.

1.4.2 Aspectos Genéticos

Aproximadamente 5% a 10% dos tumores sdo devido a predisposicao
hereditaria, sendo as diferencgas individuais geradas por polimorfismos génicos
relacionados a mecanismos da carcinogénese, porém a grande maioria dos
casos sao tumores esporadicos, ou seja, tumores adquiridos®.

Os principais grupos de genes envolvidos na formag¢ao do tumor sdo os
proto-oncogenes, que quando ativados se transformam em oncogénes e 0s
genes supressores tumorais, incluindo os genes relacionados ao reparo do
DNA. Tem importancia na evolucdo a expressao alterada de genes que
promovem a vascularizacdo e disseminagdo tumoral'®.

Varios estudos citogenéticos e moleculares investigaram a ocorréncia de
alteracoes genéticas em tumores de cabeca e pescoco, demonstrando que
ativacdo de oncogenes, tais como: ciclina D1, H-ras, c-myc, EGFR; e
inativacdo de genes supressores tumorais, como: P16, TP53, P21 estao
envolvidas no desenvolvimento da doenga®®#%848°,

Como mencionado anteriormente o cancer de cabeca e pescogo é
determinado tanto por fatores ambientais quanto por fatores genéticos. Os
principais fatores de risco reconhecidos sdo o &lcool e o fumo, que sao
metabolizados de forma variavel por genes polimérficos como o do sistema do
citocromo P450, CYP1A1 e do sistema da glutationa S-transferase, GSTM1 e
GSTT1%%®¥ Seguidos pelo papiloma virus humano (HPV), predisposicdo
genética, habito alimentar com grande ingestdo de gorduras e pouca ingestao

de frutas e vegetais que contém vitaminas A, C e beta carotenos, que sao
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sugestivamente consideradas protetores em relacdo ao desenvolvimento de
neoplasias®'®® trauma cronico, ingestdo de mate e exposicdo ocupacional,
entre outros®>.

Sabe-se que mutacdes em oncogenes, como o ciclina D1, em genes
supressores tumorais, como o0 TP16 e 0 P53 e a instabilidade de micro-satélites
apresentam ligacdo com a ocorréncia de tumores de cabega e
pe3009025,86,91,92,93,94,95.

Podemos associar alguns polimorfismos de base unica (SNPs) em
genes diversos como, por exemplo, os genes codificadores de enzimas
envolvidas na detoxificagdo de carcindbgenos como as epdxido hidrolases
microssomal (Ephx1) as glutationas S-transferases (GSTs), as N-
acetiltransferases (NATs) bem como na ativacdo dos mesmos, como o sistema
dos citocromos (CYPs), que parecem estar associados a ocorréncia dos
tumores de cabega e peSC09029’96’97’98’99’100’101’102’103.

Também o gene XRCC1, que é um gene de reparo de DNA, foi
associado ao CCECP'™,

Outro gene importante associado ao CCECP é o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) que € responsavel pela angiogénese, processo pelo
qual os novos vasos sanguineos se desenvolvem a partir do endotélio
preexistente, pois ele se liga especificamente a dois receptores VEGF
transmembrana tirosina quinases sobre células endoteliais e da inicio a um
sinal de traducdo intracelular que controla a angiogénese e permeabilidade
vascular'®'%. Sendo assim, o VEGF forma os novos vasos sanguineos que
irrigam o tumor, fornecendo nutrientes e oxigénio e promovendo assim o
crescimento e invasao das outras células'®. O gene VEGF esta localizado na
regido cromossdémica 6p21.3 e tem 8 éxons'®.

Outro polimorfismo importante é o receptor 4 do fator de crescimento de
fibroblastos associado ao alelo Arg(388) - FGFR4 Arg(388), pois a presenca
de ao menos um alelo Arg(388) correlaciona-se com a diminuicao da sobrevida
em pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescogomg'ﬂo.

Temos também, a proteina B-catenina que se encontra geralmente na
célula normal, sendo um dos componentes do complexo de proteinas na

membrana plasmatica e é responsavel pela juncao entre as células. Além
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disso, também esta presente no citoplasma, mediante acdo do sistema de
sinalizacao celular, onde € responsavel pela transcricao dos genes no nucleo.
Pesquisas mostraram a relacdo desta proteina na carcinogénese,
principalmente quando ela esta associada a adesao celular, pois a p-catenina
pode se degradar e reduzir sua expressdo na membrana, o que indica a
invasdo e metastase no CCECP™""1"2,

O polimorfismo Kras-LCS6, localizado no gene Kras2 (v-Ki-ras2 Kirsten
rat sarcoma viral oncogene homolog), esta associado a uma significativa
redugé@o no tempo de vida de pacientes com tumores de cabeca e pescogo e a
presenca desta variante sugere uma possivel alteracao do fenétipo ou resposta
terapéutica desta doenca®*,

Segundo Chang et al., foram identificadas duas isoformas do gene Kras,
o Kras1 e Kras2''™®. O oncogene Kras2 foi amplificado em varias linhagens de
células tumorais''*. McGrath et al., clonaram os genes Kras! e Kras2 e
verificaram que o gene Kras1 € um pseudogene, onde diversas sequéncias
foram deletadas®''®. No gene Kras2, devido ao splicing alternativo, verifica-se a
existéncia de duas variantes, isoformas A e B, que diferem entre si na regiao C-
terminal®®*. O gene KRAS codifica uma proteina chamada K-Ras, que esta
envolvida principalmente na regulagdo da divisdo celular. Através de um
processo conhecido como transducdo de sinais, a proteina retransmite os
sinais provenientes do exterior da célula para o nucleo. Estes sinais instruem a
célula a crescer e a se dividir ou amadurecer e assumir fungdes especializadas
(diferenciagéo)®'"e.

Estas proteinas desempenham um papel importante na divisao celular,
diferenciacdo celular, e na auto-destruicdo das células (apoptose)°.

O outro polimorfismo associado ao cancer de cabeca e pescoco € o
polimorfismo SLC23A2-05 no gene transportador sédio dependente de vitamina
C, o gene SLC23A2 (Solute Carrier Family 23 (Ascorbic Acid Transporter),
Member 2), que codifica proteinas encontradas em frutas citricas, e modifica o
risco de cancer de cabeca e pesco¢o em individuos portadores do HPV16
Humano®'". Individuos HPV positivos tém um risco aumentado, enquanto nos
individuos HPV negativos este risco se reduz®'"®.

Entretanto, apenas pequenos numeros de polimorfismos génicos de uma

98,99,100,101,102,103

Unica via metabdlica foram avaliados na maioria dos estudos , 0
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que impediu a avaliacdo da interacdo entre eles no metabolismo de
carcinégenos ou no reparo de lesdes no DNA celular de um individuo. Ainda, é
possivel que outros genes polimorficos envolvidos no metabolismo de
carcindgenos ou demais processos da carcinogénese, como metilagdo do DNA
e angiogénese, isolados ou combinados, possam ter papéis td4o ou mais
importantes na origem ou manifestacdes clinicas da doenga?®99:100.101.102.103
Existem também casos de cancer de cabega e pescogo em pacientes
que nao foram expostos a nenhuma das condi¢gdes ambientais de risco,
reforcando a participacdo de outros fatores etiolégicos neste tipo de tumor,

como por exemplo, a predisposicdo genética®” '

, que tem sido observada na
associagdo entre cancer oral e certos grupos étnicos, como 0s judeus
Ashkenazi'?®. Além disso, pacientes com Anemia de Fanconi e Sindrome de Li-
Fraumeni também podem ter risco elevado para o céncer de cabeca e
pescogo121’122.

Ainda, € fundamental comentar que as frequéncias dos gendtipos de
genes polimérficos variam substancialmente em diferentes populagdes étnicas
e, desta forma, suas relagcbes com a origem ou com manifestacoes clinicas de
doencas ndo podem ser generalizadas para outras populacdes 190102103,

A identificagdo dos genes envolvidos no cancer proporciona uma melhor
compreensao acerca da doencga, além de contribuir para novas formas de

diagnéstico precoce, facilitando assim o seu tratamento®.

1.5 Diagnéstico, tratamento e prognoéstico

O tumor de laringe pode ocorrer na glote, supraglote, sublglote ou
hipofaringe e em cada uma das localidades acometidas podem aparecer sinais
ou sintomas diferentes, levando a diagnosticos e prognésticos também
diferenciados.

O tumor de laringe que se forma nas cordas vocais (glote), muitas vezes
causa rouquidao ou alteragbes na voz, isto pode levar a um diagndstico em
estagio inicial. Porém para tumores que nao se iniciam nas cordas vocais, a
rouquidao ocorre somente apds o tumor atingir as cordas vocais e estar em um
estagio mais avancado. Muitas vezes, estes tumores sé sdo diagnosticados
depois de se disseminarem para os ganglios linfaticos, o que causa uma massa

no pescogo e chama atengéo do paciente'?®.
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Além disso, os tumores que comegcam nha supraglote, subglote ou
hipofaringe sao frequentemente detectados em estagios avancados, por nao
apresentarem sintomas, como a rouquidao por exemplo. No entanto os esse
tipo de tumor pode dar outros sinais como'?*:

v Ferida na garganta que nao cicatriza,

Tosse constante,

Dor ao engolir,
Dificuldade para engolir,
Dor de ouvido,
Dificuldade para respirar,

Perda de peso,

AN N N N N SN

Nédulo ou massa no pescoco.

O principal agravante deste tipo de tumor é o fato de serem tumores
oligossintoméatico no inicio, seja devido ao padrao de inervagdo sensitiva ou
devido a superficie irregular da mucosa, em especial as tonsilas palatinas,
onde um pequeno carcinoma pode ficar oculto ao exame clinico, ou ainda
pelo padrao de inspecao do paciente que pode nem sempre estar atento aos
sinais dados pelo organismo'?*.

Ao procurar o médico, a unica maneira de confirmar a hipotese de um
tumor é remover uma amostra da area suspeita e envia-la para analise, o
que se denomina bidpsia'?.

Pode ser realizada a biépsia endoscépica, ja que a laringe € um orgéo
profundo e de dificil acesso. A retirada de material € muitas vezes realizada no
centro cirurgico com o paciente anestesiado e com o auxilio do laringoscopio.
Pode-se realizar também a puncéo aspirativa por agulha fina (PAAF), este tipo
de exame nao é utilizado para recolher amostras da laringe e sim para
diagnosticar se o ganglio do pesco¢o aumentado em questao foi atingido ou
nao pelo tumor'.

No caso desses tumores, 0os exames de imagem como tomografia
computadorizada, ressonancia magnética, esofagograma, raio X de toérax e
PET scan, auxiliam tanto no diagnéstico, pois ajudam a identificar a localizagcao
exata do tumor, detectar presenca de metastase ou recidivas, quanto na

eficacia do tratamento 2.
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A melhor forma de diminuir a incidéncia dessa doenca € controlar os
fatores de risco que conhecidamente favorecem seu desenvolvimento. Para
reduzir a mortalidade, € necessario que seja realizado diagndstico precoce por
meio do exame clinico dos tecidos lesados, realizado obrigatoriamente por um
profissional de saude capacitado, com o qual sera possivel identificar tanto
lesbes potencialmente malignas quanto o cancer em estagios iniciais e
avangados, possibilitando um tratamento menos agressivo e 0 aumento da
sobrevida. O autoexame nao deve ser preconizado como método preventivo
com o risco de mascarar lesdes e retardar o diagnéstico do tumor®'?’.

O CCECP também é usualmente classificado de acordo com o grau de
diferenciacao celular em indiferenciado, pouco diferenciado, moderadamente
diferenciado e bem diferenciado®. O grau de diferenciagdo do tumor é um
parametro para se predizer o prognéstico dos pacientes com CCECP'28. Outro
fator para pacientes com CCECP é o estagio do sistema TNM, principal
sistema de estadiamento do tumor utilizado para determinar o prognédstico e a
terapéutica adequada (Anexo1). O sistema TNM, realizado segundo as normas
da Unido Internacional Contra o Céncer (UICC), e do American Joint
Committee on Cancer (AJCC), normas estas que foram unificadas no ano de
2002'%°, considera a extensdo de acometimento local do tumor (T), a
identificacdo da presenca ou auséncia de metastases para linfonodos (N) e
presenca ou auséncia de metastases para regides a distancia (M)'*®. Cinco
grupos de pacientes podem ser identificados por este sistema (estadios 0, I, I,
Il e IV), sendo que as maiores probabilidades de sobrevivéncia sao
observadas naqueles com doenca localizada e as menores probabilidades de
sobrevivéncia naqueles com a doenga avancada®®'2%131,

Quando diagnosticado em estagios iniciais, o cancer de laringe possui
um bom prognéstico com alto percentual de cura de 80% a 100% e o
tratamento cirdrgico radical ou a radioterapia conjunta ou ndo com a
quimioterapia oferecerem sobrevida de cinco anos para cerca de 60-80% dos
pacientes®'32'3_ Entretanto, a maioria deles chega aos hospitais de referéncia
com a doencga avancada, o que torna o prognéstico reservado, ou seja, a taxa
de sobrevivéncia de cinco anos livre da doenca, no caso do cancer oral é de
76% em pacientes de CCECP nos estagios | e Il e cai para 41% quando existe


https://cancerstaging.org/
https://cancerstaging.org/
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comprometimento dos linfonodos cervicais e para 9%, quando ha metastase
abaixo da clavicula, mesmo quando adequadamente tratados®®'3*.

A alta incidéncia da doenca e o indice de sobrevida global de cinco
anos para 65% dos pacientes com CCECP nos estagios iniciais (I e Il) e de
menos de 30% para aqueles com tumores de estagios mais avancgados (Ill e
IV) justificam a busca de maior conhecimento sobre a sua etiologia e
fisiopatologia em diferentes grupos étnicos'*.

Os tumores de cabeca e pescoco, além de serem considerados uma
doenca grave, tem o impacto que é causado nos aspectos funcionais e
estéticos, pois essa regido é responsavel por funcdes basicas como falar,
deglutir e respirar'3>'%,

As principais formas de tratamento do carcinoma de células escamosas
de cabeca e pescoco envolvem a remocao cirurgica do tumor, a quimioterapia
e a radioterapia, porém uma parcela consideravel dos pacientes evolui para o
obito devido as complicagcdes da doenca em um periodo menor de cinco anos
apds o diagnéstico de confirmacdo do tumor'?®. O diagnéstico imediato e
tratamento intensivo sdo vitais para uma pessoa com cancer .

As cirurgias nessas areas costumam ser mutiladoras, pois muitas vezes
€ inevitdvel a perda de alguns 6rgdos e consequentemente da funcédo de
outros. Ja os efeitos da radioterapia associada ou ndo a quimioterapia podem
gerar efeitos colaterais transitorios 138139,

Geralmente, ocorre alteragdo na voz, dificuldade para engolir, dor no
local, dispnéia, tosse, fadiga, alteragdo no olfato, além de problemas em
decorréncia da imagem corporal como ansiedade, depressdo, perda da
autoestima e isolamento social, levando a consequéncias negativas na
qualidade de vida do paciente 3138140141142

O diagndéstico precoce, a prevengcdo e controle do cancer, devem
adquirir o mesmo foco de outras doencas, pois o0 crescente aumento do
namero de casos necessita de um cuidado especial para evitar que faltem
recursos para o tratamento adequado desses pacientes, juntamente com as
demais necessidades, caso contrario, as consequéncias serdo mortes
prematuras. Além disso, a alta incidéncia da doenca e o prognéstico reservado
observado na maioria dos casos justificam a busca por maior conhecimento

sobre a sua etiologia e fisiopatologia.
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1.6 Proteoma

O termo protedbmica foi introduzido em 1995 por Mark Wilkins, para
descrever todas as proteinas que sdo expressas em um genoma'*.

O proteoma € o conjunto de proteinas expressas por um genoma em
determinadas condicbes de tempo, espaco, estado patolégico e estimulos
externos e por isso, reflete o estado atual de funcionamento do sistema em
condicdes fisiolégicas especificas, fato que o torna um poderoso instrumento
de estudo, sabendo-se do dinamismo da expressdo génica de uma célula, e
dependente de varios fatores atuantes no momento, como por exemplo, 0
estado de desenvolvimento, a presenca de ativadores e inibidores, condigdes
do meio ambiente, entre outros. Por isso, a proteébmica é a melhor ferramenta
para se entender o funcionamento dos genes, pois analisa o produto final do
genoma'*.

A identificacdo de todas as proteinas codificadas no genoma de um
organismo é dificil, porém, as informagdes obtidas em estudos proted6micos sdo
cada vez mais completas'®. Essas informagdes referem-se as vias de
sinalizacao celular, conjuntos de proteinas reguladoras, modificacdes pods-
traducionais e informagdes cruciais sobre os estados fisiologicos e
fisiopatolégicos de células e organismos.

A protedmica nos leva a trés vertentes principais, as quais nos permitem:

v A descoberta de vias metabdlicas nas diversas etapas celulares,
agregando e gerando conhecimento tanto para a biologia celular quanto para a
bioquimica;

v Viabilizar a identificagdo de novas moléculas bioativas em
extratos bioldégicos naturais, 0 que acarreta o desenvolvimento de novos
medicamentos;

v A identificagdo e caracterizacdo de biomarcadores: moléculas
enddgenas ou exdgenas especificas de um determinado estado patologico.

Um biomarcador ou marcador biolégico pode ser uma molécula Unica ou
uma combinagdo de varias moléculas e deve permitir analises confiaveis
demonstrando alta especificidade e sensibilidade analitica'*®.

Os biomarcadores tumorais podem ser representados nao sé por DNA,
MRNA, microRNA, proteinas e peptideos, mas também por carboidratos ou

pequenas moléculas como por exemplo os metabdlitos'*”.
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Atualmente a protedbmica é considerada um campo emergente ja que
permite a deteccdo do perfil de proteinas diferencialmente expressas,
interagdes e modificacdes proteicas com alta sensibilidade '3'%°.

Além disso, consideram-se as metodologias utilizadas na protedmica
bastante vantajosas em relagdo as usadas na genbmica para detectar
biomarcadores para o cancer e alvos para terapia molecular'®.

Isso ocorre pelo simples fato de que os perfis proteicos podem ser mais
precisos para uma doenca, ja que a grande maioria das fungdes bioldgicas sédo
realizadas por proteinas’®'. Ja nos genes as alteragdes expressas nem sempre
tem consequéncias funcionais evidentes, levando a n&o reflexdo da proteina
expressa ou da atividade proteica, devido a imensa quantidade de
modificagdes pos-traducionais possiveis'>?,

A protebmica dispde hoje de inumeras ferramentas, com destaque para
a espectrometria de massas (MS). A MS se apresenta como inovadora e de
rapido desenvolvimento para andlises proteicas quantitativas e qualitativas,
investigacbes de modificagdes pos-traducionais, localizagdo subcelular e
interagOes proteicas. Segundo Matta A et.al. 2008, os avangos nessa area
estdo gerando grande impacto sobre a eficiéncia e a abrangéncia da
protedmica nos estudos sobre o cancer'®. Gragas a isso é possivel abrir novos
caminhos para a descoberta de possiveis biomarcadores e desvendar redes e
via celulares desreguladas em células tumorais humanas'®1%31%4,

Para as analises protedmicas, pode-se dizer que 0 uso ou nao da
espectrometria de massas na metodologia, faz bastante diferenca.

