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RESUMO

O carcinoma espinocelular (CEC) oral é a neoplasia maligna mais comum da regido de cabeca
e pescoco, com 377.713 novos casos estimados em 2020 (Globocan, 2020). Apesar dos avancos
em pesquisas e terapias ndo houve melhora significativa nas taxas de sobrevida, estimando-se
que apenas 50% dos pacientes sobrevivem apos cinco anos do diagnostico. Portanto, o
diagndstico precoce e o tratamento das condi¢Bes que apresentam risco de se transformar em
cancer, como a leucoplasia oral (LO), € fundamental para aumentar a sobrevida e melhorar a
qualidade de vida dos pacientes. Nesse contexto, € urgente a necessidade de identificar
marcadores indicativos de transformacdo maligna para auxiliar no diagnéstico e prognostico,
bem como na orientagdo sobre as decisfes de tratamento. A comunicagdo entre as células no
microambiente pré- e tumoral (MT) é decisiva para efetivar a progressdo do tumor e 0s
fibroblastos sdo uma das principais células envolvidas nesse processo, chamados fibroblastos
associados ao cancer (do inglés CAF - carcinoma-associated fibroblasts). As vesiculas
extracelulares (VEs) liberadas por CAFs sdo capazes de modular um MT fibrético e
imunossupressor, favoravel ao crescimento, invasdo e metastase. Entretanto, pouco se sabe
sobre a sinalizagcdo promovida por meio das VEs liberadas pelos fibroblastos durante o processo
de malignizacdo. Dessa forma, para identificar proteinas associadas a transicao da LO para CEC
oral, esse estudo caracterizou as populacGes de fibroblastos isolados de tecido controle nédo
maligno (NAFs), leucoplasia oral (LAFs) e CEC oral (CAFs) e comparou o perfil protebmico
das células e das suas VEs empregando a protedmica baseada em espectrometria de massas.
Inicialmente foi realizada caracterizacdo das células por marcadores de fenotipo por RT-qPCR,
revelando que os LAFs mostraram expressao diminuida do marcador apCAF SLPI e os CAFs
apresentam assinatura miofibroblastica, com expressdo diferencial de ACTA2", POSTN®,
TAGLN™, PDPN™, THY1, CXCL12 e SLPI". As VEs foram analisadas por tamanho e nimero
por analise de rastreamento de nanoparticulas indicando um tamanho médio de 116,0 (+18,1)
nm. Foram identificadas 1.529 proteinas no conjunto de células e 756 no conjunto de VEs,
sendo 19 e 46 estatisticamente significantes, respectivamente. O agrupamento de pacientes,
baseando-se no padrdo de abundéncia das proteinas de células e VES, revelou caracteristicas
clinicas associadas com a malignizacdo e progressdo tumoral. Além disso, o agrupamento da
abundancia proteica permitiu 0 reconhecimento de trés padrdes distintos, caracterizados
principalmente por vias que modulam o sistema imune e regulam o citoesqueleto de actina e a
migracdo celular. Trés proteinas em células e uma proteina em VEs foram diferenciais entre
LAF e CAF em relagdo a NAF. Particularmente, o aumento de abundéncia de AK1 em LAF-
cel e CAF-cel apresenta correlacdo significativa com o tamanho das lesdes de LO e a
diminuicdo de abundancia de TNFRSF11B em LAF-ve e CAF-ve apresenta associagdo com a
auséncia de variacdo anormal do tamanho do nucleo dos casos de LO e auséncia de invasdo
angiolinfatica dos casos de CEC oral. Dessa forma, essas proteinas séo candidatas potenciais
para antecipar a transicdo para malignizacdo, podendo auxiliar no prognostico das LO, bem
como contribuir na orientacao sobre as decisdes individuais de tratamento.

Palavras-chave: Neoplasias bucais. Carcinoma de células escamosas oral. Leucoplasia bucal.
Fibroblastos associados a cancer. Protedmica. VVesiculas extracelulares.



ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most common malignancy of the head and neck
region with 377,713 new cases estimated in 2020 (Globocan, 2020). Despite advances in
research and local and systemic therapies, no significant improvement in survival rates has been
achieved, with an overall 5-year survival rate of around 40-50%. Therefore, early diagnosis and
treatment of lesions at risk of developing into cancer, such a oral leukoplakia (OL), are essential
to increase the patient survival. In this context, there is an urgent need to identify markers of
malignant transformation to aid in diagnosis and prognosis, as well as, in guiding treatment
decisions. The communication between cells in the pre-and tumoral microenvironment (TM) is
decisive for the progression of the tumor. The main cells involved in this process are the
fibroblasts, known as carcinoma-associated fibroblasts (CAFs). Especially, the extracellular
vesicles (EVs) released by CAFs can modulate a fibrotic and immunosuppressive TM, favoring
the cell growth, invasion, and metastasis. However, little is known about the signaling processes
promoted by fibroblast-derived EVs during the oral malignant transformation. Thus, to identify
proteins associated with malignancy, this study characterized populations of fibroblasts isolated
from control tissue (NAFs), oral leukoplakia (LAFs), and CAFs and compared the proteomic
profile of the cells and their EVs using mass spectrometry-based proteomics. Initially, the
characterization of the cell phenotypes was performed by RT-qPCR, revealing decreased
expression of SLP1-, associated with antigen presentation, in LAFs and CAFs when compared
to NAFs. CAFs showed a myofibroblastic signature, with differential expression of ACTA2+,
POSTN+, TAGLN+, PDPN+, THY1-, CXCL12- and SLP1- in comparison with NAFs and/or
LAFs. The EVs had similar mean size and number between groups, 116.0 £18.1 nm, and
1.09E+12 + 4.14E+11 particles, respectively. A total of 1,529 proteins in cells and 756 in EVs
were identified, being 19 and 46 statistically significant proteins, respectively. The protein
abundance profile of cells and EVs determined the patients’clusters, which indicated clinical
characteristics associated with malignancy and tumor progression. Furthermore, it also led to
the recognition of three distinct patterns between NAFs, LAFs, and CAFs, mainly characterized
by pathways that modulate the immune system and regulate the cytoskeleton and cell migration.
Among the significant proteins that showed clinical correlation, three proteins in cells and one
protein in VEs showed differential abundance in LAFs and CAFs relative to NAFs. Particularly,
the increased abundance of AK1 in LAF-cells and CAF-cells correlated with the size of OLs
lesions, and the decreased abundance of TNFRSF11B in LAF-ev and CAF-ev was associated
with the absence of abnormal size variation of cell nuclei in OLs and absence of angiolymphatic
invasion in OSCC. Therefore, AK1 and TNFRSF11B are potential candidates for anticipating
the transition to malignancy, being able to assist in the diagnosis and prognosis of OLs, as well
as to guide individual treatment decisions.

Keywords: Mouth neoplasms. Oral squamous cell carcinoma. Leukoplakia, oral. Cancer-
associated fibroblasts. Proteomics. Extracellular vesicles.
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0s componentes celulares significativamente enriquecidos estdo listadas ao lado e os resultados
sdo mostrados em Log10 (p-valor <0,05). Os valores de Membership sdo indicados no canto
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1 INTRODUCAO

O carcinoma espinocelular (CEC) oral € uma neoplasia maligna derivada da camada
espinhosa do epitélio pavimentoso estratificado e representa aproximadamente 90%-95% do
tipo histologico das neoplasias malignas que acometem a cavidade oral (Rivera & Venegas,
2014; Virgone et al., 2021). Dados atuais do Global Cancer Observatory, vinculado a Agéncia
Internacional de Pesquisa em Céncer da Organizacdo Mundial da Saude, estimam 377.713
novos casos e 177.757 mortes em decorréncia do cancer de cavidade oral e l1&bio para o ano de
2020 (Sung et al., 2020). No cenario brasileiro, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima
a ocorréncia de mais de 15.000 novos casos de cancer da cavidade oral para o triénio 2020-
2022, sendo o quinto tumor maligno mais incidente entre os homens (INCA, 2020). O CEC
oral é considerado um problema de salde publica, especialmente nos paises em

desenvolvimento como o Brasil (World Cancer Report, 2014).

Esta neoplasia maligna se origina a partir do acimulo de mutagdes e alteracdes
epigenéticas no DNA dos queratindcitos que revestem a cavidade oral, especificamente em
genes cujas proteinas codificadas atuam em uma variedade de vias de sinalizacdo e no controle
do ciclo celular, angiogénese, sobrevivéncia e motilidade celular (Leemans et al., 2018). Os
mecanismos moleculares que desencadeiam a transformacéo maligna da mucosa oral ainda néo
foram completamente elucidados e sdo motivos de incessantes pesquisas (Zhang et al., 2012;
Campo-Trapero et al., 2008), no entanto, resumidamente, 0 mecanismo genético envolvido é a
superexpressdo de oncogenes e o silenciamento dos genes supressores de tumor (Scully, 2011;
Solomon et al., 2018; Alsahafi et al., 2019). O consumo excessivo e cronico de tabaco e alcool
sdo os principais fatores de risco para 0 CEC oral, tendo juntos um efeito sinérgico (Solomon
et al., 2018; Alsahafi et al., 2019; Karunakaran et al., 2020).

Sabe-se que o caminho da malignizacdo envolve diferentes estadgios de alteracGes
teciduais bem definidos como hiperplasia, diferentes graus de displasia epitelial até o
desenvolvimento do carcinoma in situ e deste para o carcinoma francamente invasivo
(Warnakulasuriya et al., 2007; Bagan & Scully, 2009). Nesta transi¢do, o CEC oral pode ser
precedido de alteracdes clinicamente visiveis na mucosa oral, denominadas desordens orais
potencialmente malignas (DOPM) (Warnakulasuriya et al., 2007; Maymone et al., 2019). Tais
desordens sdo definidas como “um tecido morfologicamente alterado”, o qual apresenta maior

risco de desenvolver um carcinoma quando comparado a um tecido normal e consistem
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principalmente de machas brancas (leucoplasia) ou vermelhas (eritroplasia) (van der Waal,
2014). O diagndstico e o tratamento destas lesdes sdo essenciais para minimizar o risco de CEC
oral, no entanto, nem todas as lesdes sdo passiveis de tratamento curativo e a transformacao
maligna depende de varios fatores, tais como o sitio anatdmico acometido, apresentacgéo clinica
da lesdo, habitos como tabagismo e etilismo e, principalmente, a presenca e a gravidade da
displasia epitelial (Scully, 2014). Desse grupo, a leucoplasia oral (LO) é mundialmente a
entidade mais encontrada na pratica clinica e a mais estudada, com prevaléncia global de 4,1%
(Mello et al., 2018) e indices de transformacdo maligna em cerca de 10%, apesar da grande

variabilidade nos valores reportados na literatura (Aguirre-Urizar et al, 2021).

Muitos marcadores moleculares ja foram descritos por demonstrarem capacidade
estatisticamente significativa de prever a transformacdo maligna da displasia oral, tanto ao nivel
do tecido quanto em biofluidos como a saliva, entretanto, até 0 momento ainda nao existe um
marcador ou uma assinatura molecular claramente definida que possa ser usada de maneira
confidvel para antecipar este acontecimento (Wu et al., 2015; Monteiro et al., 2021; S4, et al.,
2021). Ademais, embora seja amplamente reconhecido que a transformacdo maligna das lesdes
potencialmente malignas seja um passo clinicamente importante na tumorigénese oral, a sua
patogénese, bem como os mecanismos celulares e moleculares envolvidos ainda sdo pouco

compreendidos (Warnakulasuriya et al., 2007; Odell et al., 2021).

A progressdo tumoral envolve uma sequéncia de eventos que depende de muitas
interacdes entre células tumorais e seu microambiente (Hanahan & Coussens, 2012;
MacCarthy-Morrogh & Martin, 2020). Nas Gltimas décadas, 0 microambiente tumoral (MT)
tem recebido crescente atencdo devido aos seus papéis cruciais na supressao imunolégica do
tumor e nos resultados terapéuticos dos carcinomas (Chen et al., 2015; Chen et al., 2019;
Paluskievicz et al., 2019; Liu et al., 2019). O MT compreende um sistema altamente
heterogéneo, composto por células de origem endotelial, hematopoiética e mesenquimal e por
componentes extracelulares que estdo presentes dentro ou imediatamente adjacentes a massa
tumoral. O fibroblasto € um dos componentes mais importantes e abundante do MT. Neste local
eles se transdiferenciam e sdo denominados fibroblastos associados ao cancer (FAC; ou do
inglés CAF, Cancer-Associated Fibroblast), também conhecidos como fibroblastos
peritumorais, fibroblastos ativados ou miofibroblastos ativados (Kalluri et al., 2006; Hanahan
& Coussens, 2012; D’Arcangelo et al.,, 2020). A presenca de CAFs no MT tem sido

correlacionada a progressdo de varios tipos de carcinomas, como o de préstata (Franco e
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Hayward, 2012), pancreas (Ohlund et al., 2017; Elyada et al., 2019), mama (Sebastian et al.,
2020) e também CEC oral (Kellermann et al., 2007; Bello et al., 2011; Marsh et al., 2011;
Bagordakis et al., 2016; Dourado et al., 2018a; Durado et al., 2018b).

Muitas pesquisas tém sido desenvolvidas no contexto do CEC oral e os resultados
demonstram que os CAFs promovem a migracao e invasdo de células tumorais (Sobral et al.,
2011), proliferagcéo (Kellermann et al., 2008), adeséo (Cirillo et al., 2017), imunossupressao
(Takahashi et al., 2017), angiogénese (Kayamori et al., 2016) e, sobretudo, piora o prognostico
dos pacientes (Kellermann et al., 2007; Kellermann et al., 2008; Kawashiri et al., 2009; Bello
etal., 2011; Marsh et al., 2011; Dayan et al., 2012; Li et al., 2015; Luksic et al., 2015; Kelner
et al., 2015; Bagordakis et al., 2016).

Evidéncias recentes tém constatado que os CAFs apresentam heterogeneidade bioldgica
em muitos aspectos, incluindo a célula de origem, fenétipo e funcdo, com implicacdes clinicas
relevantes. Diferencas no transcriptoma, proteoma, secretoma e metaboloma sao fatores criticos
que se desenvolvem durante a ativagdo do fendtipo CAF e que lhes concede habilidades de
promover ou restringir o crescimento do cancer (Ohlund et al., 2017; Liu et al., 2019; Elyada
et al., 2019). Muitas pesquisas demonstraram que os CAFs promovem a progressao do cancer
por meio de multiplos mecanismos, incluindo o remodelamento da MEC (matriz extracelular)
e a producdo de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas, que promovem a proliferacdo
e 0 metabolismo das células cancerigenas, bem como a angiogénese tumoral (Mezawa et al.,
2016; Kalluri, 2016; Ohlund et al., 2014).

Considerando a importancia dos CAFs no microambiente tumoral, na presente pesquisa
esse tipo celular foi escolhido para revelar marcadores ou assinaturas bioldgicas que possam
ser usados para ajudar na identificacdo de LOs que possuam um risco aumentado de
transformacdo maligna. Nesse contexto, em conjunto com essas células, as vesiculas
extracelulares (VEs), estruturas nanométricas consideradas mediadores criticos da
comunicacdo entre as células epiteliais malignas e o estroma (Kalluri et al., 2020), também

foram exploradas.

As VEs sdo veiculos de comunicacgéo intercelulares que modificam o comportamento
das células-alvo em locais proximos ou distantes e desempenham um papel determinante na
progressao do cancer (Kalluri et al., 2020; Hoshino et al., 2020). As VEs sdo capazes de
influenciar o crescimento e a disseminacdo do cancer e possuem a capacidade de drenagem

pelos linfonodos sentinelas para preparagdo de sitios de metastase, favorecendo a invasdo e
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colonizagdo bem-sucedida de 6rgdos por células tumorais (Raposo e Stoorvogel, 2013;
Bebelman et al., 2018). Estas estruturas tém ganhado consideravel aten¢do nos ultimos anos,
tanto como mediadores da sinalizacdo intercelular como fonte potencial para a descoberta de
marcadores em cancer (Becker et al., 2016; Hoshino et al., 2020). Ademais, as VES sdo uma
fonte promissora para revelar novas moléculas direcionadas em bidpsia liquida que podem
auxiliar no diagnostico, prognostico, monitorar a progressdo do tumor, a resposta do paciente e

também revelar candidatos para terapia direcionada (Heitzer et al., 2019; Hoshino et al., 2020).

Considerando que a leucoplasia oral é a lesdo potencialmente maligna mais comum e
que, aliado ao exame clinico do paciente as anélises das alteracdes arquiteturais e citoldgicas
avaliadas pelo estudo histopatoldgico do tecido, podem ser interpretadas para indicar o risco de
malignizacédo da displasia epitelial, a busca de marcadores bioldgicos associados ao prognéstico
desta patologia € uma estratégia relevante, visto que podem ser utilizados como ferramentas
mais robustas para a predicdo da transformacdo maligna. Nesse contexto, o desenvolvimento
de planos de tratamento individualizados, o rastreamento dos casos de alto risco, a previséo do
curso da doenca e principalmente o diagndstico precoce poderiam melhorar significativamente

a sobrevivida dos pacientes com CEC oral.

Assim, este estudo busca investigar marcadores que possam auxiliar na detecgéo
precoce das leucoplasias orais antes que ocorra transformagdo maligna por meio do estudo da
protedmica de fibroblastos e suas vesiculas extracelulares, isolados de tecidos ndo maligno,

potencialmente maligno e CEC oral.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CARCINOMA ESPINOCELULAR ORAL

Dados mundiais recentes indicam que em 2020 cerca de 377.713 individuos foram
diagnosticados com cancer de cavidade oral e I&bio e 177.757 pacientes morreram desta doenca.
Os indices epidemiologicos referentes a previsao para o ano de 2040 apontam para um aumento
de 41% na incidéncia e de aproximadamente 47% nas taxas de mortalidade em todo 0 mundo
(IARC, 2021). No Brasil, o cancer oral equivale a quinta neoplasia maligna mais comum em
homens e a 132 mais comum em mulheres entre todos 0s canceres, com estimativas de 15.000
novos casos para o triénio 2020-2022, sendo 11.200 em homens e 4.010 em mulheres, quando

excluido o cancer de pele ndo-melanoma (INCA, 2020).
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O Carcinoma Espinocelular (CEC) corresponde a variante histopatoldgica mais
frequente e representa mais de noventa por cento de todas as neoplasias malignas que acometem
regido de cabeca e pescoco (Rivera & Venegas, 2014; Bray et al., 2018). O consumo excessivo
e cronico de tabaco e alcool séo os principais fatores de risco para esta patologia, tendo juntos
um efeito sinérgico. Além disso, o risco de desenvolver CEC oral aumenta de acordo com a
quantidade de tabaco e &lcool consumida, (Karaca and Ozturk, 2019), existindo uma forte

relacdo entre dose e tempo de exposicao (Di Credico et al., 2020).

O perfil epidemioldgico dos pacientes com CEC oral refere-se a homens entre a quinta
a oitava décadas de vida, tabagistas e etilistas de longa duracdo (Bagan & Scully, 2009;
Karunakaran et al., 2020). No entanto, tem sido observado o aumento da incidéncia de cancer
oral em adultos jovens (18-44 anos), em especial mulheres, e com associacdo limitada aos
fatores de risco tradicionais, possivelmente associado a fatores como predisposicdo genética e
infecgcdo pelo papilomavirus humano (HPV), além da mudanca do hébito tabagista entre as
mulheres (Hussein et al., 2017; Lee et al., 2020). Embora o papilomavirus humano,
particularmente o tipo 16, seja mencionado como um fator etioldgico no desenvolvimento do
CEC oral, ele € responsavel por uma porcentagem muito pequena dos casos (1-10%) (Muller,
2017). Em contrapartida, os tumores de orofaringe estdo associados a infec¢do anterior com
cepas oncogénicas do HPV, principalmente HPV-16 e, em menor extensdo, HPV-18. Assim,
por esta razao os tumores nesta localizacdo anatdmica foram reconhecidos como uma entidade
distinta e separados em um novo capitulo na 42 Edicéo da Classificacdo de Tumores de Cabeca
e Pescoco da Organizacdo Mundial de Saude, devido as diferencas entre a orofaringe e a
cavidade oral (Reibel, 2017).