Nas analises sem o uso da espectrometria de massas é necessario o
conhecimento prévio das proteinas a serem estudadas, para tal efeito pode-se
usar as técnicas de ensaio de imunoabsorbéancia ligado a enzima (ELISA -
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), a imuno-histoquimica (IHQ), o
western blot (WB) e, mais recentemente, o microensaio de tecido (do inglés
tissue microarray -TMA) e o microensaio de proteina (do inglés protein
microarray - PMA). Essas técnicas podem ser usadas também para validar as
proteinas encontradas pela abordagem da espectrometria de massas'°.

Jad nas andlises com o uso da espectrometria de massas o

conhecimento prévio nao se faz necessario, o que nos permite a descoberta de
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biomarcadores'®. Assim sendo, conclui-se que o uso da espectrometria de
massas é mais vantajoso em relacdo as demais técnicas .

A MS consiste em uma fonte de ionizagdo, um analisador de massa e
um detector no qual diversas fontes de ionizagdo podem ser empregadas para
avaliacao de amostras clinicas. Ela visa medir um grande numero de proteinas
desconhecidas digeridas em peptideos em uma amostra através da separacao
fisica e quimica dos ions e pela determinacdo da razdo massa/carga (m/z) dos
mesmos'?’.

As técnicas mais utilizadas sdao MALDI-TOF (ionizacdo e dessorcao a
laser assistida por matriz) e a ESI (fonte de ionizacéo por eletrospray)'>®. Além
disso, a espectrometria de massas em conjunto com outros métodos pode ser
usada para separar as proteinas extraidas a partir de amostras complexas.
Entre elas, a cromatografia liquida de alto desempenho juntamente com a
espectrometria de massas em tandem conhecida como proteémica Shotgun ou
pela sigla LC-MS/MS consiste na digestdo enzimatica das proteinas seguida
pela separacdo dos peptideos por hidrofobicidade por um sistema de
cromatografia liquida seguida pela analise no espectrémetro de massas o que
permite a analise rapida e a identificacdo da sequéncia dos peptideos, sendo a
principal vantagem a identificagdo global das proteinas'°8:19%.160.161.162

Com relacdo as diferentes estratégias protedmicas baseadas na
espectrometria de massas, temos trés métodos mais utilizados atualmente:
marcacao com isotopos estaveis, marcacao com isdbaros e quantificacdo sem
marcacao (label-free). Todas s&o muito utilizadas na identificagdo de
biomarcadores do cancer, pois estudam a expressao diferencial de proteinas,
modificacdes pds-traducionais e interagdes proteina-proteina em amostras de
células tumorais visando a deteccao precoce, alvos terapéuticos ou o
monitoramento da resposta ao tratamento'®'®*. Porém esses métodos tém
algumas limitagcbes como, por exemplo, necessidade de amostra mais
concentrada e alto custo dos reagentes'>*'®°. Por esse motivo, o método label-
free tem sido amplamente utilizado por ser mais rapido e ter um preparo mais
simples e econémico. O método label-free consiste na quantificacao relativa, ou
seja, inclui a contagem dos espectros dos peptideos e medicées da area dos
picos cromatograficos'®®. Essa andlise quantitativa pode ser por intensidade de
ion precursor (valor quantitativo do pico de ion precursor), spectral couting
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(contagem dos espectros identificados para cada proteina) e TIC, total TIC e
average TIC (soma ou média das areas sob os picos de cada peptideo) .

A grande maioria dos estudos que visam detectar biomarcadores usam a
alta capacidade de coleta de dados da espectrometria de massas para
comparar tecidos normais e tumorais a fim de identificar proteinas
diferencialmente expressas entre as duas amostras'®’.

Para atender essa demanda de comparacao de inUmeras proteinas em
diferentes amostras, a cada dia diferentes técnicas sdo desenvolvidas
isoladamente ou combinadas para permitir que uma gama maior de
biomarcadores sejam descobertos e futuramente aplicados na pratica clinica’*.

Dessa forma, algumas técnicas nao protedmicas sao utilizadas em
conjuntos para o melhor desempenho do resultado final.

Uma delas é a técnica de microdisseccao a laser (ML). Essa técnica
possibilita o isolamento de uma Unica célula, ou de uma populagdo celular
desejada no meio de varios outros tipos celulares, facilitando a analise
posterior por espectrometria de massas e aumentando a chances de encontrar

um potencial biomarcador 169170

1.6.1 Biomarcadores identificados por protedmica para o cancer.

Uma molécula bioldgica que pode ser encontrada na saliva, no sangue
ou nos tecidos e que pode indicar a presenca de um tumor pode ser
considerada um biomarcador ou marcador bioldgico'®*. Elas sdo de extrema
importancia, pois podem servir como ferramentas no diagndstico precoce,
monitoramento da progressao da doenca, além de determinar a resposta ao
tratamento e auxiliar no desenvolvimento de novas drogas'”"'"2.

Tudo comecou em 1847 quando Henry Bence-Jones descobriu na urina
de um paciente com mieloma multiplo as famosas “proteinas de Bence-
Jones”'"3. Porém somente em 1988 elas foram aprovadas para uso rotineiro
como um teste imunodiagndstico para o mieloma mudltiplo pelo U.S. Food and
Drug Administration — FDA, que em portugués significa Administracdo de
Comidas e Remédios e € um érgdo do governo dos Estados Unidos
responsavel por controlar os alimentos e medicamentos através de testes e

pesquisas.
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O estudo da protebmica baseado na espectrometria de massas vem

gerando a identificagdo de novos possiveis biomarcadores para efeito

diagnéstico, prognostico e preditores de tratamento para os tumores mais

comuns, entretando para que sejam aprovados pela FDA, ainda séao

necessarias muitas validacdes

174,175

Atualmente, mais de 1.200 proteinas ja foram identificadas com niveis

diferencialmente expressos entre células tumorais e normais, entretanto

pouquissimas foram consideradas biomarcadores para o cancer'”*.

Alguns dos marcadores ja aprovados estao relacionados na tabela 1.

Tabela 1: Lista de biomarcadores aprovados pelo FDA para o cancer.

BIOMARCADOR

NEOPLASIA

REFERENCIA

CEA
CEA

HER-2/NEU

ANTIGENO TUMORAL
DE BEXIGA

TIREGLOBULINA

ALFA-
FETOPROTEINA

PSA
CA 125

CA 19,9

CA 15,3

PROLACTINA,
OSTEOPONTINA,
LEPTINA, IGF-II

CD98, FASCIN, 14-3-3
ETA, sPigR

Efuséo pleural maligna
Céance peritoneal disseminado

Céancer de mama estagio IV

Céancer urotelial

Cancer da tiredide metastatico

Carcinoma hepatocelular

Cancer de prostata

Carcinoma pulmonar de
células ndo pequenas

Cancer pancreatico
Cancer de mama

Cancer de ovario

Cancer de pulmao

Li et al., 2003'"®
Yamamoto et al., 2004'"7

Cook et al., 200178

Mian et al., 2000'"°
Lima et al., 200218°

De Masi et al., 20058
Gann et al., 199582
Dabrowska et al., 200483

Yamaguchi et al., 2004'®*

Ciambellotti et al.,
199518

Mor et al., 2005'"°

Xiao et al., 200588

Fonte: Adaptado de Flores IL,2013"™ e Polanski & Anderson, 2007
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Com relacdo aos tumores de cabeca e pescoco, sdo apresentados
estudos de biomarcadores individuais como, por exemplo, o p16, p53, Bcl-2,
cicina D1 (CCND1), Cox-2, receptores de tirosina-quinase tais como, o
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF); metaloproteinases de matriz (MMPs) e marcadores
de instabilidade genémica que tém demonstrado resultados inconsistentes e
por vezes contraditorios'®186:187.188,

O gene da ciclina D1 (CCDNT), localizado em 11q13, € expresso em
células epiteliais na transicdo da fase G1-S do ciclo celular. Em alguns tipos
celulares induz a apoptose'®. A atividade da ciclina D1 pode ser inibida por
varios genes supressores tumorais incluindo as proteinas p16 (gene CDKNZ2A -
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), p21 (gene WAF1/CIP1- cyclin-dependent
kinase inhibitor 1A) e p27 (gene KIP1 - cyclin-dependent kinase inhibitor 1B).
Varios estudos mostram que a amplificacdo ou hiperexpressao desse gene foi
associada com a doenga em estagio avancado, expansao precoce de nddulos,
resposta ruim a quimioterapia e reducdo da sobrevida'®®'"1%2 A amplificacdo
da regido 11g13, onde se localiza o gene da ciclina D1, e também se
encontram os oncogenes INT-2 (FGF-3), HST-1 (FGF-4), CICLINA D1 (PRAD-
1, BCL-1) e EMS-1 foram correlacionadas com carcinomas invasivos e esta
presente em 30 - 50% dos tumores ',

A proteina p16, codificada pelo gene supressor tumoral CDKNZ2A
(Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), localizado na regido 9p21, pertence a
familia dos inibidores de quinase dependentes de ciclina, que incluem as
proteinas p15 (gene INK4B - cyclin-dependent kinase inhibitor 2B), p21 e p27.
Estes genes regulam a fase G1 do ciclo celular de maneira negativa. A proteina
p16 se liga a CDK4 (cyclin-dependent kinase-4) e CDKG6 (cyclin-dependent
kinase-6), inibindo sua associacao com a ciclina D1. A inibicao da atividade do
complexo ciclina D1/CDK4/6 interrompe a fosforilagdo da proteina Rb
(retinoblastoma) e a liberacao do fator de transcricao E2F, o que leva a inibicao
do ciclo celular na fase de transicao G1-S. Alteracdes genéticas em p16 podem
conferir vantagens para o crescimento celular contribuindo com o processo de
crescimento tumoral'®®. Estudos mostram que a proteina p16 alterada esta
associada com a baixa sobrevida, aumento de recidivas, progressdo tumoral e

metastase nodular'®. Entretanto, os resultados relacionados ao prognéstico,
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utilizando a proteina p16 como um biomarcador para tumores de cabeca e
pescoco sao conflitantes’9419%19,

O gene supressor tumoral TP53 (tumor protein p53), localizado na
regido17q13, esta envolvido em muitas fungdes celulares, entre elas a
manutencdo da estabilidade genbmica, progressdao do ciclo celular,
diferenciacao celular, reparo a danos no DNA e apoptose. A producdo da
proteina p73, que tem sido encontrada em mais de 50% dos CCECP e
hiperexpressa em 65% destas lesdes, € aumentada na célula em resposta aos
danos causados no DNA, induzindo a parada do ciclo celular na transi¢ao
G1/S. Se o dano nao for reparado, o p53 leva a célula a apoptose'. Na
presenca de mutacbes deste gene, o produto génico € frequentemente
encontrado em altas concentragdes. No cancer de cabeca e pescogo, Sao
relatadas mutacées em 33 a 59% dos casos, perdas alélicas em 38% e
expressdo aumentada da proteina em 37 a 76%'%*'%. A deteccdo de mutacoes
nas margens cirdrgicas ou nos noédulos linfaticos cervicais considerados
histologicamente livres da doenca pode auxiliar na localizagdo das células
cancerigenas persistentes, no sangue ou na medula éssea, na auséncia de
doenca clinica, radiolégica e histopatolégica. Isto poderia, teoricamente,
evidenciar a necessidade de uma terapia adjuvante'®. J& a hiperexpressio
dessa proteina nos tumores primarios € considerada um sinal preditivo de
sobrevida reduzida em funcdo de sua associagcdo com a recorréncia de
tumores primarios e secundarios'®’.

Os inibidores do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) se
apresentam com expressao elevada em tumores de laringe, e esta relacionado
a um prognostico ruim. A ativacdo deste gene estimula o crescimento e
proliferacao celular, a angiogénese, a invasdo, metastase e a inibicao da
apoptose. E amplamente expresso por varios tipos celulares, incluindo
linhagens epiteliais e mesenquimais®*®?°"2%_ O cetuximabe ou ERBTUX® é um
anticorpo que bloqueia esse receptor. Outros bloqueadores do EGFR estao em
estudo para o tratamento dos tumores de cabeca e pescogo, incluindo
panitumumab, lapatinib e erlotinib. Estes medicamentos parecem funcionar
melhor quando combinados com outros tratamentos, como radioterapia e

quimioterapia®®.
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A proteina VEGF (gene do fator de crescimento endotelial vascular) foi
relacionada a agressividade, invasdo e metastase de tumores solidos.
Desempenha um papel critico na angiogénese, essencial para o crescimento
tumoral e ocorréncia de metastase. Induz a proliferacao, migragdo e sobrevida
das células endotelias durante o crescimento tumoral pela ligacdo as quinases
receptoras de tirosinas especificas. Varios estudos mostram o valor
prognostico de VEGF e seu papel na promogdo da invasao e no
comportamento agressivo de tumores de cabeca e pescogo '%7:204:205.206.207

As metaloproteinas (MMPs) sdo enzimas proteoliticas dependentes de
zinco que degradam a maioria dos componentes da matriz extracelular
incluindo colageno, elastina e fibronectina. A degradacdo da matriz de
colageno é importante para a invasdo de tecidos subjacentes e metastases®®.
Varias MMPs possuem expressao elevada em cancer de cabeca e pescoco
incluindo MMP-2, MMP-8, MMP-9 e MMP-13209210211212  \MP-2 ¢ MMP-9
desempenham um papel importante na carcinogénese de cabega e pescogo
por degradar o colageno tipo IV, o principal componente da membrana basal.
Alguns estudos mostram uma correlacao significante entre a expressao de
MMP-9 e baixa sobrevida em pacientes com cancer de cabeca e pescoco'®.

O gene FAS (TNF receptor superfamily member), fatores de necrose
tumoral também conhecido como TNFSF6, CD95, ou APO-1 é um receptor de
superficie celular que desempenha papel central na sinalizacao da apoptose
em varios tipos celulares. Esse receptor interage com seu ligante natural FASL,
também conhecido como CD95L, um membro da superfamilia de fatores de
necrose tumoral. A diminuicdo da expressao de FAS e/ou 0 aumento da
expressao de FASL favorece a transformacado maligna e a progressao do
tumor. Mutagcbes em linhagens somaticas e germinativas do gene FAS e
também do gene FASL estdo associadas com risco aumentado de
Céncer213‘214’215.

A expressdao elevada de C-ERBB-2(HER-2), gene codificador do
receptor para o fator de crescimento epidérmico, localizado no cromossomo 17,
observada em 75% dos pacientes com cancer de cabeca e pescoco, também
foi correlacionada a baixa sobrevida®'®2"".

Expressao diferencial de outros genes, como aqueles relacionados com

a matriz extracelular, adesao, motilidade, inflamacdo e inibicAo da protease,
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tem contribuido para o desenvolvimento de carcinomas oral e faringeano
metastaticos e nao-metastaticos™'. A andlise dos padrdes de metilagdo
(hipometilacdo e hipermetilacdo) de genes especificos também pode ser
utilizada para diagnéstico precoce®'®2'°,

Genes que codificam enzimas envolvidas na biotransformagéo de
carcindégenos tém sido associados ao desenvolvimento do cancer de cabeca e
pescoco. Dois genes em particular, GSTT1 e GSTM1, que codificam enzimas
pertencentes a familia das glutadiona S-transferases (GSTs), parecem
relevantes para a suscetibilidade ao CCECP, pois atuam na detoxificacao de
metabdlitos reativos de substancias carcinégenas da fumaca do tabaco®. Os
estudos dos polimorfismos GSTT1 e GSTM1 realizados em carcinomas de
cabeca e pescogo sao contraditorios. Varios autores demonstram uma
associagcdo com o genoétipo nulo [-] GSTM1 enquanto outros ndo. Para o
gendtipo nulo [-] GSTT1 também foi demonstrada uma relagdo em alguns
casos e auséncia da mesma em outros?20:421:222.223,224,225.226,227,228

Desse modo, a variabilidade individual em genes relacionados aos
processos de ativagdo e desativacdo metabdlica parece crucial na
suscetibilidade ao cancer de cabeca e pescoco.

Levando em consideracdo todos os estudos feitos até o momento,
inUmeras proteinas diferencialmente expressas no cancer de cabeca e
pescoco, ja foram identificadas por espectrometria de massas, porém é valido

7

ressaltar que nenhuma dessas moléculas ainda é usada rotineiramente na
pratica clinica'”'819:229,

Com relacao ao CEC oral, a atividade do ciclo celular e a proliferacao de
células tumorais malignas envolvem a perda dos mecanismos de controle que
garantem o funcionamento celular normal e muitos estudos tem sido
desenvolvidos a fim de investigar a expressao de algumas proteinas envolvidas
nestes mecanismos demonstrando a identificagdo de potenciais marcadores
biolégicos para o diagnéstico e prognéstico do CEC oral®**2¥"2%2  Entre os
mecanismos envolvidos na patogénese e progressdao do CEC aqueles que
regulam a transicao do ciclo celular da fase G1 para S tém sido estudados com
maiores detalhes'823%:233,

Cita-se também, proteinas quinases dependentes de ciclina (CDKs), que

sdo bem relevantes na carcinogése do CEC de cabeca e pescogo como um
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t0d0231 ,234

, pois estimulos mitogénicos e fatores de crescimento determinam a
ativacao da ciclina D1 que, por sua vez, ativa a CDK4 e a CDK®6 resultando na
fosforilacdo da proteina Rb que libera um fator de transcrigdo garantindo assim
a proliferacdo celular'®?®. Nesse contexto a hiperexpressdo de CCND1 j4 foi
associada com progndéstico ruim no CEC oral®2%6:2%7,

Conclui-se assim que o acumulo e a cooperacdo entre as varias
proteinas existentes sdo necessarias antes que a célula afetada expresse um
fenotipo maligno®®®. Dessa forma é importante ressaltar que a identificacéo de
alterac6es em um conjunto de proteinas podem contribuir para tracar um perfil
de expressdo protéica especifico para uma neoplasia, o famoso “protein
expression signature” que servira como uma indicador do processo de
carcinogénese, de forma a extrapolar do campo da protedmica voltada
somente para a ciéncia para o campo da protebmica voltada para a
clinica'”1820
Os avancos na compreensao da biologia molecular do cancer de cabeca
e pescogo tém aberto novas diregdes na ciéncia. O aumento das pesquisas
estd sendo direcionado para o desenvolvimento de terapias com alvos
moleculares ou marcadores moleculares que sao Uteis na predicao dos
tratamentos ou na selecdo de pacientes para terapias moleculares especificas

baseadas nas caracteristicas dos tumores2°22%,

1.6.2 Possiveis Biomarcadores identificados por protedmica para o
cancer de laringe.

A respeito dos tumores de laringe, embora alguns estudos sobre o
proteoma deste tipo de tumor relatem biomarcadores encontrados, ainda nao é
possivel usa-los clinicamente para a deteccao precoce da doenca, nem como
alvo terapéutico®#%24',

Zhao BL et al., 2003 realizaram a analise protebmica através da
construgcdo de um banco de dados de proteinas para musculo da laringe
humana. As amostras foram obtidas de individuos que foram a ébito. Foram
identificadas 75 proteinas, as quais foram classificadas em seis grupos
funcionais. Os grupos incluiram proteinas de membrana (8,5%), do
citoesqueleto e proteinas miofibrilares (14,6%), proteinas de producdo de

energia (28%), proteinas associadas a respostas ao estresse (8,5%) e
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proteinas associadas a regulagao da transcricdo (10,9%). Cerca de 1/3 ou 29%
foram classificados como "outras proteinas". Estes dados forneceram um mapa
de referéncia inicial para estudos comparativos de expressao de proteinas em
musculo de laringe humana. Sugere-se neste trabalho que um
desenvolvimento mais refinado desta base de dados trara um recurso valioso
na analise das condicdes normais e patolégicas que afetam o musculo da
laringe®*.