O CEC oral se origina dos queratindcitos que revestem a cavidade oral e € causado por
mutacdes e alteracdes no perfil epigenético do DNA, muitas vezes espontaneas, induzidas pela
exposicdo a diferentes agentes mutagénicos (Leemans et al., 2011). Esse processo ocorre de
forma cumulativa, em etapas progressivas que incialmente transformam o queratindcito normal
em potencialmente maligno, que apresenta proliferacdo menos controlada do que a fisiologica.
As alteracdes subclinicas podem se acumular o suficiente para se tornarem clinicamente e/ou
microscopicamente aparentes como fenotipicamente distintas do resto da mucosa oral
(Awadallah et al., 2018). Progressivamente, 0s queratinocitos tornam-se autdbnomos e o
processo culmina na invasdo dessas células pela membrana basal e, em estagios mais

avancados, as células tumorais invadem os linfonodos e 6rgédos distantes como 0ssos, cérebro,
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figado dentre outros (Bagan & Scully, 2009). O mecanismo genético do CEC oral geralmente
envolve tanto a superexpressao de oncogenes que estimulam o crescimento, quanto o
silenciamento ou inativacao de genes supressores de tumor, cujo produto normalmente inibe a

proliferacdo celular (Leemans et al., 2011).

Varios genes supressores de tumor sdo inativados por mutacdo, delecdo e metilacao.
Estd bem estabelecido que o TP53 é um guardido do genoma e desempenha um papel
fundamental na regulacdo do ciclo celular, diferenciacdo celular, reparo de DNA e apoptose.
Mutacdes somaticas em TP53 sdo detectadas em 60-80% dos CECs orais e em 10% das
displasias orais iniciais (Sasahira & Kirita, 2018). Recentemente, os dados do Genome Wide
Association Study mostraram que este gene geralmente sofre mutacdo em casos de CEC oral
negativo para HPV e subgrupos com mutacfes de alto risco neste gene estdo associados a
diminuicdo da sensibilidade a cisplatina, metastases a distancia, extensao extranodal e mau
prognostico (Sandulache et al., 2018). Claramente, a doenca se desenvolve ao longo de muitos
anos e, durante esse periodo, existem varios locais na cavidade oral onde o CEC pode ocorrer.
A teoria da “canceriza¢do de campo” descreve que a tumorigénese comeca muito antes do
crescimento de uma lesdo clinicamente detectavel e mesmo antes que as alteracdes
morfoldgicas usuais de pré-malignidade seja reconhecivel. Antes do crescimento de uma leséo
maligna, uma linhagem celular normal pode adquirir mutagdes genéticas pro-tumorigénicas que
sdo selecionadas positivamente no microambiente de um 6rgdo saudavel (Curtius et al., 2018).
Consequentemente, a linhagem mutante, também referida como um ‘clone mutante', pode
crescer para produzir grandes campos de células que estdo predispostas a eventualmente
progredir para uma neoplasia. Assim, a cancerizacao de campo é definida como a substitui¢do
da populacdo de células normais por uma populacdo de células preparadas para o cancer, que
pode ndo apresentar alteracdes morfoldgicas (Curtius et al., 2018). Dessa forma, a exposicéo a
carcindgenos resulta em um campo alterado no qual o epitélio tem mudltiplos focos
independentes de tecido anormal que podem subsequentemente dar origem a lesdes
potencialmente malignas e malignas (Tanaka & Ishigamori, 2011; Curtius et al., 2018).

Clinicamente, a caracteristica mais encontrada no momento do diagnéstico do CEC oral
concerne em uma massa exofitica, com ou sem ulceragdo, com bordas comumente irregulares,
endurecidas e elevadas, em alguns casos com sangramento, que provoca dificuldades na fala,
mastigacéo e degluticdo, geralmente presente na cavidade oral por um longo periodo de tempo.

Outras apresentacdes clinicas incluem uma les&o endofitica, que é descrita como les&o invasiva,
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escavada e ulcerada; pode ainda surgir como lesdo leucoplasica (mancha branca), eritroplasica
(macha vermelha) e/ou eritroleucoplésica, que é a combinagdo de &reas vermelhas e brancas
(Scully e Bagan, 2009).

Na maioria dos casos o CEC oral é diagnosticado em estagios avancados, quando a
lesdo é destrutiva e infiltrativa, com presenca de metastase linfonodal e progndstico
invariavelmente sombrio o que contribui para reducéo da sobrevida (Alzahrani et al., 2020). A
lingua € o sitio mais afetado, especialmente as margens postero-laterais e a base. Outras
localizagcdes acometidas incluem o labio inferior e 0 assoalho bucal, mas também pode surgir
na mucosa de revestimento do trigono retromolar, mucosa jugal, mucosas alveolares e palato
duro (Scully & Bagan, 2009). Em termos gerais, o diagnostico clinico é realizado através da
investigacdo de uma lesdo com suspeita de malignidade, levando-se em consideracdo o
histérico médico do paciente, a realizacdo do exame fisico de cabeca e pescoco, a bidpsia
incisional e o exame anatomopatoldgico. Na maioria dos casos a microscopia é suficiente para
o diagnostico histolégico (Rivera, 2015). Microscopicamente, o CEC oral € caracterizado por
proliferacdo epitelial de células pleomodrficas, que apresentam nucleos hipercromaticos e
nucléolos evidentes, com figuras de mitoses atipicas. O tecido epitelial em proliferacao invade
0 estroma circundante, formando ilhas ou corddes de células escamosas epiteliais malignas que
infiltram os tecidos subjacentes (Reibel et al., 2017). Consequentemente, a disseminagdo ocorre
por invasdo das células malignas na musculatura profunda da lingua, musculatura pterigoidea,

mandibula, maxila, laringe, hipofaringe, nasofaringe e por via linfatica (Noguti et al., 2012).

O manejo multimodal padréo e o prognostico do CEC oral sdo baseados no sistema de
Classificagdo dos Tumores Malignos, desenvolvido pela Uni&o Internacional Contra o Cancer
(UICC). O sistema TNM reflete a extensdo do crescimento do tumor sistemicamente e é
baseado na avaliacdo do tamanho do tumor primério e sua profundidade de invasdo (T),
envolvimento de linfonodos loco-regionais (N) e presenca de metastases a distancia (M). Esta
classificacdo envolve a estratificacdo dos pacientes em grupos semelhantes com base em
critérios anatdbmicos e ndo anatdmicos para auxiliar na estimativa do prognostico e no
planejamento do tratamento. Porém, essa classificagdo ndo considera os demais fatores
prognosticos, como por exemplo comorbidades, tratamento e peculiaridades moleculares. Na
pratica, o processo de estadiamento é dinamico e modificavel a medida que as informac6es
clinicas e patoldgicas sdo coletadas durante o processo de avaliagdo e tratamento. O paciente

gue esta sendo estadiado antes da cirurgia, ou aquele cujo tratamento instituido néo € cirurgico,
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sera estadiado aplicando-se o sistema clinico ¢cTNM. No entanto, o paciente tratado
cirurgicamente serd estadiado com base nos dados patolégicos cirurgicos finais e tera o
estadiamento TNM patologico separado (pTNM) (Lydiatt et al., 2017).

Recentemente, a 8% edicdo do Manual de Estadiamento do Cancer do American Joint
Committee on Cancer (AJCC) incorporou o DOI (DOI, do Inglés depth of invasion), significado
de profundidade de invasdo, e a extensao extranodal aos parametros de classificacdo T e N,
respectivamente (Amin et al., 2017; Dirven et al., 2017). O DOI ¢ um modificador da categoria
T, medida empregada para melhorar a precisdo progndstica da classificacdo (Amin et al., 2017;
Dirven et al., 2017), visto que se associa a recorréncia e sobrevivéncia do CEC oral (Lydiatt et
al., 2017). Conceitualmente, O DOI representa o crescimento invasivo profundo do tumor,
medido a partir do nivel da membrana basal da mucosa normal adjacente mais préxima. Uma
linha perpendicular é estabelecida a partir desse plano para o0 ponto mais profundo da invasédo
do tumor (Lydiatt et al., 2017). E, portanto, distinto da espessura do tumor, que inclui tanto o
componente endofitico quanto o exofitico da lesdo. O DOI acentua a distin¢do entre tumores
superficiais ou exofiticos daqueles que sdo mais invasivos. A medida desse parametro da-se da
seguinte forma: para cada aumento de 5 mm no DOI, a categoria T aumentara um nivel de
acordo com o seguinte: <5 mm; > 5 mm < 10 mm ¢ > 10 mm (Amin et al., 2017; Lydiatt et al.,
2017), assim o ponto de referéncia de até 5mm é considerado para tumores T1; > 5mm e <
10mm para os tumores T2 e >10mm categoriza os tumores T3 (Lydiatt et al., 2017; Dirven et
al., 2012; Marchiano et al., 2020). A profundidade da invasdo e a espessura do tumor séo
dimensdes do tamanho do tumor que refletem a proximidade de uma estrutura vascular linfatica
subjacente (Amin et al., 2017).

Quando o CEC oral ¢ detectado em um estagio inicial (T1 ou T2 precoce), a taxa de
sobrevivéncia pode ser aumentada em até 90% por tratamentos radicais como cirurgia ou
radioterapia e a reducdo da disfuncdo oral é observada ap6s o tratamento. Nos casos
diagnosticados com doenga localmente avancada, hd um limite para preservar a funcéo oral e
manter a qualidade de vida dos pacientes, pois a disfagia, a disartria, o sofrimento psicologico
e os disturbios estéticos sdo frequentemente causados pela extensa ressecgdo e reconstrugdo

cirdrgica (Gupta et al., 2020).

Devido ao alto potencial de invaséao local e disseminacédo da doenca para os linfonodos,
a taxa de sobrevida geral de 5 anos permanece quase inalterada nas ultimas trés decadas. Infere-

se que apenas 40-50% dos pacientes com CEC oral sobreviverao ap6s cinco anos do diagnostico
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(Leemans et al., 2011; van Der Waal, 2013). Apesar dos avangos em pesquisas ao longo das
décadas, nas técnicas cirdrgicas, no atendimento geral ao paciente e nas terapias adjuvantes
locais e sistémicas, ndo houve melhora significativa em critérios de prognostico, uma vez que
0s pacientes ainda desenvolvem com frequéncia recidiva loco-regional, metastases a distancia
e segundos tumores primarios (Rivera, 2015). Assim, esta doenga ainda representa importante
causa de morbidade, sendo considerada uma patologia de curso fatal, fato justificado, visto que
rotineiramente € diagnosticada em estagios avancados, o que implica maior agressividade da
doenca e tratamentos mutiladores e pela recorréncia do tumor priméario (Leemans et al., 2011;
Sasahira & Kirita, 2018).

2.2 LEUCOPLASIA ORAL

As desordens orais potencialmente malignas (DOPM) séo condi¢des caracterizadas por
alteracdo do tecido epitelial que apresentam potencial de transformacao maligna aumentado em
comparacdo com a mucosa oral normal (Warnakulasuriya et al., 2007; Warnakulasuriya &
Ariyawardana, 2016). Desse grupo, a leucoplasia oral (LO) é mundialmente a entidade mais
comumente encontrada na pratica clinica, representando cerca de 4,11% de todos ao casos das
DOPM (Mello et al., 2018), sendo definida como “uma placa predominantemente branca de
risco questionavel, diagnosticada apds exclusdo de (outras) doencas ou desordens conhecidas
gue ndo possuem risco aumentado para o desenvolvimento de cancer” (Warnakulasuriya et al.,
2007; Reibel et al., 2017).

A definicdo da LO trata-se de um termo clinico usado temporariamente como hipétese
diagndstica, que implica na exclusdo de outras lesdes de aspecto similar (Warnakulasuriya et
al., 2007; Scully, 2009; van der Waal, 2018). Portanto, o diagndstico definitivo de LO é dado
guando a lesdo persiste apos a identificacdo e eliminacdo de um fator etiolégico suspeito e
posterior exame histopatologico. Assim, a analise histopatoldgica de uma leucoplasia
diagnosticada clinicamente tem por objetivos excluir qualquer outra lesdo definida, por
exemplo, liquen plano, e estabelecer o grau de displasia epitelial, se presente (Arduino et al.,
2013). Desta forma, caso seja identificado na analise histopatol6gica um carcinoma in situ ou
um carcinoma invasivo, o diagndstico clinico de leucoplasia € substituido pelo diagnostico
observado histologicamente, sendo recomendado o mesmo conceito para outros achados
microscopicos, particularmente com relacdo a presenca ou auséncia de displasia epitelial

(Scully, 2014; Mello et al., 2018). Até o0 momento, nenhuma técnica auxiliar ou adjuvante é
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superior em sensibilidade e especificidade do que o exame clinico e a bidpsia incisional,
seguidos pelo exame histopatoldgico e este manejo segue como padrdo ouro para o diagndstico
e tratamento das LOs (Awadallah et al., 2018, Odell et al., 2020).

As LOs sdo geralmente diagnosticadas apés a quarta década de vida, sendo mais comum
em homens, entretanto tem sido reportado um aumento de incidéncia em mulheres fumantes e
etilistas. No entanto, a LO também pode ocorrer em ndo fumantes e a interrup¢do do habito
tabagista pode resultar na regressdo ou mesmo no desaparecimento da lesdo (Scully, 2014; van
der Waal, 2018; Warnakulasuriya et al., 2021).

As lesbes de LO podem variar em tamanho, desde areas circunscritas pequenas até
lesBes extensas envolvendo a mucosa oral (Porter et al., 2018). O sitio anatbmico mais afetado
é a lingua e o assoalho bucal. Clinicamente, duas variantes sdo reconhecidas, com base nas
caracteristicas distintas de cor e textura da superficie: LOs homogéneas e LOs ndo-homogéneas
(Scully, 2014; van der Waal, 2018; Warnakulasuriya et al., 2021). A LO homogénea
compreende as lesbes tipicamente assintomaticas e predominantemente brancas, com superficie
plana e uniforme e consisténcia normal. A maioria das LOs homogéneas afeta uma area
circunscrita e apresenta bordas bem demarcadas. Um grupo menor pode apresentar bordas
difusas. As leucoplasias ndo-homogéneas sdo mais comumente associadas a dor localizada e/ou
leve desconforto; se apresentam predominantemente como lesdes brancas ou de coloracéo
branco-avermelhada, também conhecida como eritroleucoplasia. Apresentam superficie
irregular, nodular ou exofitica. Pode ser dificil definir objetivamente o subtipo clinico
homogéneo, pois este adjetivo tem sido considerado em caso de lesdes finas, lisas e
homogeneamente brancas, mas também tem sido empregado para lesbes homogeneamente
brancas e verrucosas (van der Waal, 2009; Scully, 2014; van der Waal, 2018; Warnakulasuriya
etal., 2021).

Outro subtipo distinto de LO é denominado de leucoplasia verrucosa proliferativa -
LVP, que inicialmente se apresenta como LO homogénea ou ndo-homogénea, entretanto seu
curso clinico é progressivo, mudando as caracteristicas clinicas para um aspecto verrucoso e
multifocal (van der Waal, 2009). Uma alta proporcdo de pacientes com diagnostico de LVP
desenvolvem carcinomas de células escamosas convencionais ou carcinomas verrucosos. Uma

revisao sistematica recente estimou a proporcao em 49,5% (locca et al., 2020).

Alguns aspectos sdo comumente reconhecidos por carregar estatisticamente um risco

aumentado de transformacdo maligna da LO. Dentre eles, a literatura atual destaca lesoes
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leucoplasicas >2cm de didmetro, textura ndo homogénea, coloracdo avermelhada, lesdes
localizadas na lingua e assoalho bucal, longo tempo de duracdo da lesdo, LOs em mulheres, em
ndo-fumantes e presenca e gravidade da displasia epitelial (van der Waal, 2009; Odell et al.,
2020). Destes fatores de risco, a presenca de displasia epitelial - frequentemente correlacionada
com um subtipo clinico ndo homogéneo, eritroleucoplésico — geralmente é 0 mais importante
indicador potencial de malignizagdo. No entanto, deve-se reconhecer que algumas lesdes
displasicas podem permanecer clinicamente inalteradas ou mesmo apresentar regressao
completa. Além disso, a transformacdo maligna também pode ocorrer na LO néo displasica
(van der Waal, 2009).

Normalmente, a escolha do tratamento para a LO depende do risco estimado de
transformacdo maligna e muitas vezes difere entre os servi¢os de saude; por exemplo, lesbes de
baixo risco podem ser tratadas pela cessacdo do habito e acompanhamento clinico rigoroso,
enquanto o tratamento para lesdes de alto risco geralmente envolve métodos mais invasivos,

como por exemplo, excisao cirdrgica ou ablacdo a laser (Mello et al., 2018).

O termo mais adequado e reconhecido para indicar as alteracdes histopatologicas no
epitélio oral com risco de transformacdo maligna € displasia epitelial. Esse termo descreve as
alteracOes histoldgicas e ndo tem equivalente morfoldgico clinico. Em outras localizages
anatémicas, como no colo do Utero, a denominacdo usada é neoplasia intraepitelial cervical/
escamosa e 0 termo neoplasia intraepitelial oral tem sido discutido e proposto, no entanto ha
evidéncias clinicas e moleculares de que tais alteracdes ndo sdo neoplasicas, mas sim
precursoras de neoplasia, conforme evidenciado pelo fato de que a displasia epitelial tem
alteracbes moleculares distintas das do carcinoma, muitas vezes persiste por décadas sem
progressao e as vezes resolve com tratamento conservador ou espontaneamente (Odell et al.,
2021).

De acordo com a classificacdo da OMS (Organizacdo Mundial da Saude) proposta em
2005 (Barnes et al), as displasias epiteliais séo caracterizadas por mudancas arquiteturais e na
distribuicdo da atipia dentro do epitélio. Dessa forma, as alteracGes citologicas incluem:
variagdo no tamanho e forma nucleares (anisonucleose e pleomorfismo nuclear), variagdo no
tamanho e forma celulares (anisocitose e pleomorfismo celular), aumento da proporgédo
nucleo/citoplasma, aumento do nimero e no tamanho dos nucléolos, além de hipercromasia.
As alteracgdes arquiteturais compreendem: estratificacdo epitelial irregular, perda de polaridade

das células basais, cristas epiteliais “em gota”, aumento no nimero de mitoses, mitoses na
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superficie do epitélio, queratinizacdo prematura em células individuais (disqueratose), pérolas
de queratina nas cristas epiteliais, e perda de coesao das células epiteliais (Reibel et al., 2017).
No sistema de graduacao proposto pela OMS, a displasia epitelial € classicamente subdividida
em 3 categorias: displasia leve, moderada e severa. A displasia leve demonstra proliferacdo do
terco inferior do epitélio, localizadas na camada basal, com altera¢des citol6gicas e arquiteturais
minimas. Na displasia moderada, as alteracdes sdo mais proeminentes e se estendem da camada
basal até o terco médio do epitélio. Entretanto, € importante enfatizar que apesar destas
alteracdes se estenderem até o terco médio do epitélio, a presenca de alteracdes citologicas e/ou
arquiteturais muito proeminentes podem indicar uma displasia grave mesmo sem ultrapassar
este terco médio, que € o limite definido na transicédo classificatoria entre a displasia moderada
e a grave. Na sequéncia, a displasia é classificada como grave quando ha alteracédo citoldgica
e/ou arquitetural acima dos dois tercos inferiores do epitélio. Quando todo o epitélio esta
alterado, a displasia grave é considerada como sindnimo de carcinoma in situ (Reibel et al.,
2017).

Apesar do uso frequente dessa classificacao, a graduacdo das displasias epiteliais pela
OMS tem sido considerada subjetiva, visto que é dificultada pela divisdo arbitraria de um
processo bioldgico considerado continuo, em categorias distintas. Ademais, o diagnostico final
depende da énfase dada a cada uma dessas caracteristicas pelos observadores, 0 que aumenta a
variabilidade entre os mesmos. Em alguns casos, esse sistema ndo é capaz de predizer

corretamente o potencial de transformacdo maligna (Odell et al., 2021; Yan et al., 2020).

Com o objetivo de criar um sistema reprodutivel e menos subjetivo ao proposto
inicialmente pela OMS 2005, Kujan et al., (2006), propuseram um esquema baseado nos
mesmos critérios citoldgicos e arquiteturais usados pela OMS, porém, classificando as leses
em baixo risco e alto risco para a transformacao maligna. Este sistema é denominado Binario e
é baseado na quantificacdo destes critérios, em que as lesdes classificadas como de baixo risco
exibem menos de 4 altera¢Bes arquiteturais ou menos de 5 alteragdes citoldgicas e as lesdes
classificadas como de alto risco exibem pelo menos 4 alteragdes arquiteturais e 5 citologicas
(Kujan et al., 2006). O sistema binario tem sensibilidade de 85%, especificidade de 80% e
precisdo de 82%. Além disso, esse novo sistema apresenta valor prognéstico ao avaliar a
sobrevida livre de progressdo (p=0,004) e os autores puderam predizer desfechos em 28/33
pacientes (84,9%). O grande avanco do sistema binario foi a atribuicdo de casos com displasia

moderada como casos de progressdo de alto risco. No estudo, esses casos efetivamente
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progrediram para CEC oral. O sistema proposto por Kujan e colaboradores avalia como critérios
arquiteturais: estratificacdo epitelial irregular, perda de polaridade das células basais, cristas
epiteliais em forma de gota, nUmero aumentado de figuras mitéticas, mitoses anormalmente
superficiais, queratinizacdo prematura em celulas individuais e presenca de pérolas de
queratina; (b) critérios citologicos: variacdo anormal do tamanho do ndcleo, variagdo anormal
na forma do ndcleo, variagdo anormal no tamanho da célula, variacdo anormal na forma da
célula, aumento da relacdo nucleo-citoplasma, presenca de mitose atipica, aumento do nimero
e tamanho dos nucléolos e hipercromatismo (Kujan et al., 2006). A nova recomendacdo da
OMS de 2017 incluiu a perda de coesdo da célula epitelial nas mudangas arquiteturais e
removeu o0 aumento do tamanho do nucleo. O sistema binario agora é recomendado junto com
o0 sistema de trés niveis pela OMS, apesar da conhecida variabilidade interobservador deste

ultimo método.