Em 2006, Zhang X et al. estudaram o gene supressor tumoral LCRG1
relacionado ao carcinoma de laringe, com o objetivo de descobrir e caracterizar
as proteinas relacionandas a ele, além de desvendar o seu mecanismo
molecular. Para isso usaram algumas linhas celulares como, por exemplo,
células Hep-2/LCRG1 e Hep-2/pcDNA3.1 como modelos. A eletroforese
bidimensional foi usada para separar as proteinas, em seguida foi utilizado o
MALDI-TOF/MS e o MS/MS. Os resultados foram validados por RT-PCR e
Western Blot. Foram identificadas 26 proteinas diferencialmente expressas, a
maioria foi caracterizada como membros enzimaticos. Essas proteinas visam a
contribuicdo para a fungdo do gene supressor tumoral LCRG 1?4,

Outro trabalho também com proteinas foi o de Zhou JR et al., 2007, que
identificaram proteinas diferencialmente expressas no carcinoma de células
escamosas de laringe em comparac¢ao com o tecido normal, para isso foi usada
a eletroforese bidimensional (2-DE). As proteinas diferencialmente expressas
foram analisadas e identificadas por espectrometria de massa, em seguida foi
realizada uma pesquisa no banco de dados. Treze proteinas foram
preliminarmente identificadas, sendo 10 delas hiperexpresssas no tecido
tumoral (cofilina-1, SP140 proteina de corponuclear, GRP94, HSP-90, GSTP1-
1, superdxido dismutase [Mn], ciclofilina A, subunidade de proteassoma
ativador complexo 2, apolipoproteina precursor Al, proteina de CaM-like). Trés
delas hipoexpressas no tecido tumoral: proteina de ligacao de acidos graxos,
calgranulina A e calgranulina B. Os pesquisadores concluiram com esse
trabalho que as 13 proteinas com diferenca de expressao estavam associadas
ao carcinogénese do tumor de cabega e pescoco, o que pode apontar uma
possivel estratégia para combater essa doenga®**.

A fim de identificar potenciais biomarcadores, Sewell DA et al., 2007

realizaram uma analise protedmica em amostras de cancer de laringe. Usando


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16467709
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhou%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18335753
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eletroforese bidimensional e espectrometria de massa, perfis de expressao de
proteinas de carcinoma de laringe e de tecido normal foram analisados. Os
resultados da analise mostram que a expressao de um numero de proteinas foi
alterado de forma significativa nas amostras tumorais, quando comparadas
com os controles normais correspondentes. Foram identificadas as proteinas
diferencialmente expressas, que incluiram stratifin, S100A9 proteina ligante de
calcio, p21-ARC, stathmine e nolase. Com os resultados, identificaram
potenciais biomarcadores que podem contribuir para a patogénese deste tipo
de tumor, e que podem ser adequados como novos alvos terapéuticos e/ou
diagnosticos®*®.

Em 2010 Holgersson G et al., procuraram explorar a utilidade da
expressdo de cinco biomarcadores de cancer em pacientes com céancer de
laringe. Para isso foi utilizado os registros do banco de dados do Registro
Nacional de Cancer sueco, onde foram identificados pacientes com cancer de
laringe diagnosticados durante os anos de 1978-2004 na regido de Uppsala-
Orebro e tratados com radioterapia. A expressao de Ki-67, MutS homélogo2,
(MSH2), p53, CLL de células B/linfoma2 (Bcl-2) e de ciclina D1 nas células
tumorais foram avaliadas por imuno-histoquimica utilizando microensaio de
tecido (TMAs) e a taxa de sobrevida e recidiva foram analisadas por regressao
Cox. Trinta e nove pacientes foram estudados, no entanto, a andlise COX néo
mostrou associacdo estatisticamente significativa entre a expressdo dos
biomarcadores investigados e a taxa de sobrevida e recidiva nesses pacientes.
No entanto, os pesquisadores acreditam que em um numero maior de
amostras a caracterizagdo de proteinas utilizando TMA e imuno-histoquimica
seria uma estratégia viavel para o prognéstico e um preditivo de triagem de
biomarcadores em tumores de laringe®*°.

Zhang H et al., 2011 avaliaram as proteinas encontradas no soro de seis
pacientes com carcinoma de laringe. A andlise foi feita com amostras pré e
poés-cirurgica através da eletroforese bidimensional combinada com a
espectrometria de massas e seguida por andlise em banco de dados de
proteinas que indicaram 12 proteinas com expressao alterada, sendo 6 no
grupo pré operatério. As proteinas encontradas foram validadas por Western
Blot que indicaram possiveis papéis do estresse oxidativo e resposta imune

como alvo no acompanhamento e tratamento de carcinoma de laringe. Este


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Holgersson%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20181625
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estudo forneceu uma nova visdo sobre o desenvolvimento e tratamento do
carcinoma de laringe, e as proteinas identificadas devem ser estudadas com
mais atencdo para que se obtenham maiores informacdes®*’.

O estudo de Kim JS et al. de 2012, propds uma comparagao entre as
proteinas resistentes a radioterapia, visto que o maior obstaculo para a cura
dos tumores sao atribuidos a resisténcia tumoral. Para determinar esse
mecanismo resistente a radiacdo é de extrema importancia comparar as
proteinas diferencialmente expressas em células sensiveis e células
resistentes a radioterapia. Recentemente a proteina aldeido redutase
(AKR1A1) foi identificada como aumento da resisténcia a radioterapia em
pacientes com cancer de laringe. Neste estudo foi usado o mecanismo de
radiorresisténcia de AKR1A1 por meio da via de regulacdo p53. Apds a
realizacdo do estudo o grupo concluiu que a radiacao induzida por AKR1A1
contribui para a radiorresisténcia adquirida nas células tumorais de laringe
através da supressao da ativagdo do p53 por meio de uma interacéo
inibitoria®*®,

Lin Chung et al. em 2013, com o objetivo de encontrar biomarcadores,
compararam e analisaram as proteinas diferencialmente expressas no plasma
de 6 pacientes com carcinoma de laringe e 6 individuos saudaveis. As
proteinas foram isoladas pela eletroforese bidimensional e o0s spots
identificadas por espectrometria de massa MALDI-TOF /TOF, em seguida foi
feita a andlise bioestatistica e observou-se 20 proteinas diferencialmente
expressas, sendo 8 com hiperexpressao, entre elas a L1, C-reactive protein,
haptoglobin, ceruloplasmin e 12 com hipoexpressao, entre elas serotransferrin,
alpha-2-HS-glycoprotein, fibrinogen gamma chain, haptoglobin related protein,
lg lambda-1 chain C regions, Ig kappa chain C region, apolipoprotein A-I,
transthyretin, apolipoprotein C-Ill. Os autores concluiram com esse trabalho
que o perfil protedmico encontrado no plasma dos dois grupos analisados foi
diferencialmente expresso, o que permite concluir que as proteinas econtradas
podem ser potenciais biomarcadores para pacientes com cancer de laringe?*°.

Em um estudo de 2014, Li Li et al., usaram a eletroforese bidimensional
juntamente com a cromatografia liquida e a espectrometria de massas para
identificar e analisar as proteinas diferencialmente expressas no tecido normal

e tumoral de pacientes com carcinoma de células escamosas de laringe com a
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finalidade de identificar possiveis biomarcadores. Para isso foram analisados o
material de 34 pacientes, sendo 32 homens e 2 mulheres. Como resultado,
foram identificadas 281 proteinas com diferenca significativa na expresséo e
quatro delas foram diferenciais: Profilin-1 (PFN1), Nucleolin (NCL), Cytosolic
non-specific dipeptidase (CNDP2) e Mimecan (OGN). Em seguida, foram feitas
analises de bioinformatica, incluindo ontologiagénica (GO) e analise de rede de
diferentes proteinas. Em processo subsequente foi realizada a validagcao das
quatro proteinas diferencialmente expressas através de RT-PCR e Western
Blot. Esse trabalho mostrou pela primeira vez, que a proteina PFN1 esta
envolvida na metastase do carcinoma de células escamosas de laringe e que
as quatro proteinas encontradas com diferenca de expressdo (PFN1, NCL,
CNDP2 e OGN) podem ser novos alvos diagndsticos e terapéuticos para
carcinoma de células escamosas de laringe®™.

Conforme mencionado acima, especificamente para o cancer de laringe
ainda nao tem muitos trabalhos sobre protedmica descritos na literatura, sendo
que nenhum deles utilizou a microdissec¢do a laser, e os biomarcadores
encontrados necessitam de mais estudos para que possam ter uma aplicacao
pratica efetiva.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

O conhecimento das proteinas que sao diferencialmente expressas nas
células normais, displasicas e tumorais pode trazer subsidios para melhor
entendimento dos processos metabdlicos envolvidos tanto na etiologia como no
desenvolvimento do Carcinoma de Células Escamosas de Cabeca e Pescoco.

A respeito dos tumores de laringe, embora alguns estudos sobre o
proteoma relatem biomarcadores encontrados, ainda nao € possivel usa-los
clinicamente para a deteccao precoce da doenga, nem como alvo terapéutico.
Assim sendo, o conhecimento de tais proteinas podera abrir uma gama de
linhas para estudos funcionais e terapéuticos, bem como a utilizagdo de novos
marcadores de gravidade e susceptibilidade relacionados a doencga.

O objetivo do presente estudo foi triar através do estudo do contexto
protebmico das células normais, displasicas e tumorais de pacientes com
Carcinoma de Células Escamosas de Laringe, possiveis biomarcadores.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1  Aspectos éticos da pesquisa

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas —
FCM/UNICAMP sob o parecer 873/2007 (Anexo 2).

Todos os pacientes submetidos a este estudo concordaram e assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 3).

3.2 Casuistica

Trata-se de um estudo prospectivo, sendo a coleta de material realizada
de Abril de 2012 a Abril de 2014.

O material coletado inicialmente para esse estudo era proveniente de
bidpsias realizadas no Ambulatério de Otorrinolaringologia do Hospital de
Clinicas da Unicamp, mas a qualidade e a quantidade do material eram
insuficientes para as analises. Dessa forma, optamos por realizar a coleta de
material proveniente de procedimento cirlirgico e as coletas passaram a ser
realizadas diretamente no centro cirargico do Hospital de Clinicas da Unicamp,
juntamente com a equipe de profissionais responsaveis pelo Ambulatério de
Otorrinolaringologia.

Apbs o consentimento dos participantes, foi coletado durante a cirurgia
no centro cirargico, uma amostra de tecido normal e uma amostra de tecido
tumoral em eppendorf de 1,5ml com solug¢ado salina tamponada com fosfato pH
7,4 1X (PBS 1X) para a lavagem desse fragmento e precipitacdo das hemacias
dos tecidos coletados. Em seguida as amostras foram transferidas para novos
eppendorfs identificados e colocadas em nitrogénio liquido para que nao
degradassem. Ao chegar ao Laboratério de Genética Molecular da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Unicamp, essas amostras foram armazenadas no
freezer a -80°C.

Foram coletados para esse trabalho, amostras de 78 pacientes. Para
evitar perda de material, foi colhido material de todas as cirurgias realizadas
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com possiveis diagnoésticos de carcinoma de células escamosas (CEC) e
separado por area: cavidade oral, orofaringe e laringe. A regido em que foi
colhido um maior niumero de amostras adequadas para a andlise sugerida, foi a
laringe, com amostras de 37 pacientes, por isso as analises proteémicas foram
realizadas nesse tipo de tumor.

Feito a escolha da laringe como alvo do estudo, foram feitos cortes
histol6gicos em laminas e usada a coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE),
para a confirmagdo da presenga de tecido normal, displasico e/ou tecido
tumoral.

No entanto apds as andlises dos cortes histolégicos, conseguimos
apenas amostras de 13 pacientes adquadas para uso.

Nos demais pacientes ndo conseguimos os tecidos adquados para uso,
impedindo que as amostras fossem utilizadas neste projeto.

A digestao das amostras assim como a espectrometria de massas no
ORBITRAP foram realizadas no Laboratério de Espectrometria de Massas do
Laboratério Nacional de Biociéncias, em Dezembro de 2013 e em Julho de
2014. A proposta de pesquisa esta registarda no Sincontron como MAS-15060.

De posse das proteinas encontradas, para que pudéssemos analisar
com maior credibilidade, as amostras foram dividas em grupos e foi aplicado o
teste estatistico Test T em cada uma das subdivisbes e gerados cluster
hierarquicos com p-value <0,01 para os grupos 1, 2, 3,4, 5,6, 7 e 8.

3.3 Meétodos

A figura 3 representa o fluxograma do estudo proposto.
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78 PACIENTES COM 37 AMOSTRAS DE 13 AMOSTRAS DE
CEC DE CABECAE PACIENTES COM PACIENTES COM CEC DE
PESCOCO CEC DE LARINGE LARINGE ADEQUADAS
PARA USO
TECIDO TECIDO TECIDO
NORMAL DISPLASICO TUMORAL

v I @

MICRODISSECGAO A LASER
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LTQ Velos Orbitrap ETD acoplado ao
cromatégrafo liquido nLClI

-

MSConvert

Programa R — MSnbase
\ Uniprot_sprot.fast j

U

test T pareado

Cluster Hierarquico

Figura 3: Fluxograma do estudo proposto

3.3.1 Preparo das amostras

3.3.1.1 Analise Histolégica

Apoés a coleta, o passo seguinte foi aguardar a liberacao do resultado da
bidpsia pelo Laboratério de Anatomia Patolégica da FCM/UNICAMP. Ao
receber a confirmacédo de Carcinoma de Células Escamosas foi realizado no
material coletado por nés, laminas com cortes histolégicos que em seguida
eram coradas por Hematoxilina-Eosina para confirmar as condigdes do nosso

material.
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As laminas com cortes histol6gicos coradas por Hematoxilina-Eosina foi
montada da seguinte maneira:

Para cada paciente foram feitas duas laminas, uma com tecido coletado
como normal e outra com o tecido coletado como tumoral, ambos com corte de
4 micras.

A coloragao seguiu o seguinte padrao:

v" Hematoxilina por 1 minuto
Amobnia 1%

Eosina 40 segundos
Alcool L1l e 1l

Xilol 1 e Il

Montagem da lamina

AN N NN

Dando continuidade, as laminas foram analisadas pela Prof. Dra. Albina
Messias de Almeida Milani Altemani para confirmar as condi¢cées do material.

O tecido tumoral de boa qualidade, sem degradagédo e com presenca de
CEC e o tecido normal de boa qualidade, sem degradacdo e com confirmacéo
de tecido epitelial normal, além de achados displasicos, com condi¢cées aptas
para uso, foram separados para a realizacdo do passo seguinte: montagem da

lamina para microdissecgéo a laser.

3.3.1.2 Preparo e montagem das laminas para microdisseccao
a laser

A lamina para microdissecgé@o a laser é uma lamina da Zeiss (lamina-
membrana 1.0 PEN ref: 415190-9031-000) com uma membrana prépria para
uso em microdissecador. Essas laminas foram cortadas e coradas no
Laboratério de Anatomia Patol6gica da FCM/UNICAMP.

Os tecidos normais, displasicos e tumorais, previamente selecionados e
congelados a -80°C foram incluidos através da utilizacao do Tissue Tek O.C.T.
Compound da Sakura (Optimal Cutting Temperature) até a cobertura completa
da amostra para posterior corte. Todo preparo foi realizado em ambiente
climatizado com temperatura de 18°C. As amostras foram mantidas a -20C
durante todo o processo de inclusdo. Dando continuidade ao processo, as
laminas da Zeiss foram deixadas em luz ultravioleta por 15 minutos antes de

serem utilizadas para que ocorresse melhor fixacdo dos cortes. Foram feitos



57

cortes de 4um de espessura, para evitar sobreposicdo de material, em criostato
Leica Microsystem a -20°C disponibilizado gentilmente pela professora Dra
Albina Messias de Almeida Milani Altemani, Professora Titular do
Departamento de Anatomia Patoldégica e responsavel pelo laboratério de
Anatomia Patélogica da FCM/UNICAMP.

As laminas foram feitas de acordo com o tamanho e a quantidade de
material disponivel. Para alguns materiais foram necessdarias cerca de 10
laminas, porém para outros cerca de 5 foram suficientes.

Feitos os cortes no criostato, as laminas foram coradas conforme
descricao abaixo:

v" Etanol 100% por 3 minutos
Etanol 95% por 20 segundos
Etanol 75% por 20 segundos
Etanol 50% por 20 segundos
Hematoxilina Meyer por 40 segundos
H2O free nucleasse por 5 minutos
Eosina por 2 segundos
H2O free nucleasse por 5 minutos
Etanol 50% por 20 segundos
Etanol 75% por 20 segundos

D N N N N Y N N NN

Etanol 95% por 20 segundos

<

Etanol 100% por 3 minutos
Apos a secagem, todas as laminas foram armazenadas no freezer a -

80°C até o momento de uso para microdissecgao a laser.

3.3.2 Microdisseccao a Laser

Lembrando que a proposta do nosso trabalho é fazer uma comparacéao
entre o tecido normal, displasico e tumoral do paciente, sendo ele o préprio
controle, sédo necessarios cuidados ao separar as amostras, tendo certeza de
que as amostras colhidas contenham com os tecidos desejados adequados
para uso.

As laminas especiais foram levadas no Microdissecador a Laser da
Zeiss, disponivel no nosso laboratério, onde as células foram isoladas,
cortadas pelo feixe de laser UV e catapultadas pelo feixe de laser infravermelho
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(IR) no qual a populagéo celular de interesse foi aderida na pelicula dos CAPs
(AdhesiveCap 500 opaque, ref: 415190-9201-000), que sao tubos de PCR
especificos para coleta das células isoladas.

Usamos como padrdo para o processo a quantidade ideal de material de
um CAP de 1,5ml com a pelicula coberta de células. Os CAPs cheios foram
identificados e guardados no freezer a -80°C para posterior analise no
espectrometro de massas.

Na imagem abaixo pode-se observar as laminas de microdissecgao a
laser com tecido normal, tecido displasico e tecido tumoral selecionados para a
microdissecc¢ao a laser (figura 4).

Fonte: Santiago MB, 2014

Figura 4: Laminas de microdisseccao a laser. A — Tecido Normal, B — Tecido
Displasico, C — Tecido Tumoral.
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3.3.3 Preparacao das amostras para analise no espectrometro de
massas

A extracdo e digestdo de proteinas foi realizada no Laboratorio de
Espectrometria de Massas do Laboratério Nacional de Biociéncias, em
Dezembro de 2013 e em Julho de 2014. A proposta de pesquisa esta
registarada no Sincontron como MAS-15060.

O protocolo seguido foi o de rotina utilizado no Laboratério de
Espectrometria de Massas do Laboratério Nacional de Biociéncias para
analises realizadas em ESI Q-TOF para misturas complexas. O procedimento
foi realizado em dois dias. No primeiro dia foi realizada a pesagem dos
reagentes e o procedimento 1, onde os CAPs foram tratados com uréia a 8M e
incubados por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida foi feita a
reducdo com ditiotreitol — DTT a 5mM e incubado a 56°C por 25 minutos. A
alquilagao com iodoacetamida — IAA a 14mM e incubacéao protegido de luz por
30 minutos a temperatura ambiente, foi 0 passo seguinte. Em seguida, foi
adicionado ditiotreitol — DTT a 5mM e novamente incubado protegido da luz por
15 minutos. A amostra foi diluida em 1:5 em 50mM de bicarbonato de aménio
para que a concentracao de uréia fosse reduzida a 1.6M. O passo seguinte foi
a adicao de cloreto de calcio - CaCl, 1mM. Para finalizar foi preparada a
tripsina em concentracao final de 20ng/ul e entdao adicionada ao CAP que foi
incubado por 16hrs a 37°C.

No segundo dia, a reacdo da enzima tripsina foi parada com &cido
trifluoacético na concentracao final de 0,4% e as amostras centrifugadas a
2500rpm por 10 minutos a temperatura ambiente e o pellet formado foi
descartado. As amostram secaram e apés foi adicionado 100ul de metanol
100% e centrifugada novamente a 3500rpm por 2 minutos em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 100ul de acido
férmico 0,1%, a amostra foi novamente centrifugada a 3500rpm por 2 minutos
em temperatura ambiente e o sobrenadante descartado. Esse passo foi
repetido por 2 vezes.

As amostras foram ressuspendidas em acido féormico 0,1% e
centrifugadas a 3500rpm por 2 minutos em temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e este passo foi repetido por 2 vezes.
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Em seguidas as amostras com 100ul de acido férmico 0,1% foram
centrifugadas a 3500rpm por 2 minutos em temperatura ambiente. Novamente
o sobrenadante foi descartado e esse passo repetido por 10 vezes. Finalmente
apds a décima vez, as amostra foram secas e mantidas no freezer a -20°C até
o dia de coloca-las no ORBITRAP.

3.3.4 Analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas em tandem (LC-MS/MS)

As amostras foram ressuspendidas e as analises protedmicas foram
realizadas no espectrébmetro de massas LTQ Velos Orbitrap ETD acoplado ao
cromatografo liquido nLCII ambos da Thermo Fisher™.

O ORBITRAP é um espectrometro de massa hibrido e oferece um
desempenho que anteriormente s6 era disponivel com espectrémetros de
massa FT-ICR (Fourier Transform lon Cyclotron Resonance), instrumentos
maiores e mais caros. A tecnologia ORBITRAP permitiu a difusdo de
espectrometros de massa com ultra-alta resolucdo e massa exata, e
rapidamente se tornou uma ferramenta essencial em muitas areas. Os
espectrometros de massa ORBITRAP sado encontrados em laboratorios de
referéncia em protedbmica no mundo todo, onde sdo empregados para
identificar tanto as proteinas intactas como as enzimaticamente digeridas,
encontrar proteinas que sofreram modificacdo quimica e identificar o tipo e
localizagdo da modificagdo péds-traducédo. Espectrémetros de massa Orbitrap
tém sido referenciados em centenas de artigos em revistas cientificas, pois é
um aparelho de alta precisdo para identificacado de expressao proteica levando

a resultados mais precisos.

3.3.5 Analise dos dados

Os arquivos brutos .raw gerados pelo espectrometro de massa LTQ
Velos Orbitrap ETD acoplado ao cromatografo liquido nLCIl ambos da Thermo
Fisher™ foram convertidos pelo programa MSConvert para o formato .mzML

251,252 Estes

que é um formato padronizado para espectrometria de massa
arquivos foram carregados no programa R para as andlises subsequentes®®.
Utilizando o pacote MSnbase foi feita a identificacdo e quantificacdo das

proteinas em cada amostra, a identificacdo utilizou o arquivo
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uniprot_sprot.fasta de www.uniprot.org/downloads, selecionando apenas as
proteinas identificadas como humanas como referéncia e o método escolhido

para quantificacdo foi o "SIN" (normalised spectral index)®*2%°.

3.3.6 Analise estatistica

Para a analise estatistica foi feito um filtro ndo especifico removendo as
proteinas que estivessem presentes em menos de 20% das amostras do grupo
analisado. O teste estatistico utilizado foi o teste-t pareado, pois as amostras
foram coletadas do mesmo paciente em diferentes situacdes bioldégicas. Como
resultado final foram selecionadas as proteinas que possuiam p-valor menor
que 0,01.

Foram gerados clusters hierarquicos para demonstrar as proteinas hiper
e hipoexpressas. As proteinas que apresentam a cor vermelha no cluster
hierarquico tem maior intensidade na amostra e consequentemente sdo as
proteinas hiperexpressas. J& a coloracao verde sdo as que apresentam menor
intensidade e consequentemente, apresentam hipoexpressao.
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4. RESULTADOS

4.1

associada a microdisseccao a laser

Anadlise prote6mica baseada em espectrometria de massas

Foram coletadas 78 amostras de pacientes com Carcinoma de Células

Escamosas de Cabeca e Pescoco. Dessas, foram selecionadas 37 amostras

de pacientes com Carcinoma de Células Escamosas de Laringe e ap6s analise

anatomopatoldgica 13 pacientes foram selecionados para uso neste trabalho.

Os dados referentes as amostras utilizadas encontram-se sumarizados no

quadro 1.

Quadro 1: Dados referentes as amostras utilizadas neste trabalho

Localizacao do tecido coletado

. Idade na
Paciente Sexo coleta Tecido Displasico TNM
Tecido Normal (N) (DM) Tecido Tumoral (T)
6 Masculino 58 anos Banda ventricular | Banda ventricular T4 NO MX
esquerda direita
9 Feminino 55 anos Epiglote | - Epiglote T2 N2 MX
32 Masculino 77 anos Prega vocal direita | = -----------m---- Prega vocal T2 NO MX
esquerda
36 Masculino 63 anos Banda yehtrlcular Pregavocal | T2 NO MX
direita esquerda
38 Masculino 60 anos Seio piriforme direito Seio _pm_forme Seio piriforme T4 N2 MX
direito esquerdo
41 Feminino | 48 anos Pregavocal | Prega vocal direita | T1 NO MO
esquerda
43 Masculino 49 anos Supraglote esquerda | ------m--meeeee-- Supraglote direita T4 N2 MX
50 Masculino 52anos | @ - Supraglote Prega vocal T3 NO MX
esquerda esquerda
52 Masculino 54 anos Supraglote direita | = --------------- Supraglote esquerda T3 N1 MO
56 Masculino 57 anos Aritendide direita Aritendéide direita | = ------m--me-mee-- T2 NO MX
; Banda ventricular .
62 Masculino 59 anos esquerda | T Prega vocal direita T3 NO MX
69 Masculino 53 anos Supraglote | @ ---meemeemeeee-- Supraglote T4 N2 MX
73 Masculino 59 aN0s | oo Banda ventricular Prega vocal T2 NO MX

direita

esquerda
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Todos os pacientes analisados sdo fumantes e tem o hébito de ingerir
bebida alcodlica. Vale ressaltar que as amostras dos pacientes 52 e 69 sao

recidivas, e que o paciente 69 passou por quimio e radioterapia.

4.2 Analise estatistica

Inicialmente foi realizada a analise geral das amostras, incluindo os 13
pacientes selecionados e as respectivas amostras incluindo tecido normal,
displasia moderada e tecido tumoral. A analise 1 foi feita comparando a
expressao proteica do grupo A versus grupo B como mostra o tabela 2.

Tabela 2: Amostras comparadas na andlise 1.

Paciente Grupo A Grupo B

6 — Homem 6T 6N

9 — Mulher oT 9N
32 - Homem 32T 32N
36 — Homem 36DM 36N
38 — Homem 38T 38N
41 — Mulher 41T 41N
43 — Homem 43T 43N
50 - Homem 50T 50DM
52 — Homem 52T 52N
56 — Homem 56DM 56N
62 — Homem 62T 62N
69 — Homem 69T 69N
73 — Homem 73T 73DM

Legenda: T: Tecido Tumoral, DM: Displasia Moderada, N: Tecido Normal.

Nesta analise, foram encontradas 7003 proteinas, sendo 19 com p-valor
menor que 0,01. Dessas 13 proteinas hiperexpressas e 6 hipoexpressas no
grupo A, as quais se encontram sumarizadas no quadro 2. O cluster

hierarquico dessa analise esta representado pela figura 5.
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Quadro 2: Representa as proteinas hiper e hipoexpressas encontradas na andlise 1,
juntamente com o gene responsavel pela codificacdo da proteina, o fold change (FC) e o
inverso do fold change (Inv FC), valor de p (p-valor) e fung&o da proteina encontrada.

PROTEINAS HIPEREXPRESSAS

PROTEINA GENE FC p-valor FUN(}Z\O
Collagen alpha-1(XIl) chain COL12A1 5,536313 | 0,002235 Colageno-estrutural
Microtubule-actin cross-linking factor 1, MACF1 | 2,839475 |0,002601 | Citoesqueleto-estrutural
isoforms 1/2/3/5
Tenascin TNC 4,274017 | 0,003366 | Matriz extracelular — estrutural
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor PTPN1 0 0,003583 Sinalizagéo de crescimento
type 1 celular
Thymidine phosphorylase TYMP 4,567275 | 0,003583 Fator angiogénico
U3 small nucleolar RNA-interacting protein 2 RRP9 32,93885 0,004 Sintese de ribossomos
Laminin subunit gamma-2 LAMC2 3,083465 | 0,005571 Matriz extracelular-adesao
Filamin-A FLNA | 3,167587 |0,006007 | Citoesqueleto-ligacdo com
actina-membrana
L Regulacéao diferenciacéo e
Poly [ADP-ribose] polymerase 1 PARP1 6,628542 | 0,006117 oroliferacéo
Ativador de GTPase e ligagao
Rho GTPase-activating protein 21 ARHGAP21 | 7,688688 | 0,006918 proteica-transporte em
organelas
CAD protein CAD 4,398107 | 0,008104 | Atua na sintese de pirimidinas
Regulagéo de crescimento e
Beta-nerve growth fator NGF 3,92352 | 0,008849 diferenciagdo de neurdnios
sensoriais
chfmgeramjBTBdomawrcomamwg ZBTB41 2475563 | 0,009218 Regubdorggvanyxmao
protein 41 génica
PROTEINAS HIPOEXPRESSAS
PROTEINA GENE Inv FC p-valor FUNCAO
Leukocyte elastase inhibitor SERPINB1 -6,42988 | 0,004731 Inibidor de proteases
Proteina repressora de
BCL-6 corepressor BCOR -8,38833 | 0,004922 iranscricio (apoptose)
Extracellular matrix protein 1 ECM1 -3,44335 | 0,006856 | Angiogénese, formagao 6ssea
. . Processamento do RNA,
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K HNRNPK -2,89424 | 0,007697 transducdo de sinais
Zinc finger CCCH domain-containing protein 6 ZC3H6 -5,71244 | 0,009108 Reguladog;édrﬁ(;[;anscrlgao
Paternally-expressed gene 3 protein PEG3 -9,80951 0,009752 Regulador de transcrigdo

génica
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Laminin subunit gamma-2

Beta-nerve growth factor

Foly [ADP-ribose] polymerase 1

CAD protein
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E =xtracellular matrix protein 1
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Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K

P aternally-expressed gene 3 protein
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Figura 5: Cluster hierarquico analise 1.

Para uma analise pareada, selecionamos 7 pacientes que possuiam o
pareamento entre tecido tumoral e normal adequados e chamamos de Pares

Perfeitos (analise 2), esses pacientes estdo dispostos na tabela 3.

Tabela 3: Amostras comparadas na andlise 2.
Paciente = Tecido Tumoral Tecido Normal

6 — Homem 6T 6N
9 — Mulher oT 9N
32 - Homem 32T 32N
38 - Homem 38T 38N
41 — Mulher 41T 41N
43 - Homem 43T 43N
62 — Homem 62T 62N

Legenda: T: Tecido Tumoral, N: Tecido Normal.

Na analise 2 foram encontradas 7099 proteinas no total, sendo 4
hiperexpressas e 5 hipoexpressas no tumor. Os resultados encontram-se no
quadro 3 e o cluster hierarquico esta representado pela figura 6.
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Quadro 3: Representa as proteinas hiper e hipoexpressas na analise 2, juntamente com o gene
responsavel pela codificacdo da proteina, o fold change (FC) e o inverso do fold change (Inv
FC), valor de p (p-valor) e funcdo da proteina encontrada.

PROTEINAS HIPEREXPRESSAS

PROTEINA GENE FC p-valor FUNCAO
Thymidine phosphorylase TYMP 12,37777 | 0,000474 Fator angiogénico
, Matriz extracelular —
Tenascin TNC 3,092639 | 0,00353 estrutural
60S acidic ribosomal protein P1 RPLP1 2,678226 | 0,00668 Sintese proteica
Myeloperoxidase MPO 14,94347 | 0,007429 | Sistema imunolégico

PROTEINAS HIPOEXPRESSAS

PROTEINA GENE Inv FC | p-valor FUNCAO
. . Ativador de GTPase e
Rho guanine nucleotide exchange factor 1 ARHGEF1 | -48,924 | 0,002853 ligacdo proteica
Glutamine--tRNA ligase QARS -52,6561 | 0,005742 Sintese proteica
Antithrombin-Il| SERPINC1 0 0,006257 | Inibidor de proteases
Sintese de ATP,
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial ATP5A1 | -1,95918 | 0,006926 | regulagdo negativa de
divisdo celular
Neuroblast differentiation-associated protein |, A -4,03934 | 0,009688 Controle de expressao
AHNAK génica, migracao celular

Figura 6: Cluster hierarquico analise 2.
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Foram analisadas separadamente as amostras dos pacientes 52 e 69,

por se tratarem de recidiva tumoral. A tabela 4 demonstra as amostras da

andlise 3.
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Tabela 4: Amostras comparadas na analise 3.

Paciente Tecido Tumoral Tecido Normal
52 — Homem 52T 52N
69 — Homem 69T 69N

Legenda: T: Tecido Tumoral, N: Tecido Normal.

Foram encontradas 4842 proteinas, sendo 12 hiperxpressas no tumor e
14 hipoexpressas, como mostrado no quadro 4. Na figura 7 pode-se observar o

cluster hierarquico referente a analise 3.

Quadro 4: Representa as proteinas hiper e hipoexpressas na analise 3, juntamente com 0 gene
responsavel pela codificagao da proteina, o fold change (FC) e o inverso do fold change (Inv FC),

valor de p (p-valor) e func&o da proteina encontrada.

PROTEINAS HIPEREXPRESSAS

PROTEINA GENE FC p-valor FUNCAO
Kinectin Microtubulos_ e sintese
KTN1 7,172739 | 2,98E-05 proteica
Beta-arrestin-2 ARRB2 0 0,000248 | Inibicdo de receptores
DNA repair-scaffolding protein SPIDR 291,2663 | 0,000991 Reparo de Dna
Polypeptide N- o ,
ace)’:)l?lgglactosaminyltransferase 12 GALNT12 0 0,002013 Glicosilagao proteica
Metabolismo de
Phosphoglucomutase-2 purinas, agucares e
PGM2 0 0,002947 carboidratos
Probable JmjC domain-containing histone Regulacéo
demethylation protein 2C JMJD1C | 2,021728 | 0,003431 transcripcional
Calcium-binding mitochondrial carrier protein Transportador
Aralar2 SLC5A13 | 6,419972 | 0,004091 transmenbrana
Leucine-rich repeat-containing protein 28 LRRC28 0 0,004762 | Sinalizagao da via Ras
Ativador
Enhancer of polycomb homolog 1 transcripcional e
EPCA1 0 0,005117 repressor
40S ribosomal protein S8 RPS8 7,395578 | 0,006453 Sintese proteica
40S ribosomal protein S10 RPS10 1,585728 | 0,006684 Sintese proteica
Early endosome antigen 1 EEA1 7,281536 | 0,009608 Endocitose
PROTEINAS HIPOEXPRESSAS
PROTEINA GENE Inv FC | p-valor FUNCAO
Guanylate cyclase soluble subunit alpha-3 GUCY1A3 0 0,001331 Receprt]c&rrigg oxido
Repressor de
Nuclear receptor corepressor 1 NCOR1 -1,07335 | 0,001348 trgnscrigéo
Deleted in autism protein 1 C3orf58 0 0,002918 Diferenciagao celular
Paired box protein Pax-6 PAX6 0 | 0,004059 traii%?ilsléicr)lal
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. Regula ciclo celular e
Protein S100-A11 S100A11 | -1,8803 | 0,004124 diferenciacio
Golgin subfamily A member 2 GOLGA?2 | -1,48734 | 0,004289 Forma Golgi
Uncharacterized protein C110rf95 C11orf95 0 0,005119 Desconhecida
Protocadherin gamma-A7 PCDHGA?7 0 0,005195 Adesao celular
M-phase inducer phosphatase 1 CDC25A 0 0,006412 Progr%zsrzosde G1
COMM domain-containing protein 10 COMMD10 0 0,006478 | Inibe fator transcrigao
IgGFc-binding protein FCGBP 0 0,007685 Imunidade

. i Regulagéo
Protein LYRIC MTDH 3,76653 | 0,008149 transcripcional
TRAF-type zinc finger domain-containing TRAFD1 0 0008392 | Inib .
orotein 1 , nibe resposta imune

Regulador de
Sorting nexin-17 SNX17 0 0,008406 reciclagem
endossémica

Figura 7: Cluster hierarquico analise 3.
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Da andlise 4, representada pela tabela 5, foi realizada a comparacéao de

expressao proteica entre o tecido displasico e o tecido normal. Encontrou-se

um total de 3951 proteinas, sendo 4 hiperxpressas e 5 hipoexpressas no tecido

displasico. Os resultados da comparativa em questédo, encontram-se no quadro

5 e o cluster hierarquico na figura 8.




Tabela 5: Amostras comparadas na andlise 4.

Paciente Displasia Moderada Tecido Normal
36 — Homem 36DM 36N
38 — Homem 38DM 38N
56 — Homem 56DM 56N

Legenda: DM: Displasia Moderada, N: Tecido Normal.
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Quadro 5: Representa as proteinas hiper e hipoexpressas na analise 4, juntamente com o gene
responsavel pela codificacdo da proteina, o fold change (FC) e o inverso do fold change (Inv FC),

valor de p (p-valor) e func&o da proteina encontrada.