Com o objetivo de validar a capacidade prognostica do sistema binario proposto por
Kujan et al. em comparacdo com o sistema da OMS e refinar essa classificagdo binaria para
melhorar ainda mais a variabilidade entre os avaliadores, Nankivell et al., 2013 demonstraram
que o sistema binario pode ser melhorado, alterando o limiar de diagnostico na classificacdo
das displasias. Crucialmente, essa capacidade progndéstica melhorada pode levar a uma melhor
selecdo de pacientes com maior risco de transformacdo maligna. Os autores propuseram um
novo ponto de corte para definicdo das lesGes e consideraram que a propor¢do de 4
caracteristicas arquiteturais e 4 citoldgicas tinha uma capacidade prognostica geral ligeiramente

melhor do que a definigdo de 4 e 5, respectivamente, proposta por Kujan et al., 2006.

E importante ressaltar que todos os sistemas de graduacdo de displasia impde limites
arbitrarios que sdo formulados sem a compreensdo da biologia da doenca e ndo refletem os
processos subjacentes. Mesmo que essas classificacdes arbitrarias possam ser avaliadas com
alta reprodutibilidade, isso ndo indica que o sistema seja preditivo (Odell et al., 2021).
Consequentemente, os graus de displasia ndo sdo categorias de diagnéstico definidas que
podem ser atribuidas com precisao; sdo estimativas subjetivas de um espectro de mudangas.
Mesmo se a classificacdo da displasia fosse um processo perfeito, 0 grau nem sempre poderia
estimar o risco com precisdo devido ao erro de amostragem e as intervengdes de tratamento.
No entanto, a graduacao da displasia tem grande utilidade clinica e continua sendo o padréo de
tratamento para orientar o manejo das DOPM (Odell et al., 2021).
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Esses achados reforcam a urgéncia e a importancia de investigagdes direcionadas aos
eventos moleculares das LO para descoberta de biomarcadores ou assinaturas bioldgicas que
possam ser usados para ajudar na identificacdo de lesdes que possuam um risco aumentado de

transformacédo maligna.

2.3 FIBROBLASTOS ASSOCIADOS AO CANCER

A maioria dos fibroblastos tem origem embrionaria do mesénquima primitivo, que se
desenvolve a partir do mesoderma ap6s a gastrulacdo, mas um subconjunto menor de
fibroblastos também derivada da crista neural, que faz parte do ectoderma. Esta origem
embrionaria € compartilnada por outras linhagens mesenquimais, incluindo adipdcitos,

condrocitos e osteoblastos (Sahai et al., 2020).

Embora a defini¢ao precisa de termo “fibroblasto” permanec¢a em constante debate,
essas celulas foram descritas pela primeira vez no final do século 19 com base na sua
localizacdo no tecido e aparéncia microscopica (Tomasek et al., 2002; Parsonage et al., 2005).
Descritas como células ndo vasculares, ndo epiteliais e ndo inflamatérias do tecido conjuntivo,
os fibroblastos representam o seu principal componente celular e encontram-se embutidos na
matriz extracelular fibrilar, sendo, em grande parte, responsaveis por sua sintese (Chang et
al.,2002). Atualmente o termo fibroblasto tem sido empregado para descrever um grupo
heterogéneo de células com morfologia fusiforme, de origem mesenquimal e que apresenta um
espectro de fendtipos caracterizados por varios graus de contratilidade, que vao desde o
fibroblasto em repouso até o miofibroblasto ativado observado na cicatrizacdo de feridas (Chen
et al., 2018; Nurmik et al., 2019; D’Arcangelo et al., 2020; Mao et al., 2021). Em termos
praticos, os fibroblastos sdo frequentemente definidos por uma combinacéo de sua morfologia,
posicdo do tecido e falta de marcadores de linhagem para células epiteliais, células endoteliais
e leuctcitos (Sahai et al., 2020). Assim, hd um consenso na literatura em descrever 0s
fibroblastos que foram ativados durante a cicatrizacdo de feridas como 'miofibroblastos’,
enquanto aqueles ativados no contexto do cancer sdo denominados CAFs, fibroblastos
peritumorais ou fibroblastos estromais reativos (Chen et al., 2018; Nurmik et al., 2019;
D’Arcangelo et al., 2020; Mao et al., 2021).

A nocdo de que os fibroblastos do estroma tumoral adquirem um fendétipo ativado,

semelhante aos fibroblastos encontrados na cicatrizacdo de feridas, vem sendo estudada desde
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adécadade 1970 (Lietal., 2012). Apesar da diferenca na nomenclatura, os fibroblastos ativados
expressam marcadores analogos e apresentam fenotipos muito semelhantes, entretanto, com a
importante excecdo de que, diferente da inflamacdo aguda, os fibroblastos na inflamacéo
crénica e no tecido tumoral ndo conseguem inativar (D’Arcangelo et al., 2020). Uma das
grandes limitac6es no estudo dos CAFs é a auséncia de marcadores que possam ser usados para
identificar especificamente todas as suas subpopulacfes. No entanto, estas células tém sido
comumente caracterizadas pela expressdo da isoforma alfa da actina de musculo liso (a-SMA),
visto que morfologicamente apresentam um intenso aparato contratil, contendo um
empacotamento de microfilamentos de actina, principalmente a-SMA, associado a proteinas
como miosina e fibras do estresse (Hinz et al., 2001). Os CAFs também tém sido diferenciados
dos fibroblastos quiescentes, estes Gltimos presentes em tecidos homeostaticos, pela expressdo
da proteina de ativacdo de fibroblastos (FAP), proteina 1 especifica de fibroblastos (FSP1),
receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR) o/ € vimentina, proteina de
ativacdo de fibroblastos (FAP), paladina e podoplanina, dentre outros (Nurmik et al., 2019;
Puram et al., 2017). Apesar dos inimeros marcadores relacionados na literatura, nenhuma das
atuais moléculas sdo expressas exclusivamente por CAF, sendo também encontradas em outras
celulas do estroma (Kalluri et al., 2006; Elyada et al., 2019).

Nos ultimos anos, as pesquisas sobre CAFs tém se concentrado em compreender as
diferencas entre as varias subpopulac6es destas células em varios tipos de tumor, especialmente
para obter beneficios clinicos. No adenocarcinoma ductal pancreatico, dois subtipos diferentes
de CAF foram identificados com diferentes localizagOes intratumorais e diferentes perfis
transcriptdmicos. Os CAFs miofibroblasticos (myCAFs) tém uma interacdo direta com células
neoplésicas e alta expressdo de alfa-actina de musculo liso (aSMA), enquanto os CAFs
inflamatdrios (ICAFs) estdo localizados distalmente as células tumorais e secretam altos niveis
de IL-6 e outras citocinas (Elyada et al., 2019). Da mesma forma, no cancer de mama, duas
subpopulagdes principais de CAFs foram relatadas: pCAFs e sCAFs, caracterizadas pela
expressao de podoplanina (PDPN) e S100A, respectivamente. A funcdo e a composicao desses
CAFs mudam durante a progressao do tumor e a proporc¢do entre essas populagdes tem sido

correlacionada com o desfecho clinico dos pacientes (Friedman et al., 2020).

Embora o formato fusiforme seja semelhante a de sua contraparte normal, os CAFs séo
células maiores, abrigam véarios ramos do citoplasma e tém nucléolos proeminentes a

microscopia de luz. Estruturas mais complexas dos CAFs que podem ser vistas sob microscopia
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eletrnica incluem reticulo endoplasmatico rugoso aumentado, abundantes ribossomos livres,
um complexo de Golgi bem desenvolvido e ricas fibras de estresse (Chen et al., 2019). Ativados
por diversas vias de sinalizacdo, os CAFs apresentam uma variedade de origens incluindo
fibroblastos residentes do tecido, células-tronco mesenquimais derivadas da medula 0ssea,
celulas-tronco hematopoéticas, celulas epiteliais que sofreram transicéo epitelial-mesenquimal
e células endoteliais que sofreram transicdo endotelial-mesenquimal (Ohlund, 2017; Huelsken
& Hanahan, 2018).

Atualmente estd estabelecido na literatura que os CAFs desempenham um papel no
desenvolvimento, progressdo e metéstase tumoral (Kalluri & Zeisberg, 2006; Orimo &
Weinberg; Calvo et al., 2013; Goetz et al., 2011; Attieh et al., 2016). Por exemplo, um modelo
in vitro de invasdo de células cancerosas no estroma mostra que os CAFs lideram a invasédo das
células cancerigenas ao promover passagens através de géis de colageno | /Matrigel (Gaggioli
et al., 2007). Recentemente foi demonstrado que os CAFs exercem uma forca fisica sobre as
células cancerosas por meio de interacdes heterotipicas célula-célula que estimulam sua
invasdo. Nesse contexto, a interacdo entre N-caderina (expressa em CAF) e E-caderina
(expressa nas células cancerigenas) atua para orquestrar coortes de células epiteliais malignas
a invadir coletivamente o estroma (Labernadie et al., 2017). No entanto, ainda tem sido
investigado se os CAFs cooperam com as células cancerosas em uma etapa anterior para violar
a membrana basal e desencadear a transicdo do carcinoma in situ para um estagio invasivo
(Kalluri & Zeisberg, 2006).

Durante a invaséao através da membrana basal, as células neoplésicas se incorporam no
estroma circundante e ativam fibroblastos quiescentes, residentes do tecido através de sinais
paracrinos, sendo os membros da superfamilia do fator transformador de crescimento beta
(TGF- B) as moléculas mais conhecidas por serem as principais indutoras da ativagdo dos CAFs
(Kalluri, 2016). Digno de nota, os CAFs secretam grandes quantidades de isoformas 1, 2 e 3 de
TGF-beta. Por sua vez, o TGF-beta secretado mantém um estado ativo autossustentado -
tipicamente considerado como miofibroblasto - caracterizado pela expresséo de alfa-actina de
musculo liso (alfa-SMA) (Kojima et al., 2010). Fator de crescimento de hepatocitos (HGF),
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de fibroblastos 2
(FGF-2), fator-1 derivado do estroma (SDF-1) e espécies reativas de oxigénio (ROS) tambem
estdo envolvidos neste processo. A ativacdo dos CAFs também pode ocorrer por meio de

sinalizacdo paracrina com células ndo malignas. Por exemplo, as citocinas produzidas por
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células imunes durante o processo inflamatdrio podem instruir a fungdo dos CAFs. Entre elas,
a IL-1p produzida por células imunes em lesdes hiperplasicas iniciais ativa fibroblastos normais
em CAFs através da via NF-xB (Erez et al., 2010). Alternativamente, a secre¢do de granulina
por macrofagos ativa os fibroblastos residentes em miofibroblastos promotores de tumor que

sustentam o crescimento metastatico no adenocarcinoma pancreético (Nielsen et al., 2016).

Na literatura recente tem sido discutido que os CAFs apresentam substancial
heterogeneidade fenotipica e funcional, o que acarreta a falta de biomarcadores definitivos para
estas células (Ohlund et al., 2014; (Elyada et al., 2019; Mao et al., 2021). Foi mostrado que no
adenocarcinoma ductal pancreatico, dois subtipos de CAFs sdo capazes de se interconverter: 0s
iICAFs (CAFs inflamatérios) sdo capazes de se transformar em myCAFs (CAFs
miofibroblasticos) apds a ativacao da sinalizacdo de TGF-f ou a inibigdo da via de sinaliza¢ao
JAK/STAT induzida por IL-1, sugerindo plasticidade potencial entre esses dois subtipos
celulares (Elyada et al., 2019).

E importante ressaltar que muitos estudos tém destacado o papel pré-tumorigénico dos
CAFs via secrecdo de varios fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas e por meio da
degradacéo das proteinas da matriz extracelular (MEC) (Glentis et al., 2017). Além de fatores
inflamatérios e mitogénicos, os CAFs também secretam ROS, especificamente H>O> e
medeiam a cancerizacdo de campo, promovendo a proliferacdo dos queratindcitos primarios
(Chanetal., 2017). Com base nas evidéncias atuais, os CAFs desempenham papéis importantes
na regulacdo das atividades antitumorais das células imunes que se infiltram no tumor,
incluindo células imunes inatas e adaptativas, no microambiente imunol6gico tumoral (MIT).
Além disso, promovem a expressdo de moléculas do ponto de verificacdo imunolégico e
remodelamento de MEC, que influenciam indiretamente o recrutamento e na atividade das

células imunoldgicas (Harper et al., 2014).

Por meio da secre¢do de citocinas, quimiocinas e outras moléculas efetoras, incluindo
TGF-B, CXCL2, colagenos, MMPs e laminina, os CAFs podem estimular as células imunes a
participarem do desenvolvimento do tumor, além de facilitar a degradacdo e remodelacdo da
MEC (Ziani et al., 2018; Kim et al., 2006). Até 0 momento, muitos estudos tém mostrado que
as interacGes entre CAFs e células imunes sdo capazes de modular o MIT e, assim, inibir a
resposta imune antitumoral (Ueshima et al., 2019; Sun et al., 2018; Shiga et al., 2015). Em 2004
os CAFs foram reportados pela primeira vez no estroma do CEC oral (Barth et al., 2004) e,

desde entdo, varios estudos tém enfatizado sua importancia. Em geral, os estudos
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clinicopatoldgicos demonstraram que a presenca dessas células, particularmente no fronte de
invasdo dos CECs orais, se correlaciona significativamente com tamanhos maiores do tumor,
presenca de metastase linfonodal oculta, recidiva da doenca, metastases a distancia e sobretudo
com 0 mau prognostico dos pacientes (Bello et al., 2011; Kellermann et al., 2008; Li et al.,
2015; Marsh et al., 2011; Vered et al., 2010; Kawashiri et al., 2009).

2.4 VVESICULAS EXTRACELULARES

As células podem se comunicar com células vizinhas ou com células distantes,
localmente e entre 6rgdos, por meio da secre¢do de vesiculas extracelulares (VEs) (Kalluri &
Lebleu, 2020). As VEs compreendem principalmente estruturas nanométricas, que,
semelhantes as células, sdo compostas de uma bicamada lipidica e podem conter todos os
constituintes moleculares conhecidos de uma célula, incluindo proteinas, RNA e DNA, E
refletem o estado fenotipico celular de origem (Raposo e Stoorvogel, 2013; Kalluri et al., 2016;
Keshtkar et al., 2018). Todas as vesiculas expressam moléculas de adesédo em sua superficie, o
que pode favorecer sua captura pelas células receptoras. Além disso, a dupla camada de
membrana protege o conteudo das VES e permite que estas estruturas se movam por longas
distancias nos tecidos, impedindo a degradacéo por nucleases e proteases exdgenas, e facilita
ainda o transporte de sua carga a longo prazo. Portanto, as VES permitem que as células
expandam seu transcriptoma, proteoma e lipidoma intracelular para o espago extracelular que
alcancam, comunicando seu 'status' a outras células (Simons & Raposo, 2009; Kalluri &
Lebleu, 2020).

As VEs sdo encontradas em todos os fluidos bioldgicos e sdo secretadas por todas as
células, o que as tona interessantes para bidpsias liquidas minimamente invasivas, com
potencial para amostragem longitudinal de acompanhamento da progressdo das doengas (van
der Pol et al., 2012; Kalluri & Lebleu, 2020). Embora as bidpsias de tecidos continuem sendo
0 padréo-ouro para avaliagdo molecular, sua invasividade e amostragem limitada desafiam o
manejo clinico, especialmente diante da heterogeneidade espacial do tumor e da sua evolugdo
temporal. As VEs, por outro lado, oferecem uma via minimamente invasiva para acessar
informacdes moleculares do tumor, representam parametros coletivos de células tumorais e

podem ser utilizadas repetidamente para monitoramento longitudinal (Shao et al., 2018).

Embora a classificacdo das VEs esteja em constante evolucdo, elas geralmente se

enquadram em duas categorias principais, com base na sua biogénese: vesiculas liberadas pela
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via endossdmica (exossomos) e por brotamento da membrana plasmatica (microvesiculas)
(Simons & Raposo, 2009; Kalluri et al., 2016; Keshtkar et al., 2018). Os exossomos
compreendem uma das principais subclasses de VES, com diametro de ~40 a 160 nm (~100 nm
em media), que se originam da fusdo de corpos multivesiculares (CMV) contendo vesiculas
intraluminais. Os CMV sdo transportados para degradacdo lisossomal ou fusdo com a
membrana plasmética. Quando os CMV se fundem a membrana celular e s&o liberados no
ambiente extracelular, neste ponto as vesiculas sdo comumente denominadas exossomos. Essa
exocitose é regulada por p53, sob o controle da via de ativacdo do citoesqueleto, mas nédo é
afetada pelo calcio. Os exossomos contém grandes quantidades de anexinas, tetraspaninas,
como CD63, CD81 e CD9, e proteinas de choque térmico, incluindo Hsp60, Hsp70 e Hsp90.
Eles também expressam Alix, gene de susceptibilidade ao tumor 101 (Tsg101) e clatrina. A
membrana possui pequenas quantidades de fosfatidilserina, mas grandes quantidades de

colesterol, ceramida e esfingolipidio (Keshtkar et al., 2018; Kalluri & Lebleu, 2020).

Quando os exossomos séo liberados no ambiente extracelular, eles podem interagir com
as células receptoras por meio de mecanismos principais: entrar nas células por captacédo
endocitica ou por fusdo direta das vesiculas a membrana celular; também podem transmitir seu
contetdo por meio da adesdo a superficie celular, mediada pela interacdo de um receptor de
ligante de lipidio Essas interacdes indicam que 0S ex0Ssomos possuem papeéis essenciais na
comunicacdo célula-célula e na modulacdo imunoldgica em diferentes condi¢des fisioldgicas e

patoldgicas (Konala et al., 2016).

Em contraste, as microvesiculas (MVs) sdo grandes VEs, que variam de 100 a 1000 nm
de didmetro, e sdo formadas por brotamento externo da membrana plasmatica, em diferentes
tipos de células, que envolvem a reorganizacao do citoesqueleto de actina dependente de Arf6-
e RhoA, um processo que também requer aumento do célcio intracelular (Konala et al., 2016).
Os MVs contém grandes quantidades de proteinas contendo fosfatidilserina associadas as
jangadas lipidicas e sdo ricas no marcador de superficie CD40, bem como colesterol,
esfingomielina e ceramida. Elas carregam uma carga de proteinas, RNA e DNA que interagem
com as células receptoras por meio de interagdes receptor-ligante especificos (Simons &
Raposo, 2009; Raposo & Stoorvogel, 2013).

Embora exossomos/VEs e as MVs parecam ser secretados por meio de mecanismos
diferentes, ndo se sabe se esses dois tipos principais de VEs sdo capazes de mediar resultados

bioldgicos distintos. No entanto, um estudo descobriu que as MVs entregam DNA de plasmideo
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funcional e proteinas para células receptoras de forma mais eficiente do que os exossomos
(Kanada et al., 2015; French et al., 2017), sugerindo que diferentes classes de VEs podem ser
funcionalmente distintas. Devido a falta de consenso sobre as terminologias e visando uma
padronizacdo da nomenclatura, a International Society for Extracellular Vesicles tem
encorajado os autores a empregar o termo “Extracellular Vesicles” como um termo genérico

que representa todas as vesiculas secretadas (Théry et al., 2018).

Evidéncias crescentes mostram que as VES sao cruciais na comunicacao intercelular no
cancer. Tanto o contetdo interno das VEs atuam como fatores paracrinos e/ou autdcrinos,
quanto as moléculas especificas que estdo expostas na superficie das VES, como por exemplo
0 TGF-p (Shelke et al., 2019; Dai et al., 2020), influenciam nesse processo. VES liberadas por
CAFs podem ser internalizadas por células tumorais e contribuir na progressao e metastase por
meio da transferéncia de varios tipos de substancias. De forma correspondente, as VEs liberadas
por células malignas também podem promover a ativacdo dos CAFs (Yang et al., 2017; Webber
et al., 2010).