PROTEINAS HIPEREXPRESSAS

PROTEINA GENE FC p-valor FUNCAO
Speckle targeted PIP5K1A-regulated poly(A) TUTH 0 0,001053 Poli A polimerase
polymerase
Integrator complex subunit 8 INTS8 4,146361 | 0,002332 Fator de transcrigao
L . Regulacéo
Zinc finger protein 655 ZNF655 0 0,007042 transcripcional
Nucleolar protein 58 NOP58 2,29368 | 0,009397 Forma ribossomo

PROTEINAS HIPOEXPRESSAS

PROTEINA GENE Inv FC | p-valor FUNCAO

Protein phosphatase 2C-like domain- .
containing protein 1 PP2D1 0 0,000695 Desconhecida
Electron transfer flavoprotein subunitalpha, | erep | 470467 | 0,002915 | Metabolismo de lipideos
mitochondrial

L. . Regulacéo
Zinc finger protein 544 ZNF544 0 0,004258 transcripcional
Ras-related protein Rab-12 RAB12 | -2,08966 | 0,006325 | Hegulador de trafico da

membrana

Transitional endoplasmic reticulum ATPase VCP -1,4022 | 0,008915 Transporte vesicular,

degradacéo proteica

ﬁ|m|

Mucleolar protein 58

Imtegratoer complex subunit 8

Zinc finger protein G55

Speckle targeted PIPSKAA-regulated poly (A) ...
Ras-related protein Rab-12

Transitional endoplasmic reticulumATFase
Electron transfer flavoprotein subunit alpha. mit
Frotein phosphatase 2C-like domain-containi...
Zinc finger protein 544

Figura 8: Cluster hierarquico analise 4.
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Na andlise 5, representada pela tabela 6, foi realizada a comparacéao de
expressao proteica entre o tecido tumoral e o tecido displasico. Encontrou-se
um total de 3847 proteinas, sendo 4 hiperxpressas e 2 hipoexpressas no tecido
tumoral. Os resultados se encontram no quadro 6 e o cluster hierarquico na
figura 9.

Tabela 6: Amostras comparadas na andlise 5.

Paciente = Tecido Tumoral Tecido Displasico
38 — Homem 38T 38DM
50 - Homem 50T 50DM
73 - Homem 73T 73DM

Legenda: T: Tecido Tumoral, DM: Displasia Moderada.

Quadro 6: Representa as proteinas hiper e hipoexpressas na analise 5, juntamente com o gene
responsavel pela codificagdo da proteina, o fold change (FC) e o inverso do fold change (Inv FC),
valor de p (p-valor) e funcéo da proteina encontrada.

PROTEINAS HIPEREXPRESSAS

PROTEINA GENE FC p-valor FUNCAO
Staphylococcal nuclease domain-containing SND1 2.962025 | 0,007291 Promove tran.scrlngao e
protein 1 promove angiogénese
Lung adenoma susceptibility protein 2 LAS2 4,625168 | 0,007646 Proliferagao celular
L . Regulacéo
Zinc finger protein 470 ZNF470 | 29,05398 | 0,007903 transcripcional
Formagao de ribossomos
H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4 DKC1 15,1406 | 0,009088 e manutenagdo de
teldmeros
PROTEINAS HIPOEXPRESSAS
PROTEINA GENE Inv FC p-valor FUNCAO
. Transportador de
XK-related protein 2 XKRX 0 0,004819 membrana
Serine--tRNA ligase, cytoplasmic SARS -1,13774 | 0,006515 Sintese proteica
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Lung adenoma susceptibility protein 2

Staphylococecal nuclease domain-containing ...
HIACA ribonucleocprotein complex subunit 4

Zinc finger protein 470
Serine—tRMNA ligase. cytoplasmic
HH-related protein 2

Figura 9: Cluster hierarquico analise 5.
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Com relacéo a localizagdo tumoral, analisando a expressao dos tumores

localizados na prega vocal versus o tecido normal, conforme mostra a tabela 7,

obtivemos um total de 3852 proteinas,

sendo 9 hiperexpressas e 9

hipoexpressas no tecido tumoral da pegra vocal, conforme consta o quadro 7,

além do cluster hierarquico na figura 10.

Tabela 7: Amostras comparadas na andlise 6.

Paciente

Tecido Tumoral

Tecido Normal

32 — Homem
41 — Mulher

62 — Homem

32T
41T
62T

32N
41N
62N

Legenda: T: Tecido Tumoral, N: Tecido Normal.

Quadro 7: Representa as proteinas hiper e hipoexpressas na analise 5, juntamente com o gene
responsavel pela codificacdo da proteina, o fold change (FC) e o inverso do fold change (Inv FC),
valor de p (p-valor) e func&o da proteina encontrada.

PROTEINAS HIPEREXPRESSAS

PROTEINA GENE FC p-valor FUNCAO
. . Processamento de
Glucosidase 2 subunit beta PRKCSH |4,423654 | 0,0006 carboidratos
Putative RNA-binding protein Luc7-like 2 LUC7L2 | 2,089206 | 0,001996 | ecessamento de
, Matrix de tecido
Prolargin PRELP 2,261053 | 0,005148 conectivo extracelular
— . Regulacéo
E3 ubiquitin-protein ligase RLIM RLIM 0 0,005565 transcripcional
NF-X1-type zinc finger protein NFXL1 NFXL1 8,904087 | 0,00562 | Sinalizagao molecular
Lactotransferrin LTF 10,01265 | 0,005813 | Transporte de ferro
Ras-GEF domain-containing family member | paASGEFIG| 0 |0,006027 | Ativador de GTPase
— . Crescimento celular e
E3 ubiquitin-protein ligase CBL-B CBLB 0 0,006356 migracio
Myosin-11 MYH11 65,61684 | 0,009153 | Contragdo muscular
PROTEINAS HIPOEXPRESSAS
PROTEINA GENE Inv FC | p-valor FUNCAO
?TP—blndlng cassette sub-family D member ABCD1 0 0,000386 Transportador
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U- | |\ ienpUL2 -5,76141 | 0,000998 Reparo de DNA
like protein 2
LINET1 type transposase domain-containing L1TD1 -9.21541 | 0,00238 Regu_lag:_ao
protein 1 transcripcional
Breast cancer type 2 susceptibility protein BRCA2 |-32,3722 | 0,002912 Reparo de DNA
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PHD and RING finger domain-containing

orotein 1 PHRF1 -4,5908 | 0,004307 | Fator transcripcional
T-cell activation inhibitor, mitochondrial TCAIM | -2035,34 | 0,005692 Re:’;;gfjgede
KATS regulatory NSL complex subunit 1-like KANSLAL 0 0.007969 Formahci:sotgr;]);exo de
protein , acetiltransferase
PAX3- and PAX7-binding protein 1 PAXBP1 | -4,93635 | 0,008342 Lt'rgirs‘fngggigr
Zinc finger matrin-type protein 1 ZMATT -9,97071 | 0,008367 | Fator transcripcional

L1

FERZZ2E
40— 00—
(007 5 000 ST

1

)

Frolargin

Figura 10: Cluster hierarquico analise 6.

E3 ubiquitin-protein ligase CBL-B
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Ras-GEF domain-containing family member 1C
Lactotransferrin
Myosin-11
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Glucosidase 2 subunit beta
Futative RMA-binding protein LucT-like 2

FHD and RIMG finger domain-containing prote...
PAX3- and PAXT-binding protein 1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein LU-i...
LIME-1 ty pe transposase domain-containing p...
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FATE regulatory MSL complex subunit 1-like p...
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Ainda com relagdo a localizacdo tumoral, também foi analisada a

expressao dos tumores localizados na prega vocal versus o tecido displasico

correspondente, conforme mostra na tabela 8.

Tabela 8: Amostras comparadas na andlise 7.

Paciente Tecido Tumoral

Tecido Displasico

50 - Homem 50T
73 — Homem 73T

50DM
73DM

Legenda: T: Tecido Tumoral, DM: Displasia Moderada.

Como resultado dessa analise, foram encontradas um total de 4867

proteinas, sendo 12 hiperexpressas e 12 hipoexpressas no tecido tumoral da

pegra vocal, conforme demonstrado no quadro 8 e figura 11.
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Quadro 8: Representa as proteinas hiper e hipoexpressas na andlise 7, juntamente com o

gene responsavel pela codificacdo da proteina, o fold change (FC) e o inverso do fold change

(Inv FC), valor de p (p-valor) e fungéo da proteina encontrada.

PROTEINAS HIPEREXPRESSAS

PROTEINA GENE FC p-valor FUNCAO
Ubiquitin-like modifier-activating enzyme Regulagéo de ciclo
ATG7 ATG7 7,874488 | 0,000136 celular
Glutathione S-transferase kappa 1 GSTK1 0 0,000888 | Detoxificagao celular
Acetyl-CoA carboxylase 1 ACACA | 1,91549 |0,001982 S'”teZ‘ia‘l‘z :C'dos
Nipped-B-like protein NIPBL 1,842406 | 0,002837 | Coeséao cromatidica
Eukaryotlc translation initiation factor 3 EIF3H 0 0,002895 Sintese proteica
subunit H
Kinetochore-associated protein NSL1 NSL1 0 0,004329 Fo_rmagao do
homolog cinetocoro
Zinc finger protein 316 ZNF316 | 5,682632 | 0,005049 | Fator transcripcional
60S ribosomal protein L8 RPL8 0 0,00545 Sintese proteica
. . Cascata de sinalizagao
Peroxiredoxin-1 PRDX1 4,370567 | 0,006632 de fator de crescimento
Potassium voltage-gated channel subfamily H
member 4 KCNH4 0 0,00709 transporte
Alpha-1,3-mannosyl-glycoprotein 4-beta-N- MGAT4D 0 0007788 Metabolismo de
acetylglucosaminyltransferase-like protein MGAT4D ’ carboidratos
Adeséo e
Integrin beta-4 ITGB4 1,751492 | 0,009531 | remodelamento celular,
fator transcripcional
PROTEINAS HIPOEXPRESSAS
PROTEINA GENE Inv FC | p-valor FUNCAO
Protein FAM133B FAM133B | -19,2854 | 0,00045 Desconhecida
, . . ] Regulacao
Programmed cell death 6-interacting protein | PDCD6IP | -3,33365 | 0,001465 transcripcional
Serine/arginine repetitive matrix protein 1 SRRM1 -2,14002 | 0,002352 Sintese proteica
N - i Regulacéo
E3 ubiquitin-protein ligase TTC3 TTC3 1,75958 | 0,004005 transcripcional
- Codifica enzima
Phosphomevalonate kinase PMVK 0 0,00538 peroxissomal
. . . Regulacao
Retinoblastoma-like protein 2 RBL2 0 0,005973 transcripcional
Ribosomal biogenesis protein LAS1L LAS1L 0 0,006326 Sintese proteica
, i Regulacao
Nance-Horan syndrome protein NHS 14,3985 | 0,007714 transcripcional
GDP-fucose protein O-fucosyltransferase 2 POFUT2 0 0,00776 Desconhecida
. . Trasnportador
Mitoferrin-2 SLC25A28 0 0,008039 mitocondrial de ferro
Extracellular sulfatase Sulf-1 SULF1 0 0,008772 Desconhecida
Protein FAM91A1 FAM91A1 | -93,1395 | 0,008804 Desconhecida
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Figura 11: Cluster hierarquico analise 7.

Agrupamos na andlise 8 (tabela 9) os tumores que estavam em outras
localizacbes da laringe que nao a prega vocal e comparamos a expressao no
tecido tumoral versus tecido normal. Encontramos um total de 4817 proteinas,
sendo 2 hiperexpressas e 5 hipoexpressas no tecido tumoral, conforme mostra
o quadro 9. O cluster hierarquico esta representado na figura 12.

Tabela 9: Amostras comparadas na andlise 8.
Paciente = Tecido Tumoral Tecido Normal

6 — Homem 6T 6N
9 — Mulher oT 9N
38 - Homem 38T 38N
43 — Homem 43T 43N
52 - Homem 52T 52N

Legenda: T: Tecido Tumoral, N: Tecido Normal.
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Quadro 9: Representa as proteinas hiper e hipoexpressas na andlise 7, juntamente com o gene
responsavel pela codificacdo da proteina, o fold change (FC) e o inverso do fold change (Inv FC),

valor de p (p-valor) e funcéo da proteina encontrada.

PROTEINAS HIPEREXPRESSAS

PROTEINA GENE FC p-valor FUNCAO

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor Sinalizagao de
type 13 PTPN13 | 4,40769 | 0,0018935 crescimento celular

Thymidine phosphorylase TYMP 12,28356 | 0,004587 Fator angiogénico
PROTEINAS HIPOEXPRESSAS
PROTEINA GENE Inv FC | p-valor FUNCAO
Glutamine--tRNA ligase QARS -47,0878 | 0,002251 Sintese proteica
Cadherin-1 CDH1 0 |0006321 | Matrizextracelular-

adesao

Cleavage and polyadenylation specificity CPSF6

factor subunit 6 -4,94326 | 0,007113 Sintese proteica

Elongation factor 2 EEF2 -1,75548 | 0,007175 Sintese proteica
. . Sinalizagao de
Periplakin PPL -25,8909 | 0,007755 crescimento celular

38T
6T
527
aT
43T
S52M
38N
43N
G
aM

Elongation factor 2

Cleavage and polyadenylation specificity factor s
Glutamine—tRMA ligase

Periplakin

Cadherin-1

Thymidine phospharylase

Tyrasine-protein phosphatase non-receptor type 13

Figura 12: Cluster hierarquico analise 8.



76

5. DISCUSSAO

Quando analisamos a expressao das proteinas na andlise 1 referente as
amostras dos 13 pacientes agrupados, verificamos a presenca de 19 proteinas
com valor de p menor que 0,01, sendo 13 hiperexpressas e 6 hipoexpressas no
grupo A. Chama atencéao a proteina U3 small nucleolar RNA-interacting protein
2 que é 32,93 vezes mais expressa no grupo A e a Rho GTPase-activating
protein 21 que é 7,68 vezes mais expressa também no grupo A e a proteina
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 1 que nédo tem expresséo
nenhuma no grupo B. Podemos citar também as proteinas BCL-6 corepressor
(8,38 x) e a Paternally-expressed gene 3 protein (9,80x) que apresentam
hipoexpressao do grupo A.

No entanto, quando partimos para a analise 2 referente aos pares
perfeitos, verificamos a expressdo das amostras de pacientes que temos o
pareamento do tecido tumoral versus tecido normal, e caimos para um total de
9 proteinas com valor de p menor que 0,01, sendo 4 proteinas hiper e 8
hipoexpressas no tecido tumoral. Sendo que as proteinas Myeloperoxidase
(14,94x) e Thymidine phosphorylase (12,37x) estdo mais expressa no tecido
tumoral. Com relacdo a hipoexpessao temos a proteina Antithrombin-Ill que
nao se expressa no tecido tumoral e a Glutamine--tRNA ligase que apresenta
uma expressao 52,65 vezes maior, além da proteina Rho guanine nucleotide
exchange factor 1 que esta 48,92 vezes menos expressa no tecido tumoral.

A outra proteina hiperexpressa € a 60S acidic ribosomal protein P1
(2,67x) e as proteinas hipoexpressas sao: ATP synthase subunit alpha,
mitochondrial (3,83x), Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK
(16,31x).

Ao compararmos a analise 1 (grupo geral) x andlise 2 (pares perfeitos)
encontramos apenas 2 proteinas em comum: Tenascin e Thymidine
phosphorylase. As duas proteinas se encontram hiperexpressas em ambas as
andlises, sendo respectivamente 4,27 e 4,56 vezes mais expressas no grupo A
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da analise 1 € 3,09 e 12, 37 vezes mais expressas no tecido tumoral na analise
2.

Essa comparacao entre a analise 1 e 2, grupo geral e pares perfeitos é
importante porque quando analisamos o0s tecidos coletados como um todo,
incluindo na mesma andlise e pareando tecido tumoral x tecido normal, tecido
displasico x tecido normal, tecido tumoral X tecido displasico e incluimos
recidivas e tecido pdés quimio e radioterapia fazemos uma andlise geral e
encontramos um grande numero de proteinas que tem uma variagao individual
na sua expressdao. Com o pareamento diminuimos esse efeito, e com isso,
facilitamos a identificacdo das proteinas que poderiam ser realmente
consideradas biomarcadores. Além disso, utilizamos o p-valor menor que 0,01
(p<0,01) para selecionar as proteinas que tiveram um efeito diferencial de
expressao mais significativo.

Com isso, apesar de no grupo geral termos um maior numero de
proteinas, as proteinas que poderiam ter um maior potencial seriam as do
grupo pareado.

Com relacao as proteinas hiperexpressas encontradas na analise 2,

temos:

v Thymidine phosphorylase

A proteina thymidine phosphorylase, é codificada pelo gene TYMP,
pertencente a familia das timidinas fosforilases e localizado em 22 q13.33%°6%°7,

Este gene codifica um fator angiogénico, que promove a angiogénese in
vivo e estimula o crescimento in vitro de uma variedade de células endoteliais,
tendo um papel na manutengédo da integridade dos vasos sanguineos. Tem
uma especificidade para células alvo altamente restrito que atua apenas sobre
as células endoteliais. E responsavel também por regular os niveis de timidina
intracelulares e no plasma. As moléculas produzidas sdo entdo utilizadas como
fontes de carbono e de energia ou no resgate de bases de pirimidina para a
sintese de nucleétidos. Pode desempenhar um papel importante na progressao
do tumor, evitando a apoptose induzida por hipoxia. A timidina fosforilase
aumenta a invasdo de células tumorais através da inducdao de genes
relacionados com a invasao celular. A hiperexpressao dessa proteina é

frequentemente relacionada a um prognéstico ruim e metastase®”2%2%°,
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A proteina thymidine phosphorylase, estd envolvida com artrite
reumatoide, doenca inflamatéria intestinal, aterosclerose, psoriase,
glomerulonefrite crénica, encefalomiopatia mitocondrial neurogastrointestinal
(MNGIE), sindrome do esgotamento do mitocondrial 1 (MTDPS1), além de
tumores gastrointestinais, de mama, de bexiga e tumores de cabeca e
pescogo?*®.

Em 2004 Hitt R et al.,, estudaram a combinagdo de cisplatina e
capecitabina em pacientes com células escamosas de cabeca e pescogo ou
recidivas, e os parametros foram correlacionados com a expressao de timidina
fosforilase (TP), timidilato sintetase (TS), receptor do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGFR) 1-3, e a densidade de microvasos (MVD). Foram
escolhidos para o estudo pacientes que passaram por quimioterapia, quimio e
radioterapia concomitantes, ou pacientes que nao haviam passado por nenhum
tratamento prévio. Os pacientes receberam cisplatina e capecitabina por 3
semanas. Um total de 41 pacientes receberam 194 ciclos. No total, 16
respostas completas (39%) e 12 respostas parciais (29%) foram
documentadas, para uma taxa de resposta global de 68%. A expressao
citoplasmatica de TP teve maior prevaléncia em pacientes com tumores de
laringe se comparado as outras localizagdes, e em pacientes com recidiva se
comparado com pacientes com tumores primarios. Portanto concluiram que a
combinacao de cisplatina e capecitabina é eficaz tanto em tumores primarios
quanto em recidivas®®.

Em 2008 Liu Y et al. estudaram a expressao da timidina fosforilase (TP),
midkine (MK) e MVD marcado com anticorpo CD105 em carcinoma de células
escamosas da laringe juntamente com seu significado clinico. Para isso
analisaram por imuno-histoquimica 43 pacientes e correlacionaram com o
estadiamento tumoral e mestastase ganglionar. Concluiram que a metastase
em linfonodo e MVD marcado com anticorpo CD105 foram fatores progndsticos
independentes. Concluiram também que tanto a timidina fosforilase quanto a
MK sdo importantes para a angiogénse em CEC de laringe, e estao
intimamente correlacionados com o progresso deste tipo tumoral e a metastase
em linfonodos. TP e MK podem afetar a progressao e progndstico do tumor
através da promocao da angiogénese. Sendo assim, sugerem que a detccéo
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combinada de TP, MK e CD105 podem ser valiosos marcadores tumorais e de
fator progndstico para o CEC de laringe®®".

Em 2009, Saito K et al. estudaram dois biomarcadores moleculares:
timidina fosforilase (TP) e dihidropirimidina-desidrogenase (DPD). O objetivo do
estudo foi avaliar se esses dois biomarcadores poderiam ser clinicamente util e
melhorar o resutado quimioterapico da capecitabina no tratamento de
carcinoma de células escamosas do pesco¢co e cabega humana. Para isso
fizeram a transcriptase reversa de reacdo em cadeia da polimerase e
determinaram os niveis de expressdao de TP e DPD em diferentes linhas
delulares de CEC. A relagdo TP/DPD foi calculada e comparada com a quimio-
sensibilidade relativa entre as linhas celulares apds tratamento com
capecitabina. O efeito da expressao foi avaliado também em um modelo animal
por imuno-histoquimica para detectar a expressao da DPP e TP in vivo. No
entanto, ndo encontraram correlacao entre a sensibilidade de capecitabina e os
niveis de expressao relativa de TP ou DPD nas linhas celulares de carcinoma
de células escamosas de cabeca e pescocgo testadas. Porém foi observada
correlagdo significativa entre o TP e DPD contra a resisténcia aos
medicamentos. Além disso, demonstram que a expressao do transgene de TP
reforga significativamente o efeito tumoricida de capecitabina nesse tipo
tumoral, este efeito anti-tumor foi observada até 30 dias apdés o tratamento.
Com esses resultados, sugeriram que pacientes com CCECP poderiam ter um
beneficio maior usando quimioterapia a base de capecitabina se pudessem ser
identificados através da andlise do TP em relacdo a DPD nos seus tumores.
Demonstaram também o potencial papel da terapia genética TP em relagao a
DPD para otimizar o efeito tumoricida de capecitabina®?.

A partir dos nossos resultados e dos artigos acima citados, podemos
sugerir que essa proteina seja usada como biomarcador de progressao

tumoral.

v Tenascin
A proteina tenascin pertence a familia das tenascinas e é codificada pelo

gene TNC localizado em 9q33.1%632%4

. Tem fungdo estrutural e é uma
glicoproteina de matriz extracelular que tem um papel importante na

remodelacao de tecidos, implicando na orientagdo dos neurénios, bem como
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migrando axdnios durante o desenvolvimento, plasticidade sinaptica, bem

como a regeneracdo neuronal®®.

Essa proteina tem a capacidade de
aumentar a migracao e invasao das ceélulas cancerigenas ja que estimula a
proliferacdo de células de tumorais. Ela se expressa em torno dos vasos
angiogénicos em muitos tumores e ha evidéncias de que promove e regula a
angiogénese in vitro e in vivo®®®. Sendo assim ela se expressa em tumores em
geral. Além disso, em pacientes com glioma, estudos clinicos revelaram uma
inibicdo da angiogénese do tumor através da aplicacdo de anticorpos dirigidos
contra a tenascina C?®. Para cancer de pulmao, célon e cérebro, a
hiperexpressdo da tfenascin correlaciona-se com um progndéstico ruim,
enquanto que em outros tipos tumorais ainda ndo existe uma correlagéo clara
entre a tenascin e a taxa de sobrevida ou malignidade tumoral®®*. Na busca de
novos biomarcadores tumorais, seja de diagnéstico ou de progndéstico, os
niveis de tenascin foram muitas vezes analisados em soro de pacientes com
cancer e o seu valor como potencial biomarcador foi avaliado, porém embora
fossem encontrados niveis séricos elevados dessa proteina sua utilizagao
como biomarcador ainda € questionavel, ja que sua expressdao também esta
correlacionada com inflamaco e ou infecgao®®.

Yoshida T et al. j& concluiram através de um estudo com displasia e
células de carcinoma de laringe, que a proteina tenascin esta envolvida na
proliferacdo e migracao celular®’.

Juhdsz A et al. 2000, estudou o padrdo de expressdo de tenascin na
progressdo de tumores de laringe e hipofaringe, ja que a sua expresséo e
distribuicdo pode ter uma influéncia significativa sobre a proliferagéo e invasao
de células tumorais. Em tumores de laringe foi encontrada na fase inicial de
crescimento uma acentuada producdo de tenascin, que em fase posterior
também foi encontrada, porém com maior significancia. J& nos tumores de
hipofaringe, essa producdo foi encontrada hiperexpressa j& em fase muito
precoce do desenvolvimento tumoral. Concluiram entdo que o acumulo de
tenascin nos vasos sanguineos tumorais € um indicativo de prognéstico
desfavoravel*®®.

Em 2000, Goussia AC et al. estudaram a expressao da tenascin (TN),
em 35 pacientes com carcinoma invasivo de laringe, 12 com carcinoma in situ,

41 com displasias, 10 com papiloma e 18 casos com queratose, utilizando
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anticorpo monoclonal TN2 em tecido embebido em parafina. A expressao de
TN foi correlacionada com a expressao de fibronectina, CD44 e proteinas
catepsina D (CD), com os indices de proliferagdo Ki-67 e proteina nuclear de
proliferacao celular (PCNA), bem como com as variaveis clinico-patoldgicas
convencionais. Os tumores mostraram uma expressdo mais significativa se
comparado com as lesdes benignas. O mesmo aconteceu quando comparados
carcinoma invasivo com carcinoma in situ. No entanto a relagdo de expressao
de TN com o grau histoldgico e atividade proliferativa foi insignificante. Conclui-
se com este trabalho que a expressdao de TN pode estar envolvida no
mecanismo de desenvolvimento de lesbes da laringe e pode ajudar a prever o
risco de progressio de lesdes pré-cancerigenas do tumor®®,

Zhang S et al. 2002, investigaram a expressao da proteina tenascin em
lesdes epiteliais de laringe, explorando sua relagdo com este tipo de tumor.
Para isso usou o método de imuno-histoquimica em 4 pacientes com
leucoplasia de laringe, 8 com papiloma, 7 com carcinoma in situ e 39 com
carcinoma de células escamosas de laringe. Apos as analises, nao encontrou
expressdo dessa proteina nos pacientes com leucoplasia e papiloma. Nos
pacientes com carcinoma in situ foi observada uma pequena mancha e nos
pacientes com carcinoma de células escamosas foi observada uma mancha
muito mais forte. Foi observada ainda a expressao entre os diferentes estadios
de T e grau histolégico do tumor, que se demonstraram insignificantes. No
entanto foi encontrada significancia nos casos com metastases em linfonodos
se comparados com aqueles sem metastase ganglionar. Concluiram entdo que
a expressao da fenascin pode estar envolvida na oncogénese e metastases do
carcinoma de células escamosas da laringe®™.

Na nossa amostra esse padrao de expressdao também foi observado, ja
que temos hiperexpressdo dessa proteina nos tumores analisados. Em
especial na andlise 2, observamos que a presenca dessa proteina no grupo
tumoral é 3,09 vezes maior que no grupo das células normais. Portanto, nosso
estudo reforga essa hipotese.

Charalabopoulos K et al. em 2005, estudaram a expressao e distribuicao
das integrinas, moléculas de adesdo em pacientes com carcinoma de células
escamosas da laringe. Apbés a transformacdo da célula normal em célula

tumoral, foram observadas varias alteragdes nas moléculas de adesao,
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especialmente a despolarizacdo de algumas integrinas, como alpha6beta4,
alpha3betal, alpha2betal, bem como a presenca de alpha6betal integrina no
epitélio da célula tumoral. Além disso, a regulagcdo positiva da integrina
alpha5betal é um fator progndstico negativo. Em casos de cancer de laringe,
essa desorganizagcao dos componentes da membrana basal (lamininas 1 e 5,
colageno tipo IV, tenascina, fibronectina), que representam integrinas ligantes,
foi encontrado. Isto é devido a destruicao parcial ou completa da membrana
basal, que permite assim o extravasamento e a migragao das células tumorais.
Esses fendmenos foram observados em maior grau em tumores mostrando um
prognéstico ruim, induzindo a pensar que estes danos sao importantes no
processo tumoral. Dessa forma concluiram que embora esse processo seja de
extrema importancia, ainda sdo necessarios mais estudos para estabalecer
essa proteina como um possivel biomarcador para o diagndstico precoce do
cancer de laringe e alcancar a decisdo sobre as estratégias terapéuticas

adequadas no cuidado desses pacientes®’".

v 60S acidic ribosomal protein P1

A 60S acidic ribosomal protein P1 desempenha um importante papel da
sintese de proteinas. Pertence a familia das proteinas ribossomais L12P, é
codificada pelo gene RPLP1 que se localiza em 15q23272273274,

Este gene codifica uma fosfoproteina ribossomal que € um componente
da subunidade 60S. Ao contrario da maioria das proteinas ribossomais, que
séo basicas, a proteina codificada em questdo é acida. A sua extremidade C-
terminal € quase idéntica as exiremidades C-terminais da fosfoproteinas
ribossomais PO e P2. A proteina P1 pode interagir com PO e P2 para formar um
complexo pentamérico que consiste em dimeros P1 e P2, e um monémero PO.
A proteina esté localizada no citoplasma. Duas variantes de splicing alternativo
de transcritos que codificam proteinas diferentes foram observados. Tal como é
tipico para os genes que codificam proteinas ribossomais, existem varios
pseudogenes processados deste gene disperso em todo o genoma®".

Alguns trabalhos ja descreveram essa proteina como possivel
biomarcador para melanoma®’®. Foi descrito também em tumores de mama,

préstata, ovario e em tumores de colon?’”:278:279,
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Para tumores de laringe, nosso estudo é o primeiro que evidéncia a

expressao dessa proteina.

v Myeloperoxidase

A myeloperoxidase é uma proteina que atua no sistema imunoldgico.
Pertence a familia das peroxidases e é codificada pelo gene MPOQO, localizado
em 17q22280,281,282.

Sendo essa proteina ligada ao sistema imunolégico, espera-se que
tenha hiperxpressdo na presenca do tumor, j& que 0 organismo responde a

invasao celular.

Ja com relacao as proteinas hipoexpressas temos:

v Rho guanine nucleotide exchange factor 1

Essa proteina € codificada pelo gene ARHGEF1, localizado em
19q13.22824  Tem funcdo ativadora de GTPase e realiza as ligacdes
proteicas®®. Além disso, estimula o intercambio de nucleotideos guanina para
Rac e Rho, tem um papel fundamental em diversos processos celulares que
sao iniciados por estimulos extracelulares que funcionam através de receptores
acoplados a proteina G, regula a migracdo e adesado de células B da zona
marginal, e esta regulacdo parece ser necessaria para estas células para
contribuir para a resposta de anticorpos a antigenos TD, é exigido pelas células
T para o desenvolvimento de hiper-reatividade das vias aéreas e
inflamagao?®>2%°.

Portanto caso ocorra a inativacdo dessa proteina, a resposta
imunoldgica sera diminuida e o crescimento tumoral aumentado, dessa forma a

hipoexpressao pode ser um indicativo de mau prognadstico.

v Glutamine--tRNA ligase

A glutamine--tRNA ligase é codificada pelo gene QARS, localizado em
3p21.3128728_ gua principal funcdo é sintese proteica, mas desempenha um
papel critico no desenvolvimento do cérebro, sendo altamente expresso no
cértex cerebral do feto, particularmente na zona ventricular, zona subventricular

interior, zona subventricular exterior e placa cortical, devido a isso esta
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envolvida na microcefalia progressiva com convulsdes e atrofia cerebral e
cerebelar (MSCCA)?82%9,

Essa proteina também se encontra hipoexpressa na analise 8, sendo
esse o primeiro estudo a relatar a hipoexpressao da proteina glutamine--tRNA.

v Antithrombin-Ill

A proteina antithrombin-Ill (AT-lll) € membro da superfamilia das
serpinas e é codificada pelo gene SERPINCT1, localizado em 1¢25.12%0%%1 E o
mais importante inibidor de serina-protease do plasma, inibe a trombina, bem
como outras proteases de serina ativadas do sistema de coagulacéo, e regula
a cascata de coagulacdo sanguinea. AT-Ill inibe a trombina, matriptase-3 /
TMPRSS7, bem como factores 1Xa, Xa e XI-A. A sua atividade inibitéria é muito
aumentada na presenca de heparina®?2%, Esta relacionada a deficiéncia de
antitrombina Il (AT3D).

Estudos sugerem que a Antithrombin-lll possa ser usada como
biomarcador  preditivo para meningiomas, tumores gastricos e
hepatocelular?®*29°:2%

Com relacao aos tumores de laringe, apenas um trabalho foi encontrado,
porém foi estudado em soro em pacientes com esse tipo tumoral, 0 que néo

nos permite fazer comparagoes.

v ATP synthase subunit alpha, mitochondrial
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial € uma proteina codificada

pelo gene ATP5A1 localizado em 18g21.1%97:2%

. Este gene codifica uma
subunidade da ATP da sintase mitocondrial e catalisa a sintese de ATP,
utilizando um gradiente eletroquimico através da membrana interna durante a
fosforilacao oxidativa. Dessa forma, sua funcao principal é sintese de ATP e
regulacdo negativa de divisao celular?®3%,

Esta expressa em tecidos como pulmao, coracao, figado, intestino e rim
e em niveis mais elevados no cérebro fetal, retina e medula espinhal®. Esta
ligada a deficiéncia de fosforilagdo oxidativa 22 (COXPD22)%%°.

O nosso estudo € o primeiro a relatar a hipoexpressao dessa proteina.
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v Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK

A neuroblast differentiation-associated protein AHNAK é expressa pelo
gene também chamado de AHNAK, localizado em 11q12.3%°"3%_ Sua funcéo é
atuar no controle de expressao génica e migracao celular, ja que esta envolvido
em vias de transducdo de sinal, também esta envolvido com a sinalizacao de
célcio por meio de interagdes proteina-proteina e tem funcao critica durante a
resposta CTL, que normalmente € necesséaria para combater o céancer ou
infeccdes virais®®°.

Dumitru CA et al. em 2013, estudaram o papel de AHNAK na
fisiopatologia de 83 tumores de laringe com relacdo a sobrevida global e
concluiram que que hiperexpressao dessa proteinas estd associada a menor
taxa de sobrevida®®.

No entanto na nossa amostra essa proteina se apresentou
hipoexpressa, resultado contrario ao estudo acima citado.

Em 2014 Weller P et al., estudaram AHNAK como marcador tumoral
para cancer de laringe e concluiram que tinha valor prognostico muito forte se
comparado a outros marcadores>®.

Portanto para essa proteina em especial, ainda sdo necessarios mais

estudos para concluir se pode ser realmente usada como biomarcador.

Foi realizada também uma anélise dos pacientes com recidiva tumoral, a
analise 3. Nessa analise foram encontradas 26 proteinas, sendo 12 hiper e 14
hipoexpressas no tecido tumoral. Vale chamar a atencdo para as proteinas
codificadas pelos genes ARRB2, GALNT12, PGM2, LRRC28 e EPC1, que
estao hiperexpressas no tecido tumoral, ndo apresentando expressao no tecido
normal. J& as proteinas codificadas pelos genes GUCY1A3, C3orf58, PAX6,
C11orf95, PCDHGA1, CDC25A, COMMD10, FCGBP, TRAFD1 e SNX17 nao
se expressam no tecido tumoral.

Nessa andlise vale ressaltar também a presenca da proteina DNA
repair-scaffolding protein, codificada pelo gene SPIDR, cuja fungéo principal é
reparo de DNA, que se encontra 291,26 vezes mais expressa no tecido
tumoral.

Ao correlacionar nossos dados com as informagdes descritas na

literatura, percebemos que com relacdo as proteinas hiperexpressas
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codificadas pelos genes KTN1, ARRB2, SPIDR, GALNT12, PGM2, JMJD1C,
SLC5A13, LRRCZ28, EPC1, RPS8, RPS10, EEAT e as proteinas hipoexpressas
codificadas pelos genes GUCY1A3, NCOR1, C3orf58, PAX6, GOLGAZ,
C11orf95, PCDHGA7, COMMD10, FCGBP, TRAFD1, SNX17 este trabalho é o
primeiro a relatar a variacao de expressao em recidiva tumoral de laringe.

Para as proteinas codificadas pelos genes S100A10, CDC25A e MTDH,
foram encontrados trabalhos relacionados com cancer de laringe, porém
nenhum deles relata a interacdo com recidiva tumoral, sendo novamente nosso

estudo o primeiro a fazer esse relato. Abaixo o que encontramos na literatura.

v Protein S100-A11

A protein S100-A11, pertence a familia S-100 e é codificada pelo gene
S100A11, localizado em 1g21.3%%3%7. E responsavel pela regulagdo celular,
facilitando a diferenciacdo e a cornificacdo de queratindcitos®®3%. Esta
associada ao cancer colorretal, cAncer pancreatico e cancer de mama.

Foi encontrado apenas um artigo de 2013 sobre laringe, onde Wang C et
al. propuseram estudar a proteina S100A11 em tumores de laringe, ja que sua
funcdo exata neste tipo tumoral ainda é desconhecida. Para isso, analisaram
tumores primarios e tecidos tumorais adjacentes de carcinoma de células
escamosas de laringe por Western Blot e transcricao reversa semi-quantitativa
da reacao em cadeia da polimerase (RT-PCR) ou PCR quantitativo em tempo
real, (Q-RT-PCR), respectivamente. A proliferacdo celular, a formagdo de
colénias, os ensaios de migracdo e cicatrizacao foram realizados para avaliar
se o0 siRNA poderia influenciar o comportamento biolégico de carcinoma de
laringe humano em células Hep-2 in vitro. Com isso verificaram que tanto os
niveis de RNA como o da proteina S100A10 estavam hiperexpressos em tecido
tumoral de laringe quando comparados ao tecido normal correspondente. Além
disso, demonstraram também que a expressdo dessa proteina poderia induzir
a migracdao, mas nao a proliferacdo das células Hep-2 usadas in vitro. Com
esses resultados destacaram a importancia de S100A11 na progressao do
cancer de laringe e sugeriram que a desregulacao do S100A11 pode contribuir
para a progressdo metastatica neste tipo tumoral®®®.