As VEs derivadas do cancer podem induzir a diferenciacdo das células endoteliais em
CAFs, dos quais 0s exossomos, por sua vez, podem auxiliar na invasdo das células malignas
(Yangetal., 2019). Tem sido demonstrado que o TGFf expresso na superficie de VEs derivadas
de carcinomas de prostata, colorretal, bexiga e mama, induzem a ativacdo de fibroblastos por
ganho de expressdo de aSMA (a-actina de musculo liso) e FGF2 (fator de crescimento de
fibroblastos 2) (Webber et al., 2010). Em contrapartida, VEs de CAF sdo enriquecidas com
TGF-B, que induz a fosforilagio de SMAD2/3 em células de cancer de ovario e promovem a
TEM e invasdo (Li et al., 2017; Dai et al., 2020). Os CAFs também secretam Wnt10b nas VEs,
que ativa a via Wnt/B-catenina e promove a metastase no cancer de mama. Em particular,
fibroblastos que apresentam baixa expressdo de p85a secretam mais WntlOb nas VEs,
promovendo, a migracdo e invasao das células cancerosas na neoplasia maligna mamaria (Chen
et al., 2017). Nesse contexto, também tem sido descrito que VEs secretadas por fibroblastos e
CAFs de mama desempenham um papel fundamental na promog¢édo da motilidade e metastase
ao mobilizar a sinalizacdo autocrina da polaridade celular planar Wnt-PCP em células tumorais
(Lugaetal., 2012).

E relevante destacar que a transferéncia de carga molecular do cancer para células
estromais via VEs é um regulador chave da diferenciacdo dos CAFs. As células estromais,

particularmente os fibroblastos, absorvem um grande nimero de VEs derivadas de células
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cancerigenas quando comparadas as células epiteliais, tornando-as alvos importantes de cross-
talk mediado por VEs (Lee et al., 2016). Além disso, células endoteliais, pericitos e células-
tronco mesenquimais também podem ser induzidas a um fenotipo CAF por VEs derivadas do
cancer (Chowdhury et al., 2015; Yeon et al., 2018; Ning et al., 2018). Nesse contexto, a
capacidade das VEs derivadas de CAF em promover efeitos tumorigénicos em células
cancerigenas receptoras tem sido associada a proteinas e RNAs ndo codificantes, incluindo
miRNAs e IncRNAs. O impacto da carga dessas VES tem uma série de efeitos, incluindo a
promocdo da transicdo epitélio-mesénquima, invasdo, metastase, proliferacdo, crescimento,

quimiorresisténcia, reprogramacao metabdlica e a inibi¢do da apoptose (Shoucair et al., 2020).

Recentemente, as VEs tém recebido atengdo crescente como potenciais alvos
terapéuticos na pesquisa do cancer; no entanto, para que as vias biologicas envolvidas sejam
alvos terapéuticos, ainda é necessario muito mais conhecimento para entender melhor o papel

dessas moléculas no crosstalk tumor-CAF, especialmente no contexto do CEC oral.

2.5 PROTEOMICA BASEADA EM DESCOBERTA

Os avancos na pesquisa de biomarcadores de cancer sdo paralelos ao desenvolvimento
de tecnologias. Nos ultimos anos, grandes avancos nos métodos analiticos genémicos e
protedmicos revelaram redes de sinalizagdo altamente complexas que contribuem para o inicio
e a progressao da doenca. Por sua vez, a fisiopatologia diversa dos canceres e a natureza
heterogénea dos tumores ilustram o efeito que as alteracbes genéticas e proteicas tém na

sinalizag&o oncogénica (Dagogo-Jack & Shaw, 2018).

Desde a introducéo das tecnologias '‘0micas’, uma infinidade de novas ferramentas para
entender sistemas bioldgicos complexos tornou-se disponivel. Estudar o proteoma, ou seja, 0
complemento proteico do genoma, é uma boa maneira de obter mais informacdes sobre a
expressao e modificacdo de proteinas em células, tecidos e organismos (Garraway, 2013). As
tecnologias de protedmica também permitem medir a abundancia de proteinas, caracterizar
modifica¢Oes pos-traducionais, a localizagdo das proteinas e também estudar a estrutura e as
interacOes dessas moléculas (Fields, 2001). Em compara¢do com 0 genoma estatico, o proteoma
humano é mais diverso, pois consiste em cerca de 500.000 isoformas de proteinas derivadas de

cerca de 20.000 genes codificadores de proteinas. Este grande aumento na diversidade de
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proteinas é em grande parte devido ao splicing alternativo e as modificaces pos-traducionais
(Tan et al., 2012).

Nos ultimos anos, as tecnologias protedbmicas baseadas em espectrometria de massas
(MS) se tornaram o metodo de escolha para analisar amostras complexas de proteinas. O
principal motor que impulsionou a protedmica na clinica foram os avangos tecnoldgicos
significativos no campo da espectrometria de massas e da bioinformatica, melhorando
continuamente a sensibilidade, especificidade e rendimento, tornando o estudo de milhares de
proteinas de células, tecidos e fluidos corporais possiveis em um experimento (Baker et al.,
2012). Para este fim, a protedmica foi implementada na pesquisa clinica para compreender a
fisiopatologia de varias doengas (Hanash, 2003). Mais especificamente, a protedmica clinica
concentra-se na compreensdo da patogénese das doengas, caracterizando novos alvos como
candidatos a biomarcadores, para o desenvolvimento de drogas e intervencdo terapéutica
(Hanash, 2011; Mischak et al., 2012).

Descrita também como proteémica por shotgun, essa metodologia é aplicada sobretudo
em estudos nos quais busca-se conhecer as proteinas que estdo com a abundéancia alterada sob
determinado estimulo ou condicdo e, dessa forma, levantar hipdteses quanto aos mecanismos
moleculares, processos bioldgicos ou respostas fenotipicas das células. Considerando que ndo
se sabe a priori as proteinas que serdo identificadas, tém-se denominado essa estratégia de
protedmica baseada em descoberta (discovery-based proteomics ou untargeted). Nesta
abordagem, o foco esta na identificacdo e quantificacdo relativa de um maior nimero possivel

de proteinas ou modificagdes pds-traducionais em um sistema biol6gico (Marx, 2013).

O aumento do conhecimento da complexidade e heterogeneidade do cancer nos ultimos
dez anos deixou claro que o esta patologia evolui por varias vias, sendo resultado de uma
variedade de eventos genéticos, moleculares e clinicos. Como uma doenca altamente complexa,
a desregulacao de multiplas vias de sinalizacdo e a dinamica de envolvimento de uma variedade
de componentes que interagem por meio de redes complexas é enorme. Uma vez que a
transformacdo maligna envolve mudancas na abundancia de proteinas, o que influencia a
sinalizacdo molecular das células, a analise de proteinas é uma estratégia fundamental para
caracterizar redes regulatorias e funcionais, identificar modificagdes e interacdes de proteinas,
estudar novos alvos para o desenvolvimento de drogas e explorar candidatos a biomarcadores

em diversas areas de conhecimento, especialmente em oncologia (Cho, 2007; Jain, 2008).
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3 OBJETIVO
3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil protedbmico de fibroblastos orais associados ao tecido normal
(NAFs), leucoplasia oral (LAFs) e carcinoma espinocelular oral (CAFs) e de suas vesiculas

extracelulares (VES) para indicar potenciais marcadores de transformacéo maligna.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Isolamento de NAFs, LAFs e CAFs primarios pela técnica do explante.

 Isolamento de VEs de NAFs, LAFs e CAFs por ultracentrifugacdo sequencial.

+ Caracterizacdo de marcadores de fenotipos em LAFs e CAFs pela técnica de RT-gPCR.

» Caracterizacdo as VEs por tamanho e concentracdo por analise de rastreamento de
nanoparticulas.

 Caracterizacgdo do perfil proteémico dos NAFs, LAFs e CAFs, assim como das suas VES por
protedmica baseada em espectrometria de massas.

 Correlacdo da abundancia das proteinas diferenciais em células e VES com as caracteristicas
clinico-patologicas dos pacientes com LO e CEC oral por anélises estatisticas.

4 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos empregados para a realizacdo desta pesquisa estdo listados e descritos
nos topicos seguintes. A Figura 1 resume o delineamento experimental utilizado para esta

pesquisa.
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Figura 1 - Delineamento experimental. A. Culturas celulares primarias de fibroblastos orais humanos foram
estabelecidas a partir de fragmentos teciduais de tecido controle ndo maligno, leucoplasia oral e carcinoma
espinocelular oral. Os tecidos foram coletados imediatamente apds excisao cirrgica. Todas as amostras foram
cultivadas em meio DMEM completo por aproximadamente 3 semanas até o isolamento de VESs e coleta das células
para os experimentos subsequentes. B. As VEs foram isoladas por centrifugacacéo e ultracentrifugacéo diferencial
e caracterizadas por rastreamento de nanoparticulas (NTA). O fenétipo celular foi caracterizado por RT-qPCR
para identificar populagcdes myCAF, iCAFs e apCAF. C. As células e suas VEs foram submetidas a extracdo de
proteinas e digestdo com tripsina. A mistura de peptideos foi analisada por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas in tandem por protebmica baseada em descoberta (LCMS/MS). Os dados foram

analisados nos softwares MaxQuant e Perseus e os alvos proteicos das células e VEs foram selecionados ap6s

correlacéo aos dados clinico-patoldgicos dos pacientes.
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4.1 APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Este estudo foi conduzido de acordo com as Boas Praticas Clinicas relativas a pesquisa
médica envolvendo seres humanos, de acordo com a Declaragdo de Helsinque. A coleta e 0 uso
das amostras de tecido humano foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa vinculado
a Faculdade de Odontologia de Piracicaba, por meio da Plataforma Brasil, sob o numero de
protocolo (CAAE n° 51762415.5.0000.5418) e no Instituto do Cancer do Estado de Sao Paulo
(ICESP) (CAAE n° 61402116.8.0000.0065) (Anexo 1).

4.2 CASUISTICA E COLETA DAS AMOSTRAS CLINICAS

Todos os pacientes foram informados que as amostras bioldgicas coletadas por meio da
pratica clinica padrdo seriam usadas para fins desta pesquisa e foram convidados a assinar um
termo de consentimento livre e esclarecido. Nenhuma informacdo pessoal foi usada no
momento da obtencdo das amostras e um nimero de protocolo foi atribuido de acordo com a
sequéncia das coletas. No caso de recusa do paciente, que poderia ser expresso oralmente ou
por escrito, as amostras ndo foram coletadas. Todos os casos incluidos neste estudo foram
coletados prospectivamente entre 2017 e 2019.

Para este estudo foram incluidos trés grupos experimentais: tecido normal (TN)
controle, leucoplasia oral (LO) e CEC oral. Para todos os casos foram estipulados os seguintes
critérios de inclusdo: i) idade a partir de 40 anos ii) dados demogréficos e clinico-patoldgicos
completos, além das informacbes de acompanhamento. Foram excluidos os casos com i)
diagnostico de doencas autoimunes, ii) histdria conhecida de infeccdo ativa pelos virus HIV,
HBV e HCV; iii) gravidas ou amamentando; iv) histéria prévia de neoplasia maligna em regido

de cabeca e pescoco e V) lesdes em orofaringe.

As amostras controles foram obtidas de fragmentos milimeétricos de tecido normal,
removidos das margens externas das hiperplasias fibrosas. Os fragmentos de leucoplasia foram
coletados dos casos com diagnostico clinico da lesdo em cavidade oral e que foram submetidos
a bidpsia incisional ou remocdo cirdrgica completa. Os critérios de inclusdo para esse grupo
compreenderam: i) apresentacéo clinica de acordo com as diretrizes atuais da Classificagdo da
OMS: "uma placa branca ndo removivel a raspagem, de risco questionavel, tendo excluido

(outras) doengas ou disturbios conhecidos que ndo trazem risco aumentado de cancer” (Reibel
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et al., 2017); ii) pacientes tabagistas e/ou ex tabagistas; iii) etilistas e/ou ex etilistas. Foram
excluidos: i) lesdes de LO em orofaringe, ii) casos que apresentavam outros tipos de DOPM,
como liquen plano; iii) casos coletados inicialmente como LO e que obtiveram o diagnostico
histopatolégico confirmado de CEC oral in situ ou microinvasivo; iv) pacientes ndo tabagistas;
V) pacientes que apresentaram lesdes brancas, com aparéncia verrucosa semelhantes a
leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP). A LVP é uma forma distinta de LO multifocal,
caracterizada por curso clinico progressivo, alto indice de recorréncia apos a remocao completa
das lesdes e taxas de transformacdo maligna excepcionalmente altas entre todos os DOPM
(Gonzélez-Moles et al., 2021; Ramos-Garcia et al., 2021) e, portanto, casos de LVP poderiam
enviesar os resultados do presente estudo.

Fumantes atuais foram considerados aqueles que fumavam um cigarro ou mais por dia;
ex-fumantes foram considerados aqueles que ndo fumaram pelo menos nos ultimos 30 dias
(Wen et al., 2001; Chien et al., 2008; Yang et al., 2021). Os etilistas atuais ou regulares foram
aqueles que declararam consumir bebidas alcodlicas ao menos mais de uma vez por semana e
foram considerados ex-etilistas os pacientes que declararam nao beber por pelo menos 12 meses
antes da cirurgia para excisao da lesdo (Dawson, 2000; Yang, et al., 2021). Os casos controles
e de LO foram coletados de pacientes atendidos no Servigo de Estomatopatologia do Orocentro,
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba - FOP, UNICAMP, durante a remocéo cirurgica
das lesbes. Os critérios de inclusdo e exclusdo estabelecidos para os casos controle e de LO
foram estabelecidos em decorréncia das caracteristicas clinicas dos casos de CEC oral, com o
objetivo de manté-las similares, como a idade, consumo de tabaco e alcool e localizacdo das
lesdes.

Os espécimes de CEC oral foram coletados de pacientes com lesdes suspeitas e
submetidos a bidpsia incisional na Cinica Orocentro, da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba - FOP, UNICAMP e de uma coorte de pacientes submetidos a resseccado cirdrgica
no Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescoco do Instituto do Cancer do Estado de Séo
Paulo (ICESP) da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Os critérios de
inclusdo para este grupo foram: i) pacientes com diagnostico de CEC oral primario por
coloracdo com hematoxilina e eosina, independente do estadiamento clinico ou patoldgico;
disponibilidade de todos os blocos das bidpsias ou pecas cirdrgicas fixadas em formalina e
embebidas em parafina. Os critérios de exclusédo foram: i) segundo tumor primario; ii)

recidiva(s) de CEC oral; iii) carcinoma localizado em nasofaringe, seios paranasais, orofaringe,
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hipofaringe e laringe; iv) metastases a distancia e v) tratamento adjuvante antes da cirurgia. As
amostras tumorais foram coletadas do compartimento estromal por um patologista experiente
do servigo durante o transcirdrgico, antes da pintura da peca com corante e adicdo ao formol,

evitando areas necroticas.

Imediatamente ap06s a excisdo cirdrgica, cada amostra medindo entre 0,4-0-6¢cm foi
lavada 2 vezes em meio de cultura DMEM completo (descricdo do meio no item 4.3) para

remocao do excesso de sangue e mantida por 16 h a temperatura ambiente até o processamento.

4.3 CULTURA CELULAR PRIMARIA DE FIBROBLASTOS ORAIS

As linhagens celulares primérias de fibroblastos humanos foram estabelecidas a partir
da técnica do explante (Takahashi et al., 2015; Bagordakis et al., 2016). Todas as amostras
foram processadas em Nivel de Biosseguranca 2 (NB-2) no Laboratorio Nacional de

Biociéncias (LNBio/CNPEM), de acordo com o regulamento de risco envolvido.

Em fluxo laminar e com o auxilio de pingas e laminas estéreis, os fragmentos de tecido
foram novamente lavados por 2 vezes e em seguida cortados em fragmentos menores de
aproximadamente 1 mm?3, transferidos para frascos de cultura celular de 25 cm? (passagem 0) e
cultivados em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium; Life/Thermo), pH 7.4,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab Ltda, Campinas-SP) previamente
depletado de exossomos e acrescido de 1% de penicilina/estreptomicina (Sigma Aldrich,
St.Louis, MO, EUA). Neste estudo este meio de cultura é denominado DMEM completo. Todas
as amostras foram mantidas em incubadora a 37°C com atmosfera umidificada constante
contendo 5% de CO2.

4.4 |SOLAMENTO DE VESICULAS EXTRACELULARES

Os requisitos experimentais minimos para isolamento das VEs foram baseados na
publicacdo de Théry et al., 2018. Todos as VEs usadas neste estudo foram isolados por
centrifugacgdo sequencial, conforme descrito anteriormente (Peinado et al., 2012; Hoshino et al.,
2015).
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O SFB utilizado nos meios de cultura foi previamente depletado por ultracentrifugacéo
para reduzir a contaminagdo de exossomos bovinos durante todo o processo de cultivo celular.
Resumidamente, os tubos foram carregados com SFB e submetidos a ultracentrifugacdo por
120.000 x g por 70 min a 4°C (Beckman Optima L-80XP Ultracentrifuge, SW 45Ti; Beckman
Coulter, Inc., Fullerton, CA, EUA). O sobrenadante foi entdo filtrado em fluxo laminar usando
membrana de 0,22 um (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). Para minimizar o co-isolamento
de vesiculas exdgenas, a dgua Milig utilizada para o preparo dos meios de cultura e tampéo
PBS foi investigada por analise de rastreamento de nanoparticulas (do Inglés, Nanoparticle

Tracking analysis - NTA).

Quando as células na passagem 3 atingiram confluéncia de ~60%, elas foram incubadas
em meio DMEM completo por 48h, a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2. O
sobrenadante (200mL) resultante desse periodo, com ~80% de confluéncia celular e <5% de
morte celular por placa, foi cuidadosamente coletado e as VEs foram isoladas por centrifugacao
e ultracentrifugacdo sequencial. O teste de viabilidade foi realizado por meio da diluigdo das
células em Azul de tripan 0,4% (Gibco®, USA) e contagem em cdmara de Neubauer. Todas as
linhagens celulares primarias foram testadas para verificacdo de contaminagdo por micoplasma

pela técnica da Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR).

Inicialmente o sobrenadante foi centrifugado a 500 x g durante 10 min para remogéo de
detritos celulares e em seguida foi centrifugado por 30 min a 10.000 x g (Eppendorf Centrifuge
5810R) para sedimentar corpos apoptoticos e microvesiculas grandes (>200nm). O meio
coletado foi entdo ultracentrifugado a 100.000 x g por 70 min para sedimentar vesiculas
extracelulares menores (rotor Beckman 45Ti). Finalmente, as VEs foram lavadas em solucéo
salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,4 e sedimentadas novamente por ultracentrifugacao

de 100.000 x g em rotor de 32 Ti em uma ultracentrifuga Beckman Optima L-80XP.

Todas as etapas de centrifugacdo foram realizadas a 4°C. Os pellets finais contendo VES
foram ressuspendidos em 50ul de PBS gelado, previamente filtrado, e armazenados a -80°C
para posterior anélise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) e caracterizacdo do contetdo
protedmico por analise de LC-MS/MS. Todas as VEs foram submetidas ao descongelamento-
recongelamento por um total de 4 vezes para realizacdo dos seguintes experimentos a) analises
por NTA (2x); b) experimento piloto para digestdo in gel (1x) e c) digestdo in gel para as
analises por LC-MS/MS (1x).
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4.5 CARACTERIZACAO DAS VES POR ANALISE DE RASTREAMENTO DE NANOPARTICULAS

O tamanho e o numero de vesiculas purificadas foram determinados por analise de
rastreamento de nanoparticulas usando o instrumento NanoSight NS300 (NanoSight,
Amesbury, Reino Unido), que analisa o rastreamento de nanoparticulas com base no principio
de espalhamento de luz e permite o rastreamento do movimento browniano de cada
nanoparticula em uma suspenséo liquida (Dragovic et al., 2011; Szatanek et al., 2017). O NS300
é equipado com uma iluminacdo laser verde de 532 nm que ilumina as particulas nanométricas
e, por consequéncia, podem ser visualizadas como pontos individuais através de uma camera.
A velocidade do movimento das particulas é utilizada para calcular o tamanho das mesmas,

aplicando a equacdo bidimensional de Stokes-Einstein.

As configuragbes do equipamento foram definidas de acordo com o manual do
fabricante (NanoSight NS300 Operating Manual, MANO0516-07-EN-00, 2015). O nivel da
camera foi aumentado até que todas as particulas estivessem distintamente visiveis, sem
exceder a saturacdo do sinal acima de 20%. Resumidamente, aliquotas das VEs isoladas foram
diluidas (1:1.000) em solugéo PBS, previamente filtrado em membrana de 0,22 pm de tamanho
de poro, injetadas no instrumento e medidas a 18°C. Para cada medicdo, cinco videos de 1
minuto foram capturados e analisados pelo software integrado NanoSight NTA 3.1. O tamanho
médio (nm) e a concentracao (particulas/mL) das VEs foram calculados integrando os dados

dos cinco registros.

4.6 EXTRACAO DE RNA E SINTESE DE CDNA DOs NAFs, LAFs E CAFs

O RNA intracelular foi extraido de todos os fibroblastos na passagem 3, das mesmas
celulas das quais foram isoladas as VEs, utilizando o reagente caotrépico TRIzol (Invitrogen,
EUA), conforme as instrugdes do fabricante. Todos os experimentos foram realizados em
condigdes DNAse/RNAse free.

Resumidamente, para cada amostra foram adicionados 1.000 pL de Trizol e a mistura
foi homogeneizada por 15 segundos em vortex. Acrescentou-se 200 pL de cloroférmio
ultrapuro 100% e agitacéo por inversdo por 30 seg. Apds um periodo de 5 minutos a temperatura
ambiente (TA), as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g durante 15 minutos a 4°C.

Aproximadamente 500 pL do sobrenadante foram transferidos para outro microtubo, com
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capacidade para 1,5 mL. As amostras de RNA foram precipitadas em 500 pL de Isopropanol
gelado, apds incubagdo de 10 minutos a TA e centrifugacdo por 30 minutos a 12.000 x g a 4°C.
O isopropanol foi descartado e as amostras foram lavadas 3 vezes em 1.000 uL de etanol 70%
gelado, com centrifugacbes de 7.500 x g por 5 min a 4°C e posteriormente secas em
concentrador & vacuo por 10 min. Em seguida, os precipitados foram ressuspensos em 30 pL
de &gua ultrapura tratada com DEPC (dietilpirocarbonato, forte inibidor de ribonucleases). O

RNA foi armazenado a -80°C até o0 momento de sua utilizagdo na reacdo de RT-gPCR.

A concentracdo total de RNA foi medida usando um espectrofotdmetro NanoDrop®
1000c (Thermo Scientific). A leitura foi realizada com 1 pL de cada amostra e foram anotadas
as concentragdes em ng/ulL. A pureza do RNA foi classificada como satisfatoria a partir da
avaliacdo das razdes de absorcdo A260/A280 e A260/230.

O cDNA (DNA complementar) foi sintetizado a partir de 2 pg de RNA total por
transcrigdo reversa usando o kit comercial High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Thermo Scientific, Estados Unidos), seguindo as recomendac6es técnicas do fabricante. Todas
as amostras foram armazenadas a -80°C e ndo foram descongeladas até que a reacdo RT-gPCR

fosse realizada.

4.7 REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL (RT-QPCR)

Os experimentos de RT-qPCR foram realizados para a caracterizacdo do fen6tipo dos
NAFs, LAFs e CAFs. As sequéncias dos conjuntos de primers foram projetadas usando o
Primer-BLAST (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/) e o IDT Oligoanalyzer™
(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) foi usado para prever a ocorréncia de
dimeros e estruturas secundarias. As informacdes detalhadas e instru¢@es para o uso do Primer-
BLAST ja foram discutidas anteriormente (Ye et al., 2012). As sequéncias de todos os primers
usados neste estudo estéo descritos na tabela 1.

Para avaliar a eficiéncia de amplificagdo (E), a quantidade de cDNA foi pré-determinada
por meio de diluicBes em série de amostras de cDNA dos NAFs, LAFs e CAFs, utilizando 5
diferentes concentracdes (100 ng, 25 ng, 6,25 ng, 1,56 ng e 0,39 ng), de acordo com a equagao
E =10(—1/slope)—1. Primers que apresentaram valores de eficiéncias com variagdo de 95-105%

foram consideradas satisfatdrias para as analises posteriores.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer
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As amplificagdes por PCR foram realizadas em duplicata e a especificidade dos
produtos foi verificada com base na anélise da curva de melting. Controles negativos e positivos
foram incluidos para cada reacéo. O controle positivo consistiu em uma amostra representativa
de cada material bioldgico (NAF, LAF e CAF), que foi usada como amostra normalizadora e
permitiu a correcdo de variagfes intra-ensaios. O controle negativo consistiu em dgua DEPC.
Todas as reagdes foram realizadas pelo método de quantificacdo relativa aos genes de referéncia
GAPDH e GUSB.

As reacdes foram realizadas com o reagente Power SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, EUA), que se baseia na utilizagdo de uma molécula fluorescente que,
quando intercalada a dupla fita de DNA, passa a emitir fluorescéncia. Foram utilizados 250 nM
de primers forward e reverse e 30 ng de cDNA, totalizando 12 uL de volume final de reacéo.
Todas as reacdes foram realizadas em duplicata técnica no equipamento 7500 Real-Time
(Applied Biosystems), em placas épticas de 96 pocos. O programa de termociclagem padréo
consistia em desnaturacgéo inicial de 95 °C por 10 min, seguida por 40 ciclos de amplificagéo,
gue seguiram com desnaturagdo a 95°C por 15 seg. e anelamento dos iniciadores a 60 °C por 1

min.

Os resultados foram avaliados no software 7500 v2.3 com 0 objetivo de realizar o
controle de qualidade dos dados gerados. Apds a observacdo manual da qualidade dos dados
obtidos, os resultados foram exportados em formato .xlIsx para avaliagdo da expressdo relativa
dos genes propostos no software Excel (Microsoft). A quantificacdo relativa foi calculada
usando o modelo proposto por Pfaffl (Pfaffl, 2001) e o teste paramétrico one-way ANOVA,
seguido pelo pés-teste de Tukey, foram aplicados para comparar os niveis de transcricdo
logaritmizados na base 2 entre as amostras de NAF, LAF e CAF, utilizando o GraphPad Prism
v8.2.1, (https://www.graphpad.com). Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. As associacdes significativas foram visualizadas em forma de gréaficos
ViolinPlot. A diferenca estatistica significante entre dois grupos foi representada por barra e
asteriscos, onde * representa p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Para a visualizacdo do painel de genes avaliados foi empregado o agrupamento
hierarquico transformando os valores de expressdo génica relativa de cada marcador em z-
score, com a ferramenta estatistica R. Analises estatisticas paramétricas (teste T de Student para
amostras independentes ou one-way ANOVA) foram realizadas para correlacionar a expressdo

génica relativa logada na base 2, entre os genes diferencialmente expressos entre NAF vs. LAF


https://www.graphpad.com/
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e NAF vs. CAF, resultantes da caracterizacdo das células por RT-gPCR em myCAF, iCAF e

apCAF, com as mesmas varidveis clinico-patoldgicas dos casos de LO e CEC oral usadas nas

comparag~oes por protedmica. A descricdo desta analise encontra-se no iten 4.11.

Tabela 1 - Genes alvos e referéncias selecionados para verificagcdo da expressdo diferencial em amostras
de fibroblastos primérios isolados de tecido normal, leucoplasia oral e carcinoma espinocelular oral, de
acordo com a classificacdo de subpopulacdo CAF.

(continua)
Gene Referéncia NCBI Sequéncia de primers
VIM F GGCGAGGAGAGCAGGATTTC
NM_003380.5 VIM R GGTATCAACCAGAGGGAGTGA
FAP F AAGTGCCTGTTCCAGCAATG
FAP NM_004460.5 FAP R TATGCTCCTGGGTCTTTGGAC
panF S100A4 F GCCCTGGATGTGATGGTGTC
S100A4 NM 002961.3
- S100A4 R GCTTCATCTGTCCTTTTCCCC
PDPN F CGAAGATGATGTGGTGACTC
PDPN NM._006474.5 PDPN R CGATGCGAATGCCTGTTAC
COL1Al F TGAAGGGACACAGAGGTTTCA
COL1Al NM 000088.4 -
- COL1AI R ACCATCATTTCCACGAGCA
ACTA2 F CAATGGCTCTGGGCTCTGTA
ACTAZ - NM_001141945.2 ACTA2 R TGTCCCATTCCCACCATCAC
TAGLN F CGAGAAGAAGTATGACGAGGAGC
TAGLN - NM 0010015222 TAGLN R GCTTGCTCAGAATCACGCCA
MYL9 F CAGACGAATACCTGGAGGGC
MYL9 NM_006097.5 -
- MYL9 R CTCATGGATGAAACCTGAGGC
POSTN F ACTGCTTCAGGGAGACACA
POSIN NM _006475.3 POSTN R TCAGGTTATTGACTTAGGGTTGTA
myCAF
MMPI11 F TGATCGACTTCGCCAGGTAC
= NM_005940.5 MMP11 R TCCCCTTCTCGGTGAGTCTT
CCN2 F ACCAATGACAACGCCTCCTG
ceN2 NM_001901.4 CCN2 R TTTGCCCTTCTTAATGTTCTCTTCC
THY1 F CGCTCTCCTGCTAACAGTCTTG C
THYI NM _006288.5 THY1 R CCCCCACAGTGCCAAAGAGC
MMP2 F TTTGACGGTAAGGACGGACTC
MMP2 NM _004530.6 -
- MMP2 R CATACTTCACACGGACCACTTG
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Tabela 1 - Genes alvos e referéncias selecionados para verificacao da expressdo diferencial em amostras
de fibroblastos primarios isolados de tecido normal, leucoplasia oral e carcinoma espinocelular oral, de
acordo com a classificacdo de subpopulacdo CAF.

(continuacgéo)

Gene Referéncia NCBI Sequéncia de primers
DCN NM_133503.3 DCN_F GGTCTTCCTCCTTCCCTTACG
DCN R GAAACTCAATCCCAACTTAGCCA
CXCL1 NM 0015114 CXCLL F CCCAAACCGAAGTCATAGCCA
CXCL1 R AACAGCCACCAGTGAGCTTC
CXCL2 NM_002089.4 CXCL2 F CTTGTCTCAACCCCGCATCG
CXCL2 R TGGTCAGTTGGATTTGCCATTTT
CXCL12 NM 199168.4 CXCLI12 F TGCCCTTCAGATTGTAGCCC
CXCLI2 R GTGGGTCTAGCGGAAAGTCC
CXCL8 NM _000584.4 CXCLS8 F TCAGAGACAGCAGAGCACAC
CXCL8 R GGCAAAACTGCACCTTCACAC
CFD NM 001928.4 CFD F CGGCTGGGGCATAGTCAA
ICAF CFD R GGAGTCACCCTTGCAGC
PDGFRA  NM_006206.6 PDGFRA F GGTGGTTGAAGGAACAGCCT
PDGFRA R GCCGTGGGTTTTAGCATCTTC
IL6 NM 000600.5 IL6 F TGGCAGAAAACAACCTGAACC
IL6 R ACCAGGCAAGTCTCCTCATTG
LIF NM_002309.5 LIF F ATAATGAAGGTCTTGGCGGC
LIF R TTGTGACATGGGTGGCGTA
LMNA NM _170707.4 LMNA F GTGGTGACGATCTGGGCTG
LMNA R AGGTGTTCTGTGCCTTCCAC
CCL2 NM 002982.4 CCL2 F GTCCCAAAGAAGCTGTGATCTTCAA
CCL2 R TTTGCTTGTCCAGGTGGTCC
DPT NM 001937.5 DPT F CGCTACTTCGAGTCAGTGCT
DPT R TCTGTTGTTAGCCAGCAGGAATA
ApCAF SLPI NM 003064 4 SLPL F GACACCCCAAACCCAACAAGG

SLPI R

AAACGCAGGATTTCCCACACA
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Tabela 1 - Genes alvos e referéncias selecionados para verificagdo da expressao diferencial em amostras
de fibroblastos primarios isolados de tecido normal, leucoplasia oral e carcinoma espinocelular oral, de
acordo com a classificacdo de subpopulacdo CAF.

(concluséo)

Gene Referéncia NCBI Sequéncia de primers
GUSB_F GAATCTGCTGGCTACTACTTGAA
GUSB NM _000181.4 -
- GUSB_R GCTCACAAAGGTCACAGGC
Referéncia
GAPDH F GAGAAGGCTGGGGCTCATTTG
GAPDH NM_002046.7 -
- GAPDH R CAGAGATGATGACCCTTTTGGC

Sequéncia NCBI: Numero de acesso da sequéncia do nucleotideo ao banco de genes do NCBI.
myCAF: fibroblastos associados ao cancer miofibroblastico

iCAF: fibroblastos associados ao cancer inflamatorios

apCAF: fibroblastos associados ao cancer apresentadores de antigeno

Referéncia: gene enddgeno considerado referéncia ou normalizador

4.8 EXTRACAO DE PROTEINAS E DIGESTAO ENZIMATICA DAS AMOSTRAS DE CELULAS E VES
PARA PROTEOMICA BASEADA EM DESCOBERTA

4.8.1 Preparacéo dos lisados celulares e digestdo em solucéo

Para as etapas de lise e extracdo das proteinas celulares, uma aliquota de cada amostra
celular (n=47) foi ressuspendida e homogeneizada em 500-600 uL de tamp&o de ureia (50 mM
Tris-HCI, pH 7,5; Uréiaa 8 M e Tioureia a 2 M) contendo o coquetel de inibidores de proteases
cOmplete Mini Coquetel Inibidor (Roche) e EDTA 1 mM. As suspensdes celulares foram
sonicadas em gelo por trés ciclos de pulsos de 30 s a 20% de amplitude (Vibra-Cell ™
Ultrasonic Liquid Processor VCX500, Sonics & Materials, Inc.). Para evitar a degradacédo das
proteinas, foram mantidos intervalos de 40 s no gelo para resfriamento das amostras entre cada
sonicacdo. A sonicacdo foi realizada de forma consistente com 20% de output para ndo causar
espumas, pois as bolhas reduzem a transmissdo de energia da ponta da sonda para a amostra,

limitando assim a eficiéncia da lise.

Em seguida, o extrato celular foi centrifugado a 4°C por 20 min a 12.000x g e 0
sobrenadante foi transferido para um novo tubo. A concentracdo de proteina total em cada
amostra foi analisada com o kit de ensaio Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) e, em

seguida, as amostras foram aliquotadas e armazenadas a -80°C para uso posterior.

Para as etapas de digestdo, amostras com aliquotas equivalentes a 10 pg de proteina
foram processadas por meio de protocolo de digestdo em solucdo, conforme descrito

anteriormente em protocolo ja utilizado em nosso grupo de pesquisa (Carnielli et al., 2018).
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Resumidamente, as aliquotas foram tratadas com ureia na concentracéao final de 8 M, seguido
por reducdo das proteinas com solucdo de DTT a 5 mM (por 25 min, a 56°C) e alquilacdo das
cisteinas com solucdo de iodoacetamida a 14 mM (por 30 min no escuro, a temperatura
ambiente). A mistura foi entdo diluida com solu¢do de NH4HCO3 a 50 mM para reduzir a
concentracdo final de ureia a 1,6 M e o cloreto de calcio foi adicionado na concentracéo final
de 1 mM. Finalmente, para digestdo das proteinas a solucédo de tripsina (Promega) na propor¢ao
de 1:50 (enzima substrato), especificamente 2uL, foi adicionada a cada tubo e a reagdo
prosseguiu durante 16h a 37 °C. Apds incubacdo durante a noite, 1ul de tripsina (1:50) foi
adicionado as amostras e a digestdo foi continuada por mais 5 h, a 37°C. A digestéo triptica foi
encerrada pela adi¢do de acido trifluoroacético a 0,4% e, em seguida, os peptideos foram
dessalinizados por meio de stage tips C18 (Rappsilber et al., 2007). As amostras foram entdo
submetidas a secagem em um concentrador a vacuo e armazenadas a -80°C para andlise de

espectrometria de massas (LC-MS) com aquisic¢do dependente de dados (DDA).

4.8.2 Preparacéo das VEs e digestdo em gel de SDS-PAGE

5x10° de VEs, determinado previamente por NTA, foram solubilizadas em tampao de
lise contendo desoxicolato de sodio a 12 mM e lauroil sarcosinato de sodio a 12 mM em Tris
HCI 100 mM, pH 8,5 (protocolo adaptado de Chen et al., 2017) e fervidas a 95 °C por 5 min,
Em seguida, o tampdo Laemmli 2x com B-mercaptoetanol (Sigma - Aldrich) foi adicionado as
amostras, que foram fervidas novamente por 5 min a 95°C e aplicadas no gel pré-fabricado de
poliacrilamida (10% Mini-Protean® TGX™, Bio-Rad). A eletroforese ocorreu em um sistema
Bio-Rad com a voltagem fixada em 100V durante 15 min, de acordo com as recomendacdes do
fabricante, apenas para as proteinas entrarem em aproximadamente 1 cm no gel. Ao final da
corrida, o gel foi cuidadosamente retirado do suporte e corado com metanol a 40% (v/v), acido
acético a 20% (v/v) e Coomassie Brilliant Blue R 0,1%, durante 1 hora, em temperatura
ambiente sob agitacdo. Posteriormente, o gel foi descorado em solucdo contendo metanol a 40%
(v/v) e &cido acético a 12% (v/v), realizando a troca da solugdo a cada 30 minutos até a

visualizacdo das bandas.

Todos os géis foram digitalizados e as bandas contendo as proteinas foram excisadas
dos géis com auxilio de bisturi, cortadas em cubos e transferidas para tubos de 1,5mL. Em
seguida, cada amostra foi tratada com solucdo descorante (50% de metanol e 2,5% de &cido

acetico) por 3 horas para desidratar os geis e remover o SDS, trocando a solucdo a cada 1 h. O
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protocolo de digestédo em gel foi realizado conforme descrito por Shevchenko et al., 2006. Em
resumo, foi adicionado um volume de ditiotreitol (DTT) a 10 mM dissolvido em NH4HCO3
100 mM suficiente para cobrir os pedacos de géis e as proteinas foram reduzidas durante 1 h a
56°C. Apo0s o resfriamento em temperatura ambiente, a solucdo de DTT foi substituida por
aproximadamente o mesmo volume de 50 mM de iodoacetamida em 100 mM de NH4HCO3.
Ap06s 30 min de incubagdo em temperatura ambiente no escuro, os pedacos de gel foram lavados
com NH4HCO3 a 100 mM por 10 min, desidratados pela adicdo de acetonitrila a 100%,
reidratados em NH4HCO3 a 100 mM e desidratados novamente pela adicdo do mesmo volume
de acetonitrila. A fase liquida foi removida e os géis foram completamente secos em uma
centrifuga a vacuo. Finalmente os géis foram hidratados com tampéo de digestdo contendo 50
mM de NH4HCO3 gelado em concentracdo final da tripsina 20 ng/uL (proporcédo
enzima:substrato, 1:50). A digestdo com tripsina (Promega) ocorreu durante 16h a 37°C. Apds
este periodo a reacgdo foi interrompida e os peptideos tripticos foram extraidos dos géis usando
50% de acetonitrila contendo 5% de acido formico. Finalmente, as misturas de peptideos foram
secas e enviadas ao Laboratorio de Espectrometria de Massas da Universidade da Virginia
(UVA, EUA) para analises por LC-MS/MS.

4.9 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS EM
TANDEM (LC-MS/MS) E ANALISE DOS DADOS BRUTOS

4.9.1 Analise das proteinas extraidas das células por LC-MS/MS

As andlises por LC-MS/MS das proteinas celulares foram realizadas com a ressuspensao
da mistura de peptideos em 10 pL de 4cido férmico a 0,1% v/v, sendo 2 pL deste volume
injetados pelo sistema de cromatografia liquida EASY-nLC Il acoplado ao espectrometro de
massas LTQ Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific), conectado por meio de uma interface
nanoeletrospray. Resumidamente, os peptideos foram separados por um gradiente de
acetonitrila contendo acido formico a 0,1% v/v usando uma coluna analitica New Objective (20
cm x 75 um ID e de 5 pum tamanho de particula) em um fluxo de 300 nL/min em 170 min de
gradiente total, sendo 30%B em 120 min. A voltagem do nanoeletrospray foi ajustada para 2,2
KV e a temperatura da fonte para 275 °C. O método do instrumento foi configurado no modo
de aquisicao de analise dependente de dados (DDA). Os precursores foram adquiridos em faixa

de m/z 300-1600 no analisador Orbitrap apos o acumulo de 1e® ions. A resolugdo no Orbitrap
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foi definida para r=60.000 e 20 peptideos mais intensos com estados de carga >2 foram
sequencialmente isolados e fragmentados na camara de alta presséo ion trap por dissociagéo
induzida por colisdo (CID) (energia de colisdo normalizada de 35%). A exclusdo dinamica foi
habilitada com uma lista de tamanho de exclusao de 500 peptideos, duracao de exclusdo de 60
s e contagem de repeticdo de 1. Uma ativagcdo Q=0,25 e tempo de ativacdo de 10 ms foram
usados.