No nosso estudo essa proteina se apresentou hipoexpressa no tecido
tumoral de pacientes com recidiva de tumor de laringe.
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v M-phase inducer phosphatase 1

A proteina M-phase inducer phosphatase 1 € membro da familia das
proteinas fosfatases e € codificada pelo gene CDC25A localizado em
3p21.3131%%1" Sua principal funcdo é induzir a mitose, progressdo da fase G
para a fase S*'°.

A hiperexpressdo de CDC25A foi associada com menor sobrevida global
para pacientes com cancer de mama, além disso, pode ser usado como
biomarcador confiavel para predizer o prognéstico em mulheres com cancer de
mama peri e pdés-menopausa®’?. Estudo sugere que CDC25A, pode ser
considerado um novo biomarcador para prever a eficacia da radioterapia em
pacientes com tumor colorretal®'®.

A respeito dos tumores de laringe, foram encontrados dois estudos,
ambos de 2007 e do mesmo grupo. O primeiro tem como objetivo avaliar os
niveis de expressao de CDC25A, CDC25B, os parametros clinicos e tempo de
sobrevida global de pacientes com carcinoma de células escamosas de laringe.
Para isso usaram 46 blocos de parafina de tecido de pacientes que fizeram
cirurgia para a retirada do tumor e utilizaram anticorpos policlonais contra
CDC25A e CDC25B para examinar a expressao das proteinas. A expressao de
antigénio Ki-67 foi usada como um marcador de proliferagéo celular. O grupo
controle foi composto por 21 amostras de mucosa normal. Nao encontraram
correlacdo significativa entre as andlises e nenhuma das proteinas foi
relacionada com o tempo de sobrevida global. Dessa forma concluiram que a
expressao de CDC25A, CDC25B e o marcador de proliferacéo Ki-67 ndo estao
associados com progndstico em carcinoma de células escamosas de laringe'.

O outro estudo encontrado teve como objetivo avaliar os niveis
expressao de ciclina E/ A e CDC25A / B durante a carcinogénese de laringe. A
expressdo foi demonstrada usando imuno-histoquimica em 46 casos de
pacientes com cancer de laringe, 23 displasias epiteliais e 21 amostras de
mucosa normal. A hiperexpressao de ciclina A e CDC25A foi significativamente
associada com a proliferacao entre displasia. Ja a hiperexpressao da ciclina E
e CDC25B ocorre como um acontecimento tardio na transformagao neoplasica.
A expressao progressiva de proteinas suporta 0 modelo de vérias etapas dos
tumores de laringe. Os resultados indicaram possivel papel de ciclina A, como
um marcador que reflete a proliferacdo celular. Ja para a proteina CDC25A,
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sugere-se formacdo de células malignas em lesdes pré neoplasicas de
laringe®'°.

No nosso estudo s tivemos essa proteina expressa em tecido normal.

v Protein LYRIC

Protein LYRIC é codificada pelo gene MTDH, localizado em
8022.13'¢317 Atua no fator de transcrigao, regulando negativamente a atividade
do promotor SLC1A2 / EAAT2 quando expresso ativa o fator nuclear kappa-B
(NF-kappa-B), além de promover o crescimento independente de ancoragem
de melandcitos e astrocitos imortalizados que é um componente chave na
expansao das células do tumor. Promove a metastase do pulméo e também
tem um efeito sobre a metastase 6ssea e cérebro, possivelmente através do
aumento das células tumorais no endotélio do 6rgao alvo®'®.

Foi encontrado apenas um estudo entre essa proteina e cancer de
laringe. Este estudo compara o padréo de expressao proteica em 176 tumores
primarios e 27 controles normais por imuno-histoquimica e correlaciona com 0s
parametros clinicos. Os resultados demonstraram que 161 amostras (91,48%)
de tumor primario expressou a proteina, e que nos controles nao houve essa
expressdo. Aléem disso, a expressdo da MTDH foi significativamente associada
com o local primario do tumor, classificagdo de T, estadiamento clinico,
metastase e recorréncia. A analise de Kaplan-Meier revelou que a expressao
de MTDH foi significativamente associada com pior sobrevida livre de doenca e
sobrevida global em pacientes com tumor. Os pacientes com metastase
apresentaram alta expressdo de MTDH. Finalmente, a andlise multivariada
demonstrou que a expressdo de MTDH foi um fator prognéstico independente
tanto para sobrevida global sem a doenca como para a sobrevida com a
doenca. Concluiram entdo que a hiperexpressdo de MTDH foi fortemente
associada com o comportamento tumoral mais agressivo e pior progndstico,
indicando que MTDH é um biomarcador molecular valioso para a progressao
deste tipo de tumor®'®,

Novamente no nosso estudo sé tivemos essa proteina expressa em
tecido normal.

Ao compararmos essa andlise com a analise 2, onde temos apenas

tumores primarios, observamos que as proteinas expressas sao diferentes das
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encontradas na analise 3, mostrando que o padrao de expressao da recidiva é
diferente do padrao de expressao encontrado no tumor primario.

Pensando em tentar estabelecer uma conexdo entre variacdo da
expressao e a carcinogénese, avaliamos em separado a variagao entre tecido
displasico e tecido normal bem como tecido tumoral e tecido displésico.

Na analise 4, avaliamos tecido displasico X tecido normal, foram
encontradas 9 proteinas, sendo 4 hiperexpressa e 5 hipoexpressas no tecido
displasico, enquanto na analise 5 avaliamos tecido tumoral X tecido displasico,
foram encontradas 6 proteinas, sendo 4 hiperexpressas no tecido tumoral e 2
hipoexpressas. E ao comparar as analises 4 e 5 observamos que as proteinas
encontradas com p-valor menor que 0,01 s&o diferentes entre si.

Na analise entre tecido displasico e tecido normal, temos a
hiperexpressao das proteinas Integrator complex subunit 8 e Nucleolar protein
58, aléem da Speckle targeted PIP5K1A-regulated poly(A) polymerase e Zinc
finger protein 655 que se expressam somente no tecido displasico e a
hipoexpressdo das proteinas Electron transfer flavoprotein subunit alpha,
mitochondrial, Ras-related protein Rab-12 e Transitional endoplasmic reticulum
ATPase além da Protein phosphatase 2C-like domain-containing protein 1 e
Zinc finger protein 544 que nao se expressam no tecido displasico.

Ja na andlise entre tecido tumoral e tecido displasico, temos as
proteinas Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1, Lung adenoma
susceptibility protein 2, Zinc finger protein 470 e H/ACA ribonucleoprotein
complex subunit 4 hiperexpressas no tecido tumoral e as proteinas Serine--
tRNA ligase, cytoplasmic e XK-related protein 2 hipoexpressas, sendo a ultima
com expressao apenas no tecido displasico.

Assim, poderiamos pensar que quando o tecido é displasico teriamos
maior expressao das proteinas codificadas pelos genes INTS8 e NOP58, além
de TUT1 e ZNF655, sendo que no tecido tumoral a expressao dessas proteinas
se estabilizaria e passaria a aumentar a expressao das proteinas codificadas
pelos genes SND1, LAS2, ZNF470 e DKC1. Por outro lado, teriamos a
diminuicdo da expressdao do tecido normal para o tecido displasico das
proteinas codificadas pelos genes ETFA, RAB12 e VCP além das porteinas
codificadas pelos genes PP2D1 e ZNF544 em um passo seguinte, chegando a
célula tumoral, teriamos a diminuicdo da expressao das proteinas codificadas
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pelos genes SARS e XKRX. Sendo assim, essas proteinas poderiam ser
utilizadas como marcadores para essas fases da tumorigénese.

A tabela 10 mostra as proteinas encontradas nos diferentes tecidos
estudados nas analises 4 e 5, onde avaliamos respectivamente tecido

displasico versus tecido normal e tecido tumoral versus tecido displasico .

Tabela 10: Proteinas encontradas nos diferentes tecidos estudados nas
analises 4 e 5.

Tecido Normal Tecido Displasico Tecido Tumoral
ZNF544 Apenas ZNF655 Apenas
PP2D1 Tecido Normal | TUT1 Tecido DKC1
XKRX Displasico | ZNF470 Hipoexpressao
VCP  Hipoexpressdo | NOP58 Hiperxpressido | SND1 no Tecido
RAB12  no Tecido INTSS8 no Tecido | LAS2 Displasico
ETFA Displasico SARS Displasico

v Integrator complex subunit 8

A proteina Integrator complex subunit 8 € codificada pelo gene INTS8
localizado em 8q22%'932°, E uma subunidade do complexo integrador que esta
envolvido na clivagem de pequenos RNAs U1 e U2 nuclear®®'. Esta ligada com
tumor neuroepitelial disembrioplastico, deficiéncia de lipoproteina lipase e a
cancer gastrico em pacientes asiaticos®'%%,
Para tumores de laringe, nosso estudo é o primeiro que evidéncia a

expressao dessa proteina.

v Nucleolar protein 58

A Nucleolar protein 58 é codificada pelo gene NOP58 localizado em
2033.1%23%24  Esta relacionada com a biogénese da subunidade 60S
ribossomal®®. Sua principal funcdo é a formacdo de ribossomos, necessario
para a divisdo celular. Associado ao cancer de pulmdo, onde um estudo
identifica pela primeira vez, em pacientes ndo fumantes com adenocarcinoma
de pulmdo, mutagbes germinativas especificas que podem predispor a este

tumor®28,
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Para tumores de laringe, nosso estudo é o primeiro que evidéncia a

expressao dessa proteina.

v Speckle targeted PIP5K1A-regulated poly(A) polymerase
A proteina Speckle targeted PIP5K1A-regulated poly(A) polymerase é
codificada pelo gene TUTT localizado em 11q12.3%¥"328 Controla expressdo

génica e proliferacédo celular®®.

Ha um estudo que sugere que TUTT possa
atuar como supressor tumoral para o osteossarcoma®®.
Para tumores de laringe, nosso estudo é o primeiro que evidéncia a

expressao dessa proteina.

v Zinc finger protein 655

Zinc finger protein 655 é codificada pelo gene ZNF655, localizado em
7022.1%313% Pertence a familia das proteinas krueppel C2H2-type zinc-finger e
esta envolvida na regulagcdo da transcricdo, na ligacdo de DNA e nas
interagdes proteina — proteina®®.

Para tumores de laringe, nosso estudo é o primeiro que evidéncia a

expressao dessa proteina.

v Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1
A Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1 é codificada pelo

13333 E uma proteina multifuncional,

gene SND1 localizado em 7qg32.
envolvida na regulacdo da transcricdo, splicing e metabolismo do RNA.
Funciona como um fator de ligagdo entre STAT6 e fator de transcricao basal, e
como co-ativador de transcricdo para o Epstein-Barr virus antigeno nuclear 2
(EBNA2), estando relaciondo com sua via de infeccdo viral®*3%. Esta
relacionado também com a via de carcinogénese®®.

A expressao de SND1 tem sido observada em varios tumores, incluindo
tumores do célon, mama, prostata e carcinoma hepatocelular, indicando um
papel positivo dessa proteina na iniciagdo e progressdo do tumor®*’. Qutros
estudos ligam essa proteina com adenocarcinoma de pulméao e glioma, além
dos j& descritos acima, destacando SND1 como potencial alvo terapéutico®®.

Um estudo de 2009 de Kuruma H et al., confirma a expressao de SND1

em células de cancer de prostata utilizando a técnica de hibridizagao in situ.
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Observaram a expressao de SND1 em 60 dos 62 casos estudados e
concluiram que essa proteina é hiperexpressa em células tumorais, com
intensidade aumentada de acordo com o grau de agressividade tumoral, em
contrapartida, em amostras hiperplasicas e em epitélio normal a intensidade
teve fraca expressao e expressao negativa. Assim sendo pode ser considerado
um biomarcador promissor e também alvo terapéutico®>.

Ja o trabalho de Blanco MA et al.,, 2011 sugere que SND1 €& um
mediador funcionalmente e clinicamente significativo de metastase para cancer
de mama3®*¥.

Nao ha descrito na literatura estudos que liguem essa proteina a
tumores de laringe, sendo 0 nosso o primeiro trabalho a envidenciar tal fato. O
nosso trabalho mostra uma hiperexpressao dessa proteina no tecido tumoral
em comparagcdo com o tecido displasico, sugerindo que embora sejam
necessarios mais estudos a respeito, ela segue o mesmo padrdao encontrado
em outros tipos tumorais e por isso também pode ser sugerida como um

marcador de progressao tumoral.

v Lung adenoma susceptibility protein 2

A Lung adenoma susceptibility protein 2 é codificada pelo gene LAS2,
também conhecido como C180rf54, localizado em 18g21.2%*'**2. Desempenha
papel na proliferacdo celular e esta associado com adenoma e infarto de
miocardio inferior3#2343,

Foi encontrado apenas um trabalho descrevendo a supressao de LAS2
em adenocarcinoma de pulméo em ratos, o que implica que a perda de funcéo
de LAS2 pode ser um passo-chave para a carcinogénse em pulmao®*.

Uma vez que essa proteina estd envolvida na proliferacdo celular,
segundo nossos resultados em carcinoma de células escamosas de laringe ha
hiperexpressdo no tecido tumoral, aumentando a divisdo celular e

consequentemente a proliferagéo.

v Zinc finger protein 470
Zinc finger protein 470 é codificada pelo gene ZNF470, pertencente a
familia das proteinas krueppel C2H2-type zinc-finger, também conhecido como
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CZF-1, localizado em 19q13.43%*%%  Esta envolvida na regulacdo
transcriptional®*°.

Se encontra em nossa amostra com hiperexpressao tumoral.

Para tumores de laringe, nosso estudo € o primeiro que evidéncia a
expressao dessa proteina.

v H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4

H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4 € codificada pelo gene
DKC1 localizado em Xq28%*7** E necessario para a biogénese do ribossomo,
crescimento celular, proliferacdo e manutencéo dos teldmeros. E uma proteina
altamente dindmica ao longo do ciclo celular e aumenta os processos celulares
fundamentais que sao interrompidos por periodos de auséncia da sua funcéo
normal®*®. Esta associada com disqueratose congénita, ligada ao X (DKCX) e a
sindrome de Hoyeraal-Hreidarsson (HHS), além do aumento da
susceptibilidade ao desenvolvimento de cancer jA& que DCK7 é um gene
supressor tumoral®*’. Estudos sugerem a expressdo em tumores de célon,
mama e prostata®*°.

Estudos recentes identificaram regulacdo positiva do gene DKC1 em
associagao com varios tumores esporadicos. Analises do genoma sugerem que
DKC1 pode ser regulada pela oncoproteina c-MYC. E estd entre as proteinas
mais comumente desreguladoras do cancer. O estudo de Alawi F et al. 2007,
constatou que DKC1 ¢é alvo direto da transcricdo de ¢c-MYC e por isso sugere
que DKC1 esta ligado a hiperexpressdo de tumores>>'.

Essa proteina se encontra 15,14 vezes mais expressa nas células

tumorais de nossas amostras.

v Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mitochondrial

Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mitochondrial é codificada
pelo gene ETFA localizado em 15q24.2%2%2 Pertence a familia da subunidade
ETF alfa e é uma proteina transportadora®®. E responsavel por transferir
elétrons para a principal cadeia respiratéria mitocondrial via ETF
desidrogenase®*. Esta ligada a aciddria gultarica 2A (GA2A)**2. Na nossa
amostra essa proteina se encontrou hiperexpressa no tecido displasico se
comparada ao tecido normal.


http://www.uniprot.org/diseases/DI-00572
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Para tumores de laringe, nosso estudo é o primeiro que evidéncia a

expressao dessa proteina.

v Ras-related protein Rab-12
Ras-related protein Rab-12 é codificada pelo gene RAB12, localizado em

18p11.22 e pertence a familia do oncogene RAS®%%:356:3%7

. Desempenha papel
no transporte de proteina a partir da reciclagem de endossomos para
lisossomos®’. Esta associada ao cancer colorretal®*®.

Na nossa amostra essa proteina se encontrou hipoexpressa no tecido

displasico se comparada ao tecido normal e € o primeiro relato sobre a

evidencia da expressao dessa proteina em tumores de laringe.

v Transitional endoplasmic reticulum ATPase

Transitional endoplasmic reticulum ATPase é codificada pelo gene VCP,
localizado em 9p13.3%°3%¢° A proteina codificada por este gene é um membro
de uma familia que inclui proteinas de ligagdo a ATP envolvidos no transporte
de vesiculas e fusdo. E uma proteina estrutural envolvida na formacdo do
reticulo endoplasmatico de transicao (TER). Utiliza a energia derivada da
hidrélise de ATP para modificagdes conformacionais de proteinas alvo. E uma
proteina essencial, tendo papel em diversos processos biolégicos, como
degradacao associadas ao reticulo endoplasmatico, a fusdo da membrana
homotipica, controle transcricional, regulacdo do ciclo celular, autofagia e
regulacdo da degradacdo de proteinas na membrana mitocondrial externa®’.
Também envolvida na resposta a danos no DNA*'. Ha estudos relatando a
essa proteina com miopatia associada do corpo de inclusdo com a doenca de
Paget do osso e deméncia fronto-temporal (IBMPFD), esclerose lateral
amiotrofica (ELA), carcinoma hepatocelular, cancer colorretal, cancer de
esOfago, cancer de prostata, cancer de mama, cancer de pancreas, carcinoma
de células escamosas gengival, carcinoma da tirdide, carcinoma de células nao
pequenas de pulmao, cancer gastrico, leucemia, osteossarcoma, sindrome de
Werner, Doenga de Machado-Joseph, hepatite, doengca pulmonar obstrutiva

cronica e enfisema, colesterol e imunidade antiviral®®.
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Na nossa amostra essa proteina se encontrou hipoexpressa no tecido
displasico se comparada ao tecido normal, sendo 0 nosso o primeiro estudo a

evidenciar a expressdo dessa proteina em tumores de laringe.

v Protein phosphatase 2C-like domain-containing protein 1

Protein phosphatase 2C-like domain-containing protein 1 é codificada
pelo gene PP2D1, também conhecido como C3orf48 localizado em
3p24.3%23%3 gya funcio ainda é desconhecida®*.

Na nossa amostra apresenta expressao apenas no tecido normal.

v Zinc finger protein 544

Zinc finger protein 544 ¢ codificada pelo gene ZNF544 localizado em
19913.43. Sendo sua principal fungéo a regulagéo da transcrigao®°-¢°.

Na nossa amostra apresenta expressao apenas no tecido normal, sendo
este o primeiro estudo a evidenciar essa proteina em carcinoma de células

escamosas de laringe.

v Serine--tRNA ligase, cytoplasmic

A proteina Serine--tRNA ligase, cytoplasmic é codificada pelo gene
SARS, familia de tRNA amino-acilo classe Il, localizado em 1p13.3367:368:369,
Sua funcdo é catalisar a transferéncia de L-serina de tRNA%°.