4.9.2 Analise das proteinas extraidas das VEs por LC-MS/MS

As analises por LC-MS/MS das proteinas extraidas das VEs foram realizadas com a
ressuspensao da mistura de peptideos em 10 pL de &cido férmico a 0,1% v/v, sendo 4 pL deste
volume analisados no sistema de cromatografia liquida EASY-nLC acoplado ao espectrometro
de massas Orbitrap Exploris 480 (Thermo Fisher Scientific) conectado por meio de uma
interface nanoeletrospray, na Universidade da Virginia (UVA, EUA). Os peptideos foram
separados por um gradiente de acetonitrila contendo acido acético a 0,1 M em fluxo de
300nL/min em uma coluna analitica EASY-Spray (15 cm x 75 um ID ¢ de 3 um tamanho de
particula) em 131 min de gradiente total, sendo 40%B em 121 min. A voltagem do
nanoeletrospray foi ajustada para 1,9 kV e a temperatura da fonte a 285°C. O meétodo do
instrumento foi configurado no modo de aquisi¢do de analise dependente de dados (DDA). Os
precursores foram adquiridos em faixa de m/z 375-1500 no analisador Orbitrap ap6s o acimulo
de 1e®ions. A resolucdo no Orbitrap foi definida para r=120,000 para precursor e r=30,000 para
ions fragmentos, sendo os 10 peptideos mais intensos de cada espectro, com estados de carga
>2, foram sequencialmente isolados e fragmentados por dissocia¢do induzida por alta energia

de colisdo (HCD) (energia de colisdo normalizada de 30%).

4.10 PROCESSAMENTO DOS DADOS DE PROTEOMICA BASEADA EM DESCOBERTA DE CELULAS
E VEs

Os arquivos brutos provenientes da analise por LC-MS/MS das células foram
processados usando o programa MaxQuant v1.5.8.0 (Cox e Mann, 2008; Cox et al., 2011) e os
espectros MS/MS foram submetidos a busca contra o banco de dados Human UniProt
(download em 9 de janeiro de 2020, contendo 96.774 sequéncias candnicas e isoformas e
38.621.617 residuos), por meio do algoritmo Andromeda (Cox et al., 2011). A especificidade
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da enzima foi definida para tripsina/P (clivagem apés KR), permitindo até dois locais de
clivagem perdidos. A carbamidometilacdo foi definida como modificacdo fixa, e a acetilacédo
do terminal N da proteina e a oxidacdo da metionina como modificacGes variaveis. Uma
tolerancia de massas de 10 ppm para ions precursores e 0,5 Da para os ions fragmentos foram
estabelecidas para a identificacdo da proteina. Foi estabelecido um méximo de 1% de falsos
positivos (FDR) para a identificacdo de proteina e peptideo e pelo menos 1 peptideo razor por
grupo de proteina. A quantificacdo de proteina foi realizada usando LFQ (label-free
quantification) implementado no programa MaxQuant. a partir de peptideos unique + razor.
Uma contagem de proporgdo minima de 1 foi definida e a correspondéncia entre as execucoes

com os parametros padréo foram ativados.

Os arquivos brutos provenientes da analise por LC-MS/MS das VEs foram processados
usando o software MaxQuant v 2.1.0 e os espectros MS/MS foram submetidos a busca contra
0s bancos Human UniProt e Bos taurus UniProt (download em 5 de agosto de 2021; Uniprot
UP000005640, contendo 75.777 sequéncias e isoformas e 26.153.667 residuos; Uniprot
UP000009136, contendo 23.847 sequéncias e isoformas e 12.289.142 residuos,
respectivamente). A especificidade da enzima foi definida para tripsina/P (clivagem ap6s KR),
permitindo até dois locais de clivagem perdidos. A carbamidometilacdo de cisteina foi definida
como modificacdo fixa e a acetilacdo do terminal N da proteina e a oxidagdo da metionina como
modificacdes variaveis. Uma tolerancia de 10 ppm para a massa do precursor e 0,02 Da para 0s
ions do fragmento foram estabelecidas para a identificacdo da proteina. Foi estabelecido um
maximo de 1% false discovery rate (FDR) aplicado no nivel de PSM. Foi selecionado 0 minimo
de 1 peptideo Unico por proteina e ativacdo da funcdo split by taxonomy ao nivel de espécies.
A quantificacdo de proteina foi realizada usando o algoritmo LFQ (label-free quantification)
implementado no software MaxQuant a partir de peptideos unique + razor. Uma contagem de
proporcdo minima de 1 foi definida e a correspondéncia entre as execu¢fes com 0s parametros

padrdo foram ativados.

Ap0s obtencéo do conjuntos de dados para identificacdo e quantificacdo das proteinas
das células e das VEs, os mesmos foram pré-processados no programa Perseus, v1.6.10.45 (Cox
e Mann, 2008), disponivel no pacote MaxQuant, para exclusdo das entradas identificadas
unicamente por sitio de modificacdo, bem como aquelas identificadas pelo banco reverso. O
filtro de contaminantes ndo foi aplicado aos conjuntos de dados, pois as queratinas sao de

especial interesse no estudo do CEC oral. Para o conjunto de dados das VEs, as proteinas
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identificadas e quantificadas referentes a espécie Bos taurus, diferenciadas das proteinas da
espécie Human pela presenca de 1 peptideo Unico em cada sequéncia, foram excluidas do

conjunto de dados para as analises posteriores.

A abundancia das proteinas de células e VEs foi calculada com base na intensidade
normalizada do espectro (LFQ intensity) e seus valores foram convertidos para log2. Esses
valores foram posteriormente convertidos em z-score e utilizados para construgéo de
agrupamentos hierarquicos em Python v3.6. Os métodos de agrupamento hierarquico realizados
foram (‘complete’, ‘weighted’, and ‘ward’) e metricas (‘braycurtis’, ‘canberra’, ‘chebyshev’,
‘cityblock’, ‘correlation’, ‘cosine’, ‘dice’, ‘euclidean’, ‘hamming’, ‘jaccard’, ‘jensenshannon’,
‘kulsinski’, ‘mahalanobis’, ‘yule’, ‘matching’, ‘minkowski’, ‘rogerstanimoto’, ‘russellrao’,
‘seuclidean’, ‘sokalmichener’, ‘sokalsneath’, and °‘sqeuclidean’). Os dendrogramas que
apresentaram o agrupamento mais evidente de proteinas e/ou pacientes foram selecionados para

analises posteriores.

O teste Qui-quadrado de Pearson (nivel de significancia de 95%; p< 0,05) foi empregado
para associar 0s agrupamentos de pacientes com as caracteristicas clinico-patoldgicas no
programa SPSS (IBM SPSS Statistics) para Windows, v. 28.0.0. (IBM Corp.). Para essas
analises, as caracteristicas avaliadas dos casos controle foram: sexo, idade, tabagismo, etilismo
e sitio anatbmico do tecido coletado. Em relacdo ao grupo de LO, os dados foram: sexo, idade,
tabagismo, etilismo, sitio anatbmico da lesdo coletada e aspecto clinico da lesdo. Os critérios
histopatolégicos consistiram em: estratificacdo epitelial irregular, perda da polaridade das
células basais, cristas epiteliais em forma de gota de orvalho, aumento do nimero de figuras
mitéticas, mitoses anormalmente superficiais, queratinizacdo prematura em células individuais,
pérolas de queratina, perda de coesdo das células epiteliais, variacdo anormal do tamanho do
nucleo, variacdo anormal da forma do nucleo, variacdo anormal do tamanho da célula, variacéo
anormal da forma da célula, aumento da relacdo ndcleo-citoplasma, figuras mitéticas atipicas,
aumento do numero e tamanho dos nucléolos, hipercromasia, risco de malignizacao, infiltrado

inflamatdrio na area displésica.

Para os casos de CEC oral foram avaliados as seguintes caracteristicas: sexo, idade,
tabagismo, etilismo, sitio anatdbmico do tumor primério, consumo de cigarros por dia, duragdo
do héabito tabagista e consumo de alcool por dia. As caracteristicas histopatologicas foram:
tamanho do tumor primério (pT) (Amin et al., 2017), metastase linfonodal (pN) (Amin et al.,

2017), extensdo extracapsular da metastase (Amin et al., 2017), grau de diferencia¢do do tumor
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(Barnes et al., 2005), profundidade de invaséo (Amin et al., 2017), espessura do tumor (Amin
et al.,, 2017), padrdo de crescimento do tumor, invasdo angiolinfatica, invasdo perineural,
infiltrado inflamatdrio linfomononuclear peritumoral, infiltrado inflamatorio linfomononuclear
intratumoral, WPOI (Amin et al., 2017) e status das margens cirdrgicas. As associagdes
significativas referentes &s andlises de associacdo dos agrupamentos de pacientes com as
caracteristicas clinico-patologicas foram visualizadas em forma de graficos usando GraphPad

Prism v8.2.1 (GraphPad; https://www.graphpad.com).

Para encontrar perfis distintos de abundancia das proteinas entre os NAFs, LAFs e CAFs
foi empregada o agrupamento dos dados protedmicos usando a plataforma on line VSClust
(http://computproteomics.bmb.sdu.dk/Apps/VSClust/) (Schwdmmle e Jensen, 2018). Para
aumentar a robustez desta analise, os dados protebmicos de células e VEs foram filtrados para
50% de valores validos. Isso significa que foram mantidas apenas as proteinas identificadas e
quantificadas em 50% dos casos, considerando pelo menos um dos grupos estudados.
Considerando que nesta fase de descoberta foi fundamental avaliar os parametros clinico-
patoldgicos dos casos para selecionar as proteinas a serem avaliadas para as proximas etapas de
verificacdo, a aplicacdo o filtro de valor valido nesse momento permitiu a realizacdo das
analises de enriquecimento das proteinas presentes em cada cluster, aumentando a
confiabilidade da identificacdo e quantificacdo de proteinas, para enriquecer vias bioldgicas
sobre-representadas. O namero étimo de clusters foi primeiramente definido de acordo com a

distancia centréide minima de cada nimero de clusters testado, por meio do algoritmo VSClust.

Para identificar proteinas diferencialmente abundantes entre NAFs, LAFs e CAFs, 0s
valores de intensidade Log2 LFQ foram analisados no programa Perseus, v1.6.10.45 (Cox e
Mann, 2008), disponivel no pacote MaxQuant. A significancia dos resultados foi avaliada
empregando o teste paramétrico de analise de variancia (one-way ANOVA), sequido do pos-
teste de Tukey HSD (do inglés Tukey's HSD - honestly significant difference test) com nivel de
significancia de 95% (p-valor<0,05). Esta analise foi corrigida usando o teste de Storey (Storey
et al., 2004), aplicado em ambiente R, onde os valores q foram calculados considerando um
FDR maximo de 5%. Os conjuntos de dados LC-MS/MS analisados em células e VEs incluiram
14 NAFs, 11 LAFs e 22 CAFs, sem filtrar valores validos.

As intersecOes entre os conjuntos de dados e as relagcdes entre 0 nimero de proteinas

exclusivas e comuns de cada condicdo experimental foi visualizada em graficos UpSet plots
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(Lex et al., 2014) empregados para os dados de células e VEs, gerados com a ferramenta on
line Intervene (https://intervene.shinyapps.io/intervene/) (Khan e Mathelier, 2017).

Gréaficos de dispersdo foram realizados usando o GraphPad Prism v8.2.1. para
demonstrar individualmente a relacdo de intensidade normalizada em log2 de cada proteina
diferencialmente abundante (one-way ANOVA, p-valor<0,05 seguido do pds-teste de Tukey,
p-valor <0,05) entre os grupos do conjunto de dados das células e VEs. Os gréficos de disperséo
mostram a mediana e a medida de dispersdo de distancia interquartil. A diferenca estatistica
significante entre dois grupos foi representada por barra e asteriscos, onde * representa p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. A identidade da proteina nos graficos esté representada pelo respectivo

nome do gene.

As analises de enriquecimento de vias foram realizadas na plataforma REACTOME
v.78 (https://reactome.org/) (Jassal et al., 2020), com o limite de significancia definido em FDR
<0,05, sem incluir as vias relacionadas a doencas. As 20 vias subre-representadas foram
visualizadas usando o GraphPad Prism v8.2.1.

As andlises de Ontologia Genética (gene ontology, GO) baseada na categoria
componente celular e processos biologicos foram realizadas no Banco de Dados para Anotacéo,
Visualizagdo e Descoberta Integrada (DAVID) v6.8 (https://david.ncifcrf.gov/) (Huang et al.,
2009(a); Huang et al., 2009(b)) usando o proteoma humano completo como referéncia. A
significancia estatistica foi considerada aplicando p-valor<0,05 usando o teste de Benjamini e

Hochberg e g-valor <0,05, usando o FDR.

4.11 CORRELACAO DA ABUNDANCIA DE PROTEINAS E DA EXPRESSAO GENICA COM
CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS

Anélises estatisticas ndo paramétricas foram realizadas para correlacionar as proteinas
que apresentaram diferencas estatisticamente significativas nos conjuntos de dados protedmicos
das células e VEs, com as variaveis clinico-patoldgicas dos casos de LO e CEC oral. As

informacdes clinicas foram obtidas dos prontuarios eletrénicos dos pacientes.

Para os casos controle, foram correlacionadas as seguintes caracteristicas: sexo, idade
no momento do diagnostico, tabagismo, etilismo e sitio anatbmico da amostra coletada. Em
relacdo as andlises dos casos de LO, as caracteristicas clinicas incluiram: sexo, idade no

momento do diagnostico, tabagismo, etilismo, sitio anatdmico, aparéncia clinica da leséo
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(homogénea ou ndo homogénea) (Warnakulasuriya et al., 2007) e tamanho da lesdo (<2 c¢cm ou
> 2 c¢m) (van der Waal et al., 2002; Warnakulasuriya et al., 2007).

Para as analises dos parametros histopatolégicos dos casos de LO, as laminas de vidro
com cortes histologicos corados em hematoxilina e eosina de cinco um foram digitalizadas
usando o scaner (Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha) com uma amostra espacial de 0,47um

por pixel, foco automatico e aumento de 20x, conforme descrito por Araujo et al., 2021.

Todas as imagens digitais foram avaliadas por dois patologistas (A.L.D.A, T.M.M) de
forma independente, e os casos discordantes foram revisados por um terceiro patologista
(E.S.S) para concordancia no diagndstico final. As seguintes caracteristicas histopatoldgicas
foram avaliadas: (a) critérios arquiteturais: estratificacdo epitelial irregular, perda de polaridade
das células basais, cristas epiteliais em forma de gota, nimero aumentado de figuras mitoticas,
mitoses anormalmente superficiais, queratinizacdo prematura em células individuais, presenca
de pérolas de queratina e perda de coesdo das células epiteliais; (b) critérios citoldgicos:
variacdo anormal do tamanho e forma do ndcleo, anormal do tamanho e forma da célula,
aumento da relacdo nucleo-citoplasma, presenca de mitose atipica, aumento do ndmero e
tamanho dos nucléolos e hipercromatismo (Kujan et al., 2006). Também foram avaliados a
presenca ou auséncia de infiltrado inflamatorio na area displésica (Shaban et al., 2019) e o tipo
de queratinizagdo da area displéasica.

Apds a andlise de cada critério individual em todos os casos, a displasia epitelial foi
avaliada de acordo com a classificacdo binaria de risco sugerida por Kujan et al. (2006) e o
ponto de corte para definir o risco e malignizacéo foi estabelecido de acordo com Nankivell et
al. (2013). Assim, os casos foram classificados como de alto risco se quatro caracteristicas
arquiteturais e quatro citologicas estivessem presentes (Kujan et al., 2006; Nankivell et al.,
2013).

Para os casos de CEC oral, foram avaliados as seguintes caracteristicas: sexo, idade,
tabagismo, etilismo, sitio anatbmico do tumor primario, consumo de cigarros por dia, duracéo
do habito tabagista, consumo de alcool por dia. As caracteristicas histopatologicas foram
coletadas dos prontuérios eletronicos e incluiram: tamanho do tumor priméario (pT) (Amin et
al., 2017), metastase linfonodal (pN) (Amin et al., 2017), extensdo extracapsular da metastase
(Amin et al., 2017), grau de diferenciagdo do tumor (Barnes et al., 2005), profundidade de
invasdo (Amin et al., 2017), espessura do tumor (Amin et al., 2017), padréo de crescimento do

tumor, invasdo angiolinfatica, invasdo perineural, infiltrado inflamat6rio linfomononuclear



65

peritumoral, infiltrado inflamatdrio linfomononuclear intratumoral, WPOI (Amin et al., 2017)

e status das margens cirdrgicas.

Analises estatisticas paramétricas foram realizadas para correlacionar a expressao
génica relativa logada na base 2, entre os genes diferencialmente expressos entre NAF vs. LAF
e NAF vs. CAF, resultantes da caracterizacdo dos fibroblastos por RT-gPCR em marcadores
myCAF, iCAF e apCAF, com as mesmas variaveis clinico-patoldgicas dos casos de LO e CEC

oral, avaliadas para os resultados de protedmica.

As analises de correlagdo foram realizadas no programa IBM SPSS Statistics, v.28.0.0
(IBM Corp.) Na comparacgéo entre duas variaveis foram aplicados os testes U de Mann-Whitney
(para abundancia proteica) e teste T de Studenty para amostras independentes (para expressao
génica) e para as comparacOes entre mais de duas variaveis, os testes Kuskal Wallis (para
abundancia proteica) e one-way ANOVA (para expressao génica) foram usados, considerando
o nivel de significancia de 95% (p< 0,05). Para analises estatisticas multiplas, o pos teste de
Tukey foi utilizado, com nivel de significancia p<0,05. As associagdes significativas foram
visualizadas em forma de graficos ViolinPlot usando o GraphPad Prism v8.2.1 (GraphPad;
https://www.graphpad.com). A diferenca estatistica significante entre dois grupos foi
representada por barra e asteriscos, onde * representa p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. A

identidade da proteina nos graficos esta representada pelo respectivo nome do gene.

5 RESULTADOS
5.1 DADOS CLINICO-PATOLOGICOS

Este estudo foi constituido por uma coorte prospectiva de 14 pacientes com hiperplasia
fibrosa, 11 pacientes com leucoplasia oral e 22 pacientes com CEC oral. Os dados
demogréficos, clinicos, histopatoldgicos e de seguimento foram obtidos por meio da analise

dos prontuarios digitais e estdo descritos nas tabelas 2-4.

Dos casos de hiperplasia fibrosa, (HF) dos quais foram coletados fragmentos de tecido
controle ndo maligno, 11 (78,6%) eram mulheres e 3 (21,4%) eram homens, com idades entre
40 e 72 anos e média de 57,21+8,92 anos. Dos casos de leucoplasia oral, 7 (63,6%) eram
homens e 4 (36,4%) eram mulheres, com idades entre 45 e 73 anos e média de 61,81+7,13 anos.

Em relagdo aos habitos, 42,9% dos pacientes do grupo controle reportaram ser fumantes e
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28,6% etilistas, enquanto 100% dos pacientes com LO relataram consumo de tabaco no e 54,5%
consumo de alcool momento das coletas. Em relacéo aos sitios anatémicos da cavidade oral,
das quais foram realizadas as cirurgias para excisao das lesdes, 28,6% das HFs foram removidas
da mucosa jugal e 28,6% do fundo de vestibulo. Em relacdo as LOs, a maioria (46,5%) foi

proveniente da mucosa jugal, seguida do assoalho com 36,4% das lesdes (tabela 2).

As informacdes histopatologicas completas dos casos de LO e CEC oral estdo
apresentados na tabela 3 e 4, respectivamente. Em relacdo ao aspecto clinico das LO, 54,5%
apresentaram lesdes homogéneas, em geral < 2,0 cm (63,6%) e 70% das displasias epiteliais

foram classificadas como baixo risco de malignizacao.

Dos 22 casos de CEC oral, 19 (86,4%) eram homens e apenas 3 (13,6%) eram mulheres,
com idade média de 61,0+9,83 anos. Em relacdo aos habitos, 100% dos pacientes se declararam
tabagistas, com consumo de 8-40 cigarros por dia, por cerca de 40 anos; 19 (86,4%) dos
pacientes se declararam etilistas, consumindo entre 500-5.000 mL de bebidas alcodlicas por
dia. Em 50,0% dos pacientes o CEC foi diagnosticado na lingua, especialmente na borda lateral,
seguido do assoalho bucal (22,7%), trigono retromolar (13,6%), rebordo alveolar (9,1%) e
mucosa jugal (4,5%). No que se refere ao tamanho do tumor (pT), 4 pacientes (26,7%) foram
classificados como tumores T1/T2 e 11 (73,3%) com T3/T4. Nove (64,3%) pacientes
apresentaram metastases regionais (N+), sendo que 4 (26,7%) apresentavam extensao

extracapsular da metéstase e todos os pacientes foram estadiados como MO.