Essa proteina foi encontrada hipoexpressa no tecido tumoral em relacao
ao tecido displasico, ou seja, temos uma expressdo maior no tecido displasico
0 que nos leva a sugerir que ela pode ser usada como um potencial
biomarcador de displasia. Para tumores de laringe, nosso estudo € o primeiro
que evidencia a expressao dessa proteina.

v XK-related protein 2

XK-related protein 2 € codificada pelo gene XKRX localizado em
X022.1%7°31 " Essa proteina esta relacionada com um componente do
complexo XK/Kell do grupo sanguineo Kell. A proteina codificada inclui varios
dominios transmembranares e pode funcionar como um transportador de

membrana®’?.
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Embora ndo existam artigos relacionando essa proteina a tumores, ela
foi encontrada em nosso estudo com expressao apenas no tecido displasico se
comparada com o tecido tumoral, 0 que nos leva a sugerir que mais estudos
devam ser realizados e que ela pode ser usada como um potencial
biomarcador de displasia.

Foi feita ainda uma analise separando as amostras por localizacéo
tumoral. Quando separamos a amostra por localizagdo tumoral, encontramos
uma variacdo diferente de proteinas. Encontramos um numero maior de
proteinas nas analises de tumores na prega vocal, 18 proteinas ao comparar
tecido tumoral de prega vocal com tecido normal e 24 proteinas quando
comparado o tecido tumoral da prega vocal com o tecido displasico, e a apenas
7 proteinas quando comparado tecido tumoral de outras localizagbes da laringe

com tecido normal.
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6. CONCLUSAO

Apés as analises, podemos concluir que:

Poderiam ser biomarcadores para o carcinoma de células escamosas de

laringe:
>

Protéinas hiperexpressas:
Thymidine phosphorylase
Tenascin

60S acidic ribosomal protein P1
Myeloperoxidase

Proteinas hipoexpressas:

Rho guanine nucleotide exchange factor 1
Glutamine--tRNA ligase

Antithrombin-Il|

ATP synthase subunit alpha, mitochondrial

Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK

Poderiam ser biomarcadores para a displasia laringe:

>

Protéinas hiperexpressas:
Zinc finger protein 655

Speckle targeted PIP5K1A-regulated poly(A) polymerase
XK-related protein 2

Nucleolar protein 58

Integrator complex subunit 8

Serine--tRNA ligase, cytoplasmic

Proteinas hipoexpressas:
Zinc finger protein 544

Protein phosphatase 2C-like domain-containing protein 1
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= Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mitochondrial
» Ras-related protein Rab-12

» Transitional endoplasmic reticulum ATPase

= H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4

= Zinc finger protein 470
» Lung adenoma susceptibility protein 2

= Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1

> A expresséo proteica do tumor primario parece ser diferente do
tumor de recidiva.

> Parece haver uma variacdo na expressao proteica dos tumores

localizados na prega vocal com relacao as outras regioes.
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8. ANEXOS

8.1 Anexo 1: Estagio do Sistema TNM

Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para o cancer da regiao
supraglética da laringe para a categoria T

Categoria T Tumor
Tx Informacdes insuficientes para a avaliagdo do tumor primario
T0 Nenhuma evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor limitado a uma sub-localizagdo anatémica da supraglote

com mobilidade normal da corda vocal

T2 Tumor invadindo a mucosa de mais de uma sub-localizagao
anatémica adjacente da supraglote ou glote ou regido externa a
supraglote (por ex: mucosa da base da lingua, a valécula, a

parede medial do seio piriforme) sem fixacao da laringe

T3 Tumor limitado a laringe com fixacdo da corda vocal e/ou
invadindo qualquer uma das seguintes estruturas: area poés-
cricoide, tecidos pré epigléticos, espaco para-glético, e/ou com
erosao minima da cartilagem tiredide(ex:cértex interna)

T4a Tumor invadindo toda a cartilagem tiredide e/ou estendendo-se
aos tecidos além da laringe(por ex: traquéia,partes moles do
pescoco, incluindo musculos profundos/extrinsecos da lingua,alga

muscular, tiredide e eséfago)

T4b Tumor invadindo espacgo pré-vertebral ou estruturas mediastinais

ou adjacentes a artéria carétida
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Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para o cancer da regiao
supraglética da laringe para a categoria N

Categoria N Linfonodos regionais
Ny Informagdes insuficientes para a avaliagao de linfonodos
regionais
No Linfonodos sem metastases
N, Metastase em um unico linfonodo homolateral de 3 cm ou

menos na sua maior dimensao

N, Metastase em um anico linfonodo homolateral de mais que
3 cm, mas ndo mais que 6 cm na sua maior dimensao,ou
em multiplos linfonodos homolaterais,nenhum deles com
mais que 6 cm na sua maior dimensao, ou em linfonodos
bilaterais ou contralaterais, nenhum deles maior que 6

cm em sua maior dimenséao

N2a Metastase em um Unico linfonodo homolateral maior que 3

cm mas nao mais que 6 cm na sua maior dimensao

N2b Metastase em multiplos linfonodos homolaterais, nenhum

deles com mais que 6 cm em sua maior dimensao

N2c Metastase em linfonodos bilaterais ou
contralaterais,nenhum deles com mais que 6 cm na sua

maior dimensao

N3 Metastase em um linfonodo maior que 6 cm na sua maior

dimensao
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Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para o cancer da regiao

supraglotica da laringe para a categoria M

Categoria M Metastase a distancia
Mx Informacgdes insuficientes para a avaliagdo de metastases
distantes
MO Sem metéstases distantes

M1 Metastases a distancia
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Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para o cancer da regiao
glética da laringe para a categoria T

Categoria T Tumor
Tx Informagdes insuficientes para a avaliagdo do tumor
primario
To Nenhuma evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ
T, Tumor limitado a corda(s) vocal(ais) (pode envolver a

comissura anterior ou posterior)com mobilidade normal
da(s) corda(s)

T1a Tumor limitado a uma corda vocal
T1b Tumor envolve ambas as cordas vocais
T2 Tumor que se estende a supraglote e/ou subglote, e/ou com

mobilidade diminuida da corda vocal

T3 Tumor limitado a laringe, com fixacdo da corda vocal e/ou
que invade o espaco para-glético, e/ou com erosao minima

da cartilagem tiredide(ex:cortex interna)

T4a Tumor que invade completamente a cartilagem tire6ide e/ou
se estende aos tecidos além da laringe(ex:traquéia, tecidos
moles do pescogo, etc)

T4b Tumor invade espago pré-vertebral, estruturas mediastinais
ou adjacentes a artéria carétida
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Critérios de classificagcdo do sistema de estadiamento TNM para a categoria N do
cancer da regido glética da laringe

Categoria N Linfonodos regionais
N, Informagdes insuficientes para a avaliagao de linfonodos
regionais
No Linfonodos sem metastases
N, Metastase em um Unico linfonodo homolateral de 3 cm

Ou menos na sua maior dimenséao

N, Metastase em um unico linfonodo homolateral de mais
que 3 cm, mas ndo mais que 6 cm na sua maior
dimensdo,ou em mudltiplos linfonodos homolaterais,
nenhum deles com mais que 6 cm na sua maior
dimensédo, ou em linfonodos bilaterais ou contralaterais,

nenhum deles maior que 6 cm em sua maior dimensao

N2a Metastase em um unico linfonodo homolateral maior que

3 cm mas ndo mais que 6 cm na sua maior dimensao

N2b Metastase em multiplos linfonodos homolaterais, nenhum

deles com mais que 6 cm em sua maior dimensao

N2c Metastase em linfonodos bilaterais ou contralaterais,
nenhum deles com mais que 6 cm na sua maior

dimensao

N3 Metastase em um linfonodo maior que 6 cm na sua maior

dimensao
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Critérios de classificacao do sistema de estadiamento TNM para a categoria M do
cancer da regido glética da laringe

Categoria M Metastase a distancia
Mx Informacgdes insuficientes para a avaliagdo de metastases
distantes
MO Sem metéstases distantes

M1 Metastases a distancia
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Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para a categoria T do

cancer da regido subglética da laringe

Categoria T Tumor

Tx Informagdes insuficientes para a avaliagdo do tumor
primario

To Nenhuma evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

T, Tumor limitado a subglote

T2 Tumor que se estende a corda(s) vocal(ais) com mobilidade
normal ou reduzida da mesma

T3 Tumor limitado a laringe com fixacao da corda vocal

T4a Tumor que invade a cartilagem tiredide ou cricoide e/ou se
estende a outros tecidos além da laringe(ex:traquéia,
tecidos moles do pescogo,etc)

T4b Tumor invade espacgo pré-vertebral, estruturas mediastinais

ou adjacentes a artéria carétida
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Critérios de classificagcdo do sistema de estadiamento TNM para a categoria N do
cancer da regido subglética da laringe

Categoria N Linfonodos regionais
Ny Informacgdes insuficientes para a avaliagdo de linfonodos
regionais
No Linfonodos sem metastases
N, Metéastase em um unico linfonodo homolateral de 3 cm ou

menos na sua maior dimensao

N, Metastase em um unico linfonodo homolateral de mais que
3 cm, mas nao mais que 6 cm na sua maior dimensao,ou
em multiplos linfonodos homolaterais, nenhum deles com
mais que 6 cm na sua maior dimensdo, ou em linfonodos
bilaterais ou contralaterais, nenhum deles maior que 6 cm

em sua maior dimensao

N2a Metastase em um Unico linfonodo homolateral maior que 3

cm mas nao mais que 6 cm na sua maior dimensao

N2b Metastase em mudltiplos linfonodos homolaterais,nenhum

deles com mais que 6 cm em sua maior dimensao

N2c Metastase em linfonodos bilaterais ou contralaterais,

nenhum deles com mais que 6 cm na sua maior dimensao

N3 Metastase em um linfonodo maior que 6 cm na sua maior

dimensao
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Critérios de classificacdo do sistema de estadiamento TNM para a categoria M do
cancer da regiao subglética da laringe

Categoria M Metastase a distancia
Mx Informacgdes insuficientes para a avaliagdo de metastases
distantes
MO Sem metéstases distantes

M1 Metastases a distancia




Grupos de estadiamento e caracteristicas TNM do cancer de cabeca e pescoco, da laringe.
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Estadio Cadigo
Estadio 0 Tis, NO, MO
Estadio | T1, NO, MO
Estadio Il T2, NO, MO
Estadio lll T1, N1, MO
T2, N1, MO
T3, NO, MO
T3, N1, MO
Estadio IVA T1, N2, MO
T2, N2, MO
T3, N2, MO
T4a, NO, MO
T4a, N1, MO
T4a, N2, MO
Estadio IVB Qualquer T, N3, MO

T4b, Qualquer N, MO

Estadio IVC Qualquer T, Qualquer N, M1
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Anexo 2: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

\", FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
§ 4 COMITE DE ETICA EM PESQUISA
= .

Y ® www. fem.unicamp.bripesquisa/etica/index. hun]
UNICAMP
CEP, 01/11/12 2 VIA
(Grupa 11)

PARECER CEP: N° 873/2007 (Este n* deve ser citado nas correspondénias referente a este projeto)
CAAE: 0646.1,146.000-07

1- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “GENETICA E PROTEOMICA DO CARCINOMA DE CELULAS
ESCAMOSAS DE OROFARINGE”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Carmen Silvia Passos Lima

INSTITUICAO: Hospital das Clinicas / UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP; 11/11/2007

APRESENTAR RELATORIO EM: 27/11/08 (O formutério encontra-se no s/ acima)

I - OBJETIVOS

Realizar um estude gendmico e proteondmico em pacientes com carcinoma de células
escamosas (CEC) de orofaringe,

111 - SUMARIO

Trata-se de um estudo prospectivo multicéntrico, nacional, aberto, com & participagio da
FCM-Unicamp, da Universidade de Cuiabd (MT) e do Hospital Geral de Bonsucesso (RJ). O
estudo esta dividido em trés sub-projetos:

SUB-PROJETO 1: Pesquisadores; Gustavo J. Lourengo, Carlos T. Chone, Leticia Khater
¢ Agricio N. Crespo “IDENTIFICACAO DE GENES DE SUSCEPTIBILIDADE PARA O
CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE OROFARINGE POR GENOTIPAGEM EM
LARGA ESCALA™, cujo objetivo principal ¢ avaliar os papéis de cerca de uma centena de
polimorfismos génicos no CEC de orofaringe em individuos do nosso meio. Para cumprir tais
objetivos, serdo avaliados 100 pacientes com CEC de orofaringe ¢ 100 controles (sem CEC)
atendidos no Hemocentro. Os dados clinicos e andtomo-patolégicos serfio obtidos de
interrogatorios especificos e prontudrios médicos dos pacientes. A genotipagem enr larga escala
serd realizada por meio de micro-arranjos (microarrays) de DNA da plataforma da empresa
Affymetrix, que possibilitard a identificagdo de 116,204 SNPs.

SUB-PROJETO 2: Pesquisadoras: Carmen Silvia Bertuzzo ¢ Marilia Bueno Santiago
“ANALISE DE PROTEOMA NO CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE
OROFARINGE”, cujos objetivos sio: estudar as células tumorais e células normais em seu
contexto proteondmico em pacientes portadores de CEC de orofaringe e realizar estudos com a
proteina em solugdo, por meio de métodos espectroscopicos, de forma a caracterizé-la, O
marterial serd obtido dos mesmos pacientes anteriores, € as proteinas serfie extraidas de 100
espécimes cinirgicos.

SUBPROJETO 3: Pesquisadores: Maria E. Pizzigatti Correa, Marcelo Addas de
Carvalho, Vanessa R. L. Shcaira e Jacks J, Junior “POLIMORFISMO DOS GENES
CODIFICADORES DA IL-1, IL-6 E FATOR DE NECROSE TUMORAL NA OCORRENCIA

Cumisé de Etica em Pesquiss - UNICAMP
Rua: Tessiliz Vieira de Camarge, 126 FONE (919) 3521.8936
Caixs Postal 6111 FAX (019) 35217187

LI84-971 Campings - SP cep@fem.unicamp.be
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E GRAVIDADE DA MUCOSITE ORAL EM PACIENTES COM CARCINOMA DE
CELULAS ESCAMOSAS DE CAVIDADE ORAL SUBMETIDOS A RADIOTERAPIA™,
cujos objetivos sfio: avaliar a freqiidncia e a intensidade da mucosite nos pacientes do estudo;
quantificar as interleucinas 1L-1, IL-6 e o TNF-alfa na saliva dos pacientes antes, durante ¢ apos
o tratamento; identificar os gendtipos dos polimorfismos dos genes codificadores da IL-1, IL-6
¢ TNF-alfa em pacientes de estudo; e verificar se as concentragbes das citocinas ¢ gendtipos dos
polimorfismos diversos alteram & ocomréneia ¢ gravidade da mucosite. Serdio avaliados 100
pacientes portadores de CEC da cavidade oral, submetidos a tratamento com radioterapia
{7.000¢G em seis semanas) ¢ quimioterapia (cisplatina) protocolar nos servicos. Cem doadores
de sangue, pareados aos pacientes por idade, sexo e raga servirfio como controles do estudo para
identificagfio das freqiiéncias dos gendtipos distintos na populagdo geral.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES -

O projeto encontra-se adequado & Resolugio CNS/MS 196/96 ¢ complementares, bem
como o Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido.

V- PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apds
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigiies o Protocolo de Pesquisa, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa
supracitada.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP ¢ niio representam a opinifio da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquise tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagiio alguma ¢ sem prejuizo o seu
cuidado (Res. CNS 196/96 ~ Item IV.Lf) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item [IL1.2), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdio ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria — ANVISA —
junto com seu posicionamento,

Comit? de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Ruz: Tessilia Vielra de Camarpn, 126 FONE (019} 35218934
Caixa Postal 6111 FAX (019)3521-1187
13084.971 Campinas - SP cep@fem.unicamp. b
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Eventuais modificagfes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara ¢ sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo | ou II apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também & mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item [11.2.¢).

Relatorios parciais ¢ final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugio CNS-MS 196/96.

VI-DATA DA REUNIAO
Homologado na XI Reunido Ordindria do CEP/FCM, em 27 de novembro de 2007.

/ -
Prof. Dr.%}:‘ uardo Steiner

[) A
N 2
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Fica em Pesquise - UNKCAMP
Rus: Tessilia Viedrn e Camargo, 126 FONE (019) 35218936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3820.7187
13084971 Campimas - SP cepi@fem,unicamp.br
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8.3 Anexo 3: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PACIENTES

‘r TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Az,

a¥ PROJETO: “Genética e Proteémica do Carcinoma de

nieAmE Células Escamosas de Laringe”
PaCiENte ... ..o ———————————
Idade: ................... ANOS  SEXO: ..ooiiiiiiiieeiiiee e Raca: ..........cocoveeeeinnnn.
RG: .. ———— HC: e,
[ 3o (=T =T o o PP PRPPP PP
Nome do responsavel legal (se paciente incapacitado): .........ccccoveeeeeiiieeeeciiiee e
RGi . Grau de parentesco: ............cccceeeriiieieiiiieeee
[ 3o (=T =T oo TP PP RPPTP

Aceito participar do estudo proposto, no qual fornecerei uma amostra de sangue a ser
colhida em veia de um dos bragos e um pedaco do material que estd sendo retirado
para andlise e uma amostra de tecido colhida em cirurgia. Estou ciente de que estas
amostras serdo utilizadas para estudo e neoplasias de cabega e pescog¢o. Estou ciente
de que ndo terei prejuizos com a realizacao destes exames. Sei que posso sentir dor
de pequena intensidade e curta duragdo no local de pungédo da veia. Sei que terei
direito de saber o resultado do meu exame e que receberei todas as explicagdes sobre
o que for encontrado. Sei que poderei nao ter beneficios. Sei que posso sair do estudo
a qualquer momento e que isto nao vai prejudicar o meu tratamento nessa Instituicao.
Sei que meus dados pessoais serdo mantidos em sigilo pelo pesquisador. Estou ainda

ciente, que nenhum outro estudo usando o mesmo material sera realizado sem a
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aprovacdo do Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP. Se
tiver qualquer duvida sobre o estudo poderei procurar a Profa. Dra. Carmen Silvia
Bertuzzo, no ambulatério de Oncogenética do Hospital das Clinicas da UNICAMP,
telefone: (19) 3521 7496 ou 3521 7363. Se tiver reclamagdes sobre qualquer
procedimento do estudo, poderei procurar a secretaria do Comité de Etica da FCM/
UNICAMP, telefone:(19) 3521 8936 ou 3521 7187. Tenho a opg¢ao de querer ou nao
gue o meu material biolégico seja armazenado. Qualquer estudo que venha a ser feito
com o material armazenado, primeiro devera ser aprovado pelo CEP/FCM/UNICAMP.

( ) aceito o armazenamento

( ) quero que entrem em contato comigo caso meu material seja utilizado em outra
pesquisa

( ) ndo quero que entrem em contato comigo caso meu material seja utilizado em
outra pesquisa

() néo aceito o armazenamento

Eu li/ouvi o conteldo deste termo e recebi esclarecimentos sobre as minhas duvidas
oralmente.