Tabela 2 - Dados clinicos, demogréficos e de estilo de vida dos casos controle e leucoplasia oral

incluidos neste estudo, obtidos ap6s revisdo dos prontuarios eletrénicos.

Casos (n) %

Sexo

Idade

Tabagismo

Etilismo

Sitio anatomico

Masculino
Feminino

<60
2 60

Sim/Ex
Nao

Sim/Ex
Nao

Lingua
Assoalho
Rebordo alveolar
Mucosa jugal
Fundo de vestibulo
Mucosa labial
Gengiva
Outros

Controle (14) LO (11)
3 21.4% 7 63.6%
11 78.6% 4 36.4%
8 57.1% 3 27.3%
6 42.9% 8 72.7%
6 42.9% 11 100,0%
8 57.1% 0 0.0%
4 28.6% 6 54.5%
10 71.4% 5 45,5%
1 7.1%

4 36.4%
2 14,3%
4 28.6% 5 45,5%
4 28.6%
3 21.4%
1 9.1%
1 9.1%
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Tabela 3 - Dados clinico-patoldgicos dos casos de leucoplasia oral incluidos neste estudo, obtidos apos
revisao dos prontuérios eletronicos.

(continua)

Casos %
Aspecto clinico da lesao*
(informacdo disponivel de 11 pacientes)
Homogenea 6 54.5%
Nao homogenea 5 45.5%
Tamanho da lesao™*
(informacdo disponivel de 11 pacientes)
<2 cm 7 63.6%
22 cm 4 36.4%
TCritérios arquiteturais
(informacéo disponivel de 10 pacientes)
Estratificacao epitelial irregular
Sim 10 100,0%
Nao 0 0.0%
Perda de polaridade das células basais
Sim 10 90.9%
Néo 1 9.1%
Cristas epiteliais em forma de gota de orvalho
Sim 6 60,0%
Nao 4 40,0%
Aumento do numero de figuras mitoticas
Sim 0 0.0%
Nao 10 100,0%
Mitoses anormalmente superficiais
Sim 0 0.0%
Nao 10 100,0%
Queratinizacao prematura em células individuais
Sim 2 20.0%
Nao 8 80.0%
Pérolas de queratina
Sim 0 0.0%
Néo 10 100,0%
Perda de coesao das células epiteliais
Sim 1 10,0%

Nio 9 90.0%
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Tabela 3 - Dados clinico-patoldgicos dos casos de leucoplasia oral incluidos neste estudo, obtidos apos
revisao dos prontuérios eletrdnicos.
(concluséo)

Casos %
TCritérios citologicos
(mnformacdo disponivel de 10 pacientes)
Variacao anormal do tamanho do nicleo
Sim 3 30,0%
Nao 7 70,0%
Yariacio anormal da forma do nicleo
Sim 6 60,0%
Nao 4 40,0%
Variacao anormal do tamanho da célula
Sim 2 20,0%
Nao 8 80,0%
VYariacao anormal da forma da célula
Sim 5 50,0%
Nao 5 50,0%
Aumento da relacao nicleo-citoplasma
Sim 3 30,0%
Nao 7 70,0%
Figuras mitoticas atipicas
Sim 1 10,0%
Nao 9 90,0%
Aumento do niimero e tamanho dos nucléolos
Sim 2 20,0%
Nao 8 80,0%
Hipercromasia
Sim 7 70,0%
Nao 3 30,0%
*Risco de malignizacao
Alto 3 30,0%
Baixo 7 70,0%
SInfiltrado inflamatério na area displasica
Sim 3 30,0%
Nao 7 70,0%

*Warnakulasuriya et al., 2007

**yan der Waal et al., 2002

+ Kujan et al., 2006 e Nankivell et al., 2013
*Shaban et al., 2019
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Tabela 4 - Dados clinico-patologicos dos casos de CEC oral incluidos neste estudo, obtidos apds reviséo
dos prontuérios eletrdnicos.

(continua)
Casos (n) %

Sexo
(informacgéo disponivel de 22 pacientes)
Masculino 19 86.4%
Feminino 3 13.6%
Idade
(informacao disponivel de 22 pacientes)
<60 14 63,6%
=60 8 36,4%
Tabagismo
(informagao disponivel de 22 pacientes)
Smm/Ex 22 100,0%
Nio 0 0.0%
Consumo de cigarros por dia
(informagao disponivel de 15 pacientes)
<10 1 6.7%
11-20 8 53.3%
21-30 1 6.7%
31-40 5 33.3%
Duracio do habito tabagista
(informacgéao disponivel de 15 pacientes)
<40 anos 7 46,7%
=40 anos 8 53,3%
Etilismo
(informacgéao disponivel de 22 pacientes)
Sim/Ex 19 86,4%
Nio 3 13.6%
Consumo de dlcool por dia
(informacgéao disponivel de 15 pacientes)
500-1.500mL 7 46,7%
2.000-3.000mL 4 26,7%
4.000-5.000mL 3 20,0%
Sitio primario
(informacgao disponivel de 22 pacientes)
Lingua 11 50,0%
Assoalho 5 22.7%
Area retormolar 3 13,6%
Rebordo alveolar 2 9.1%
Mucosa jugal 1 4.5%
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Tabela 4 - Dados clinico-patologicos dos casos de CEC oral incluidos neste estudo, obtidos apds reviséo
dos prontuérios eletrdnicos.
(continuacéo)

Casos (n) %
Caracteristicas histopatolégicas - AJCC 8* ediciio
Estadiamento patolégico
(informagdo disponivel de 15 pacientes)
pT1 2 13,3%
pT2 2 13,3%
pT3 3 20,0%
pT4a 8 53,3%
pNx 1 6,7%
pNO 5 33,3%
pN1 1 6,7%
pN2b 2 13,3%
pN2c 2 13.3%
pN3 1 6,7%
pN3b 3 20,0%
Extensio extracapsular
(informagao disponivel de 15 pacientes)
Presente 4 26.7%
Ausente 11 73.3%
Grau de diferenciaciio
(informagdo disponivel de 15 pacientes)
Bem diferenciado 5 33,3%
Moderadamente diferenciado 10 66,7%
Profundidade de invasio
(informagdo disponivel de 14 pacientes)
<2cm 8 57.1%
>2cm 6 42.9%
Espessura do tumor
(informagdo disponivel de 15 pacientes)
<2.5cm 7 46,7%
>2.5 cm 8 53,3%
Padriao de crescimento do tumor
(informagdo disponivel de 14 pacientes)
Endofitico 11 78.6%
Exofitico 3 21,4%
Invasio angiolinfatica
(informagdo disponivel de 15 pacientes)
Presente 8 53.3%
Ausente 7 46,7%

Invasio perineural

(informagdo disponivel de 15 pacientes)

Presente 11 73.3%
Ausente 4 26,7%
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Tabela 4 - Dados clinico-patoldgicos dos casos de CEC oral incluidos neste estudo, obtidos apos revisao
dos prontuérios eletrdnicos.
(concluséo)

Casos (n) %
Infiltrado inflamatério linfomononuclear peritumoral
(informagdo disponivel de 15 pacientes)
Presente 14 93.3%
Ausente 1 6.7%
Infiltrado inflamatoério linfomononuclear intratumoral
(informagao disponivel de 15 pacientes)
Presente 13 86,7%
Ausente 2 13.3%
WPOI* - pior padrio de invasio tumoral
(informagdo disponivel de 15 pacientes)
WPOI 1-4 6 40,0%
WPOI 5 9 60,0%
Margens
Comprometidas 3 20,0%
Livres 12 80,0%

5.2 ESTABELECIMENTO DAS CULTURAS PRIMARIAS DE NAFsS, LAFs E CAFS ORAIS

NAF (fibroblasto associado ao tecido normal), LAF (fibroblasto associado a leucoplasia
oral) e CAF (fibroblasto associado ao carcinoma espinocelular oral) cresceram em culturas
primarias ao redor dos explantes de forma aderente e foram cultivados por aproximadamente 3
semanas até a obtencdo de células suficientes para os experimentos e isolamento das VEs. O
crescimento, a morfologia e a viabilidade das células foram monitorados diariamente com
auxilio do microscépio e o meio de cultura foi trocado a cada 48 horas, de acordo com o
metabolismo celular. Para evitar a inducdo de senescéncia e a ativacao das células in vitro, todos
0s NAFs, LAFs e CAFs foram cultivados até a passagem 3, sem congelamento e/ou
descongelamento prévio ao estabelecimento das linhagens. A verificacdo de contaminacao por

micoplasma apresentou resultados negativos para todas as amostras utilizadas neste estudo.

As células cobriram totalmente o fundo do frasco de 25 cm? (passagem 0) em tempos
diferentes. Populacdes esparsas de NAF e LAF foram vistas ao redor do tecido apds 5 dias de
cultivo e cobriram totalmente o fundo da garrafa em ~8-10 dias. Em contraste, populagdes
esparsas de CAFs migraram dos explantes em 3 dias de incubacéo e apos ~6-8 dias notou-se a

formagéo de uma monocamada confluente.
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Quando as células da PO formaram uma monocamada confluente de ~80%, elas foram
descoladas da garrafa por tripsinizacdo (Tripsina 2,500 g/L / EDTA 250 mg/L, Cultilab) e
repicadas em uma garrafa de T75 cm2 (passagem 1). O mesmo foi realizado para a P1, que por
sua vez foi repicada para trés placas de 150-mm de diametro (passagem 2). Quando as células
da passagem 2 atingiram a confluéncia de ~80%, elas foram repicadas para 10 placas de 150-
mm e identificadas como passagem 3. O tempo decorrido entre a P2 e P3 foi em média 4-6 dias.
A Figura 2 mostra os NAFs, LAFs e CAFs em passagens 0 e 3.

Ap0s trés passagens, uma populacdo homogénea de células com morfologia fusiforme
ou estrelada foi estabelecida para os trés grupos de estudo (Figura 2). Além disso, ndo foi
constatada contaminacgdo por célula epitelial, visto que que os queratindcitos ndo conseguiram
crescer no meio DMEM completo utilizado e ndo suportaram as tripsinizac@es ao longo das 3
passagens. Nesse momento, o sobrenadante foi coletado para isolamento das VESs e as células
foram descoladas das placas por tripsina e lavadas por 3 vezes com solucgdo salina tamponada
com fosfato (PBS) 1x estéril, até que se apresentassem limpas e sem residuos de meio de
cultura. Em seguida as células foram aliquotadas e armazenadas a -80°C até a realizacdo das

etapas de caracterizagdo celular por RT-gPCR e LC-MS/MS.
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Figura 2 - Fotomicrografias de contraste de fase mostrando fibroblastos primarios isolados a partir da
técnica do explante, crescidos em diferentes densidades celulares. Morfologicamente essas células
apresentaram aspecto tipico fusiforme ou estrelado. A-B. NAFs migrando do explante de tecido controle
ndo maligno na passagem O (barras de escala em 400um). C. Linhagem de NAFs estabelecida na
passagem 3 (barras de escala em 400 um). D. LAFs migrando do explante de LO (passagem 0, barras
de escala em 400pm). E-F. LAFs na passagem 2 e 3, respectivamente (barras de escala em 200um). G.
CAFs migrando do explante de CEC oral na passagem 0 (barras de escala em 200um) H. CAFs na
passagem 2 (barras de escala em 400um). 1. Detalhes da morfologia de uma linhagem de CAF oral na
passagem 3 (barras de escala em 400um).

NAF - Fibroblasto associado ao !ecido normal

Fonte: SA, J. O. et al. Manuscrito em preparago.
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5.3 CARACTERIZACAO DE MARCADORES DE FENOTIPO CELULAR POR RT-QPCR

Embora os fibroblastos sejam facilmente reconhecidos por sua morfologia fusiforme e
positividade para um marcador mesenquimal, geralmente vimentina, devido a existéncia de
varios tipos de precursores celulares, tem sido reconhecido que a populacdo de CAFs se
comporta como células complexas, com varios fenétipos de fibroblastos e fungdes distintas
entre muitos tipos de cancer (Ohlund et al., 2014; Elyada et al., 2019; Mao et al., 2021; Joshi et
al., 2021). Portanto, para caracterizar de forma abrangente os fibroblastos orais isolados em
cultura primaria deste estudo, foram avaliados 12 NAFs, 9 LAFs e 21 CAFs por RT-qPCR.

Foram incluidos os marcadores comuns para fibroblastos ja descritos na literatura
(Wang et al., 2014; Inoue et al., 2014; Puram et al., 2017), aqui neste estudo denominados de
panF e, como até o momento nao existe um painel de marcadores definidos para caracterizar
subpopulacBes de CAFs associados ao CEC oral, foram verificados os marcadores que
classificam estas células em myCAF, iCAF e apCAF, de acordo com Elyada et al. (2019)
(Tabela 1).

Para a visualizacdo dos resultados, foi empregado o agrupamento hierdrquico
transformando os valores de expressdo génica relativa dos marcadores de fenotipo em z-score,
com a ferramenta estatistica R. (Figura 3A). Os testes one-way ANOVA e o pds-teste de Tukey,
foram aplicados para comparar os niveis de transcrigdo, logaritmizados na base 2, entre as
amostras de NAF, LAF e CAF e os valores p<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes, e estdo mostrados na Figura 3B. A Figura 3C mostra o agrupamento hierarquico
apenas dos genes diferenciais desta analise. Ambos os heat maps (Figura 3A e 3C) foram
realizados usando a correlacdo de Pearson com o método Ward.

O agrupamento hierarquico dos casos, de acordo com o perfil de expressdo dos genes
mostrou trés grandes grupos, de acordo com o fenétipo celular: 1°) delimitado do NAF 01 até
o0 NAF 08; 2°) delimitado do NAF 05 até o CAF 02 e o 3°) delimitado entre 0 CAF 08 e CAF
06. Em geral, a separacdo das amostras néo foi perfeita, entretanto os marcadores foram capazes
de separar metade dos CAFs, que se encontra no terceiro agrupamento (Figura 3A).

Para o agrupamento hierarquico dos genes marcadores diferenciais, trés grandes grupos
de NAFs, LAFs e CAFs séo visualizados, sendo que a maioria dos CAFs se encontra no

primeiro (Figura 3C). Em relacdo aos genes, 2 grupos séo visualizados, sendo SLP1 e CXCL12,
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marcadores apCAF e ICAF, localizados no primeiro grupo, enquanto a maioria dos outros
marcadores myCAF e panF se encontra no segundo grupo (Figura 3C).

Ao avaliar os genes diferenciais, os resultados mostram que as expressdes de mMRNA
dos LAFs apresentaram expressdo diminuida estatisticamente significante do marcador SLP1
comparado ao NAF, e expressdo mais baixa de PDPD e POSTN comparado com as expressoes
desses genes nos CAFs (Figura 3B). Por sua vez, os CAFs orais apresentaram um perfil
predominantemente miofibroblastico, caracterizado pela expressdo aumentada estatisticamente
significante de ACTA2", POSTN*, TAGLN*, PDPN*, THY1", CXCL12 e SLP1 (Figura 3B).

O gene SPLI foi o tnico marcador de fendtipo que mostrou diferenca estatisticamente
significante entre NAF vs. LAF e NAF vs. CAFs e, portanto, a expressao relativa de SLPI,
logada na base 2, foi correlacionada com as caracteristicas clinico-patologicas dos casos de LO
e CEC oral. Entretanto, essa andlise ndo mostrou associacfes signiticativas (dados nao

mostrados).
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Figura 3 - Caracterizacdo de marcadores de fenotipos dos NAFs-cel, LAFs-cel e CAF-cel por RT-gPCR.
A. Painel completo dos marcadores avaliados mostra o agrupamento hierarquico das amostras (12
NAFs, 9 LAFs e 22 CAFs) de acordo com o perfil panF, myCAF, iCAF e apCAF. Os valores de
expressdo génica relativa foram transformados em z-score, usando a correlagdo de Pearson com o
método Ward. B. Expressdo relativa dos genes estatisticamente diferenciais entre os grupos (p-
valor<0,05). A diferenca estatistica significante entre dois grupos foi representada por barra e asteriscos,
onde * representa p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. C. Painel dos marcadores diferenciais mostra o
agrupamento hierarquico das amostras (12 NAFs, 9 LAFs e 22 CAFs) de acordo com o perfil panF,
myCAF, iCAF e apCAF. Os valores de expressdo génica relativa de cada marcador foram transformados
em z-score, usando a correlagdo de Pearson com o método Ward.

A | —_

Grupos
SLPI
LIF
CCL2
IL6
CXCL1
CXCL8
CXCL2
ACTA2
MYL9
TAGLN
CCN2
COL1A1
ll: FOPN Grupos
POSTN
MMP2 B NAF
IF FAP o

MMP11 B CAF

DPT
DCN
PDGFRA
CFD
THY1
CXCL12
LMNA
VIM
S100A4

Marcadores
de fenotipo

panF

ACTA2 TAGLN POSTN CXCLI2 THYI PDPN SLPI

* *k * *kk

Relative Expression (Log2)
Bz
@D
=
Bl
g=
=3
=
__“.. &
[t
-&
e
B

Fonte: SA, J. O. et al. Manuscrito em preparago.
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5.4 CARACTERIZACAO DAS VES

As VEs isoladas por ultracentrifugacdo diferencial foram caracterizadas quanto ao
tamanho e concentragdo por analise de rastreamento de nanoparticulas. NAF-ev mostraram um
tamanho médio de 111,9+15,7 nm, LAF-ve apresentaram um tamanho médio de 119,6 +13,6
nm enquanto CAF-ve mostraram tamanho médio de 116,9+21,4 nm (Figura 4A). A
concentracdo de VEs variou de acordo com o grupo estudado, sem diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (one-way ANOVA, p-valor<0,05), conforme mostrado na Figura
4A.

Com base no conteudo proteico identificado e quantificado por LC-MS/MS foi possivel
categorizar 12 marcadores geralmente identificados em VEs, de acordo com as Informacdes
minimas para Estudos de Vesiculas Extracelulares (MISEV2018 - Théry et al. 2018). A Figura
4B mostra a abundancia em log2 LFQ intensity das proteinas encontradas em membranas de
VEs, incluindo as tetraspaninas (CD9, CD63, CD81); a proteina multipassagem CDA47 e
proteinas citosolicas como TSG101, PDCD6IP, SDCBP e CAV1. Todas as amostras
apresentaram os marcadores genuinos de VEs, com abundancias diferentes entre os grupos
(Figura 4B). Foram observadas baixas abundéancias de proteinas da via secretéria (Reticulo
Endoplasmatico, Aparelho de Golgi e Lisossomos), como CANX e HSP90B1. Proteinas de
outros compartimentos intracelulares, como mitocéndria (VDAC1) e nucleo (histonas,
HIST1H* e CYCL1) néo foram identificadas nos dados de VEs deste trabalho. Os marcadores
de exossomos convencionais, incluindo Flotilinas-1 e a proteina de choque térmico HSP90-beta
(HSP90AB1), ndo foram bem identificadas nos fibroblastos orais humanos deste estudo.

O conjunto de dados de proteinas identificadas e quantificadas neste estudo foi
comparado aos Bancos de Dados publicos de VEs. Os compéndios Vesiclepedia
(http://lwww.microvesicles.org) e ExoCarta (http://www.exocarta.org/) catalogam proteinas,
RNAs, lipidios e metabdlitos que sdo identificados em todas as classes de VES por meio de
anotages continuas da comunidade biomédica e de dados selecionados manualmente da
literatura (Pathan et al., 2019; Keerthikumar et al., 2016). Atualmente, a Vesiclepedia contém
dados obtidos de 1.254 estudos em VEs, 349.988 entradas de proteinas, 27.646 entradas de
MRNA e 639 entradas de lipidios identificadas em 41 espécie. O banco de dados ExoCarta
apresenta dados obtidos de 286 estudos, 41.860 entradas de proteinas, 11.692 entradas de

MRNA e 1.116 entradas de lipideos. O diagrama de Venn (Figura 4C) mostra as proteinas
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Unicas e compartilhadas entre os grupos deste estudo comparadas com as 100 principais
entradas de proteinas nos Bancos Vesiclepedia e ExoCarta.

Figura 4 - Caracterizagdo das 14 NAFs-ve, 11 LAFs-ve e 22 CAF-ve. A. Graficos mostram os tamanhos
(nm) e concentracBes (particulas/mL) de NAF-ve, LAF-ve e CAFs-ve. B. Agrupamento hierarquico
mostra abundancia (log2 LFQ intensity) das proteinas marcadoras de VESs transformadas em z-score. C.
Proteinas Unicas e compartilhadas entre NAF-ve, LAF-ve e CAFs-ve entre os bancos de dados publicos
Vesiclepedia e ExoCarta.
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5.5 PROTEINAS IDENTIFICADAS A PARTIR DA ESPECTROMETRIA DE MASSAS POR PROTEOMICA
BASEADA EM DESCOBERTA DAS CELULAS E VESICULAS EXTRACELULARES

5.5.1 Andlise quantitativa do proteoma de células e VEs das amostras de NAF, LAF e CAF

Este estudo empregou a protedmica quantitativa baseada em espectrometria de massas
com aquisicéo dependente de dados para caracterizar o perfil protedmico total e das VEs de
fibroblastos primarios isolados de tecido controle ndo maligno, leucoplasia oral com displasia
e CEC oral. Entende-se que a elucidacdo da biologia dos LAFs e CAFs orais pode fornecer
novos insights sobre o fendtipo fibroblastico pro-oncogénico, além de caracteristicas
relacionadas ao pior progndstico do pacientes com CEC oral.

A andlise dos dados provenientes das células, apos a excluséo das entradas identificadas
unicamente por sitio de modificacdo bem como aquelas identificadas pelo banco reverso,
identificou e quantificou 1.529 proteinas. Desse total, 1.443 proteinas sdo comuns aos trés
grupos, sendo que 17 foram encontradas exclusivamente em NAFs, 2 em LAFs e 34 proteinas

em CAFs. Esses resultados podem ser visualizados no grafico upset plot (Figura 5A).

A analise protebmica quantitativa das VEs identificou e quantificou o total de 1.754
proteinas. Apds exclusdo das proteinas referentes a espécie Bos taurus, que foram diferenciadas
pela presenca de peptideos Gnicos em cada sequéncia, além da excluséo das proteinas do banco
reverso e identificadas unicamente por sitio de modificacdo, o total de 756 proteinas humanas
permaneceram na lista de identificadas e quantificadas. Um total de 671 proteinas foi
compartilhado entre os trés grupos, sendo que 7 proteinas foram encontradas exclusivamente
em NAFs e 13 proteinas em CAFs. Nenhuma proteina foi exclusiva para LAFs, conforme

mostrado no grafico upset plot (Figura 5B).

O grafico na Figura 5C mostra a distribuicdo e faixa dindamica das proteinas identificadas
e quantificadas em Cel. e VEs. Essa analise indicou que tanto o proteoma das células como das
VEs abrangeu 5 ordens de magnitude, considerando as proteinas identificadas em VEs apds
exclusdo das proteinas referentes a espécie Bos taurus, que previamente alcangou 6 ordens de

magnitude.

O diagrama de Venn mostra uma visdo geral do repertério proteico dos fibroblastos
orais e suas VEs (Figura 5D), analisado pelos principais processos bioldgicos enriquecidos
referentes as proteinas exclusivas e compartilhadas em cada proteoma, com base na anotacao

GO, por meio da plataforma online DAVID (v.6.8). Os processos bioldgicos significativamente
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enriquecidos (TOP-15) referentes as anélises do proteoma identificado e quantificado nas
células e VEs, assim como das proteinas compartilhadas (método Benjamini e Hochberg, FDR,
g-valor<0,05) sdo apresentados na Figura 5E e as tabelas com os resultados completos,

incluindo o nome dos genes referentes a esta analise, se encontram nos Apéndices 1-3.

A iniciagdo da traducdo (g-valor=5.60E-64), o direcionamento co-translacional de
proteinas para o reticulo endoplasmatico (g-valor=5.25E-61), o mecanismo de decaimento do
MRNA mediado por mutagdes nonsense (g-valor=2.83E-52) e o controle da polaridade celular
(g-valor= 2.72E-13) foram os principais termos do proteoma identificado nas células (Figura
5E, Apéndice 1), enquanto a organizagdo da matriz extracelular (g-valor=2.44E-22), a adesao
celular (g-valor=850E-22) e adesao célula-matriz (g-valor=1.65E-08) foram significativamente
enriquecidos nas VEs. Além disso, outras categorias funcionais enriquecidas especificamente
no proteoma das VEs foram a angiogénese (g-valor=2.93E-04) e a migracdo celular (g-
valor=4.14E-04) (Figura 5E, Apéndice 2)

Dentre os termos significativamente enriquecidos referentes as proteinas
compartilhadas entre Cel. e VESs, destacam-se a adesao celular (g-valor=3.59E-21), a glicdlise
candnica (q-valor=4.85E-06) e o metabolismo de proteinas (g-valor=4.85E-06) (Figura 5E,
Apéndice 3).



82

Figura 5 - Anélise quantitativa do proteoma de células e VEs das amostras de NAF (n=14), LAF (n=11) e CAF (n=22). A. Proteinas comuns e compartilhadas
identificadas nas andlises de células. B. Proteinas comuns e compartilhadas identificadas nas analises de VEs. C. Gréfico da intensidade e nimero de proteinas
das células e VEs. D. Diagrama de VVenn mostra o nimero de proteinas identificadas unicamente em células e VES e o nimero de proteinas compartilhadas entre
esses proteomas (andlise baseada no numero de acesso do protein groups). E. Processos bioldgicos enriquecidos estatisticamente significantes (Benjamini e
Hochberg, FDR<0,05) avaliados do proteoma das células, VEs e das proteinas compartilhadas entre células e VEs (Top 15).
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5.6 OS PROTEOMAS DAS CELULAS E SUAS VES AGRUPAM OS CASOS DE ACORDO COM
CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS DOS PACIENTES

O agrupamento hierarquico pode ser visualizado na Figura 6. O dendrograma mostra o
perfil de agrupamento dos casos em relacdo a abundancia das proteinas, que estdo representadas
em log2 LFQ intensity transformados em z-score. Os nds intermediarios do dendrograma
representam a magnitude da proximidade entre os individuos e a sua altura expressa a distancia
entre um par de individuos, entre um par de clusters ou ainda entre um individuo e um cluster.
Em geral, trés ramos principais foram gerados para as proteinas de células e 4 para VEs (Figuras
6A e 7A).

Para investigar a capacidade do repertdrio proteémico identificado e quantificado em
agrupar os individuos de forma ndo supervisionada, as correlagdes entre as caracteristicas
clinico-patologicas e o agrupamento dos casos foram testadas por Qui-quadrado de Pearson, (p-

valor<0,05), selecionando os dendrogramas de células e VEs em diferentes niveis.

Os resultados mostraram que, quando o dendrograma da analise de células (47 amostras
e 1.529 proteinas) foi categorizado em 2 clusters, o agrupamento dos pacientes se correlacionou
com o diagndstico (p=0,012), consumo de alcool (p=0,042) e presenca e auséncia de figuras
mitoticas atipicas (p=0,035), esta Ultima caracteristica avaliada para os casos de LO (Figura
6B). A categorizacdo do dendrograma em 3 clusters mostrou que os casos foram agrupados de
acordo com a profundidade de invasdo (p=0,011), padrdo de crescimento do CEC oral

(p=0,047) e invasdo perineural (p=0,012). Esses resultados estdo representados na Figura 6C.

As correlaces clinico-patologicas para a analise de VESs (47 amostras e 756 proteinas)
mostrou associacao significativa do agrupamento dos casos quando o dendrograma também foi
categorizado em 2 e 3 clusters. Com a divisdo em 2 clusters, 0s casos se agruparam de acordo
com o aumento da proporcdo nucleo-citoplasma (p=0,016), infiltrado inflamatorio na area
displésica (p=0,016), risco de malignizacdo (p=0,016) e diferenciacdo histopatologica do CEC
oral (Figura 7B). A categorizacdo do dendrograma em 3 clusters mostrou que 0S casos se
agruparam de acordo com a idade dos individuos (p=0,030) e com a diferenciacdo do tumor
(p=0,026) (Figura 7C).
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Figura 6 - A. Agrupamento hierarquico do perfil protedbmico de células (TN=14, LO=11, CEC=22). A primeira barra colorida mostrada no topo do heat map indica
as amostras de NAF-cel (azul), LAF-cel (laranja) e CAF-cel. (vermelha). Anélise de agrupamento hierarquico foi realizada em ambiente R utilizando a combinagao
do método e métrica Complete Euclidian (1.529 protein groups). Os pares de barras intermediarias rosa e roxo / amarelo indicam o0 agrupamento das amostras no
dendrograma dividido em 2 ou 3 clusters para as analises estatisticas dos dados clinico-patol6gicos dos casos. B. Analises estatisticas do agrupamento dos casos ao
considerar a divisdo em 2 clusters. C. Analises estatisticas do agrupamento dos casos ao considerar a divisdao em 3 clusters (teste Quiquadrado de Pearson, p<0,05).
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Figura 7 - Agrupamento hierarquico do perfil protedmico das VEs (TN=14, LO=11, CEC=22). A primeira barra colorida mostrada no topo do heat map indica as
amostras de NAF-cel (azul), LAF-cel (laranja) e CAF-cel. (vermelha). Anélise de agrupamento hierarquico foi realizada em ambiente R utilizando a combinagéo do
método e métrica Complete Braycurtis (756 protein groups). Os pares de barras intermediarias rosa e roxo / azul e verde indicam o agrupamento das amostras no
dendrograma dividido em 2 e 3 clusters para as analises estatisticas dos dados clinico-patoldgicos dos casos. B. Analises estatisticas do agrupamento dos casos ao
considerar a divisdo em 2 clusters. C. Analises estatisticas do agrupamento dos casos ao considerar a divisdo em 3 clusters (teste Quiquadrado de Pearson, p<0,05).
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5.7. O AGRUPAMENTO DO REPERTORIO PROTEOMICO DE CELULAS E VES DOS NAFs, LAFSE
CAFs IDENTIFICA UM PERFIL MOLECULAR DISTINTO ENTRE 0S CASOS DE LO E CEC ORAL

Para auxiliar na interpretagdo dos dados bioldgicos e identificar as caracteristicas
moleculares biologicamente relevantes entre os fibroblastos isolados de tecido controle ndo
maligno, LO e CEC oral, realizou-se analises de agrupamento na plataforma VSCluster
(Schwédmmle and Jensen, 2018), para os dados de Cel. e VEs. O objetivo dessa analise foi
encontrar perfis de proteinas que, quando localizadas em um mesmo cluster, apresentam mais
caracteristicas em comum entre si, nesse caso de abundancia, do que as proteinas situadas em
outro cluster, de forma que a avaliacdo individual dos pacientes ndo é considerada, como no

agrupamento hierarquico.

A plataforma VSCluster baseia-se em um algoritmo derivado do agrupamento fuzzy c-
means sendo capaz identificar estruturas de cluster em conjuntos de dados de alta dimenséo,
como os obtidos em experimentos de protebmica quantitativa. Enquanto as abordagens usuais
de agrupamento descartam a variacdo das proteinas medidas, o VSClust combina testes
estatisticos com reconhecimento de padrdes em um algoritmo comum (Schwammle et al.,
2018). O agrupamento fuzzy c-means foi aplicado e o valor do fuzzificador calculou o0 nimero
otimo de clusters para o conjunto de proteinas das células e VEs de acordo com Schwammle e
Jensen et al., 2018 (Figuras 8 e 9). Em seguida, as plataformas REACTOME (v77) e DAVID
(v6.8) foram utilizadas para os diferentes agrupamentos Fuzzy c-means com o objetivo de
identificar as vias e 0s componentes celulares enriquecidos para o conjunto de proteinas de cada

cluster, respectivamente, usando o proteoma humano completo como referéncia.

As cores representadas nos clusters correspondem aos chamados valores de
Membership e mostram o grau do quanto uma proteina pertence ao cluster mais préoximo.
Apenas as proteinas que apresentaram Membership >0,5, apés avaliacdo do algoritmo Fuzzy c-

means, foram consideradas para identificar as vias e os componentes celulares enriquecidos.

Para as analises dos Clusters-cel, o filtro aplicado de 50% de valores validos em pelo
menos um grupo resultou em 1.357 proteinas. O Cluster-1 (Figura 10A) € representado pelas
387 proteinas mais abundante em CAFs e simultaneamente menos abundantes em LAFs e
NAFs. Quando avaliadas as vias bioldgicas nas quais as proteinas do Cluster-1 participam,
observa-se que estas estdo enriquecidas principalmente nas vias do metabolismo de proteinas,

especialmente no enrolamento de proteinas mediado por chaperonina e no dobramento de actina
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e tubulina (Prefoldin mediated transfer of substrate to CCT/TriC; Cooperation of Prefoldin and
TriC/CCT in actin and tubulin folding; p-valor= 1,11E-16), em vias do sistema imune
(Neutrophil degranulation; p-valor= 1,11E-16), transducdo de sinal (Signaling by Rho
GTPases, Miro GTPases and RHOBTB3; p-valor=2,22E-16) e ciclo celular (The role of GTSE1
in G2/M progression after G2 checkpoint; p-valor=1,11E-15).

O Cluster-2 Cel (Figura 10B) mostra as 288 proteinas mais abundantes em LAFsS e
simultaneamente menos abundantes em CAFs e LAFs, que estdo envolvidas principalmente em
vias do metabolismo de RNA (Nonsense Mediated Decay (NMD) independent of the Exon
Junction Complex EJC; p-valor= 1,11E-16), metabolismo de proteinas (SRP-dependent
cotranslational protein targeting to membrane; p-valor=1,11E-16), iniciacdo da tradugéo
(Formation of a pool of free 40S subunits; p-valor=1,11E-16. L13a-mediated translational
silencing of Ceruloplasmin expression; p-valor=1,11E-16), metabolismo de RNA (Nonsense
Mediated Decay (NMD) enhanced by the Exon Junction Complex (EJC); Major pathway of
rRNA processing in the nucleolus and cytosol; p-valor=1,11E-16) e sistema imune (Antigen
Presentation: Folding, assembly and peptide loading of class | MHC; p-valor=1,11E-16).

O Cluster-3 Cel. (Figura 10C) agrupou 241 proteinas que se mostraram mais abundantes
em NAFs e menos abundantes em CAFs, um perfil oposto ao Cluster-1. Essas proteinas estao
envolvidas na maioria das vias descritas no Cluster-2, sendo o que diferencia esse cluster do
anterior sdo as vias de Splicing de mRNA (mRNA Splicing - Major Pathway; p-valor=1,11E-
16), metabolismo de aminoacidos (Selenocysteine synthesis; p-valor=1,11E-16) e resposta
celulare ao estresse (Response of EIF2AK4 (GCN2) to amino acid deficiency; p-valor=1,11E-
16). Quando avaliados os principais componentes celulares no programa DAVID v6.8, constou-
se principalmente o enriquecimento de proteinas de exossomos, citosol e membrana e para

todos os Clusters-cel (gréafico de barras em preto de cada painel).

Para as analises dos Clusters-ve, o filtro aplicado de 50% de valores validos em pelo
menos um grupo resultou em 523 proteinas, que foram agrupadas em 3 clusters (Figura 11). O
Cluster-1 (Figura 11A) mostra as 185 proteinas mais abundantes nas VEs dos CAFs e
simultaneamente menos abundantes em NAFs e LAFs. As principais vias bioldgicas
sobrerepresentadas (16 vias das 20 mostradas) nesse agrupamento estao relacionadas ao sistema
imune (Neutrophil degranulation; Antigen Presentation: Folding, assembly and peptide
loading of class | MHC; ER-Phagosome pathway; Endosomal/Vacuolar pathway Class | MHC
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mediated antigen processing & presentation; ER-Phagosome pathway; Antigen processing-
Cross presentation; p-valor=1,11E-16; Interferon alpha/beta signaling; p-valor=6.18E-14;
Interferon gamma signaling; p-valor=6,86E-13; Immunoregulatory interactions between a

Lymphoid and a non-Lymphoid cell; p-valor=1,10E-10).

O Cluster-2 VEs (Figura 11B) mostra as 100 proteinas que estdo significativamente
menos abundantes em LAFs. Esse perfil ndo foi observado na anélise dos clusters das Células.
Curiosamente, o repertdrio proteico resultante desse agrupamento participa das mesmas 13 vias
relacionadas ao sistema imune, observadas no Clusterl-ve. As vias observadas nesse
agrupamento, que diferencia esse Cluster do anterior foram a formacéo do envelope cornificado
e a queratinizagdo (Formation of the cornified envelope; p-valor=5,60E-12; Keratinization; p-
valor=4,59E-09), morte celular programada (Apoptotic execution phase; p-valor=1,39E-05;
Apoptotic cleavage of cellular proteins; p-valor=3.36E-05; Apoptotic cleavage of cell adhesion
proteins; p-valor=3,36E-05) e organizacdo da matriz extracelular (Collagen formation; p-
valor=6,39E-05; Extracellular matrix organization; p-valor=7,05E-05).

Por fim, o Cluster-3 VEs (Figura 11C) é formado por 46 proteinas que estdo mais
abundantes em LAFs, um perfil oposto ao Cluster-2. Quando investigadas as vias bioldgicas,
observa-se o enriquecimento de diversos processos que vao desde a regulagdo hometostatica
como a ativacdo, sinalizacdo e agregacdo plaquetaria (Platelet degranulation; Response to
elevated platelet cytosolic Ca2+; p-valor=1,65E-04), organizacdo da matriz extracelular e
interacdes célula-matriz extracelular (Laminin interactions; p-valor=2,75E-04; Cell-
extracellular matrix interactions; p-valor=2,69E-03), metabolismo de proteinas (Post-
translational protein phosphorylation; p-valor=9,74E-04; Regulation of Insulin-like Growth
Factor (IGF) transport and uptake by Insulin-like Growth Factor Binding Proteins (IGFBPS);
p-valor=1,70E-03), até vias relacionadas ao transporte de pequenas moléculas e transducédo de
sinal. Interessante a presenca de uma via relacionada a sinalizacdo de interleucina 12, referente
ao sistema imune, (Gene and protein expression by JAK-STAT signaling after Interleukin-12
stimulation; p-valor=3,19E-03) nesse grupo. As proteinas das VESs derivaram principalmente

da membrana plasmatica, adesdo focal e matriz extracelular.
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Figura 8 - Estimativa do nimero ideal de clusters para o conjunto de dados protedmicos de NAF-cel,
LAF-cel e CAF-cel, de acordo com as abundancias de proteinas logaritmizadas na base 2, realizada na
plataforma online VSClust. O nimero ideal foi definido pela distancia minima centroide, indicada pelo
quadrado preto na imagem. O numero ideal foi usado para realizar as andlises de agrupamento
subsequentes.
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Figura 9 - Estimativa do nimero ideal de clusters para o conjunto de dados protebmicos de NAF-ve,
LAF-ve e CAF-ve, de acordo com as abundéancias de proteinas logaritmizadas na base 2, realizada na
plataforma online VSClust. O nimero ideal foi definido pela distancia minima centroide, indicada pelo
guadrado preto na imagem. O numero ideal foi usado para realizar as andlises de agrupamento
subsequentes.
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Figura 10 - Agrupamento do repertorio protedmico de NAF-cel, LAF-cel e CAF-cel (primeiro gréfico,
cor laranja) e andlises de vias bioldgicas (segundo gréfico, cor azul) e componentes celulares
enriquecidos (terceiro grafico, cor preto). As cores representadas nos clusters correspondem aos
chamados valores de Membership e apresentam o grau do quanto uma proteina pertence ao cluster mais
préximo entre as amostras de NAF-cel, LAF-cel e CAF-cel. Apenas as proteinas que apresentaram
Membership >0,5 sdo mostradas nos clusters. As vias e 0os componentes celulares significativamente
enriquecidos estdo listadas ao lado e os resultados sdo mostrados em Log10 (p-valor <0,05). Os valores
de Membership séo indicados no canto inferior esquerdo da figura. A. Cluster-1 mostra as proteinas
mais abundante em CAFs e simultaneamente menos abundantes em LAFs e NAFs. B. Cluster-2 mostra
as proteinas mais abundante em LAFs e simultaneamente menos abundantes em NAFs e CAFs. C.
Cluster-3 mostra as proteinas mais abundante em NAFs e simultaneamente menos abundantes em LAFs
e CAFs.
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Figura 11 - Agrupamento do repertdrio protedmico de NAF-ve, LAF-ve e CAF-ve (primeiro gréfico,
cor laranja) e andlises de vias bioldgicas (segundo gréfico, cor azul) e componentes celulares
enriquecidos (terceiro grafico, cor preto). As cores representadas nos clusters correspondem aos
chamados valores de Membership e apresentam o grau do quanto uma proteina pertence ao cluster mais
préximo entre as amostras de NAF-cel, LAF-cel e CAF-cel. Apenas as proteinas que apresentaram
Membership >0,5 sdo mostradas nos clusters. As vias e 0os componentes celulares significativamente
enriquecidos estdo listadas ao lado e os resultados sdo mostrados em Log10 (p-valor <0,05). Os valores
de Membership séo indicados no canto inferior esquerdo da figura. A. Cluster-1 mostra as proteinas
mais abundante em CAFs e simultaneamente menos abundantes em LAFs e NAFs. B. Cluster-2 mostra
as proteinas memnos abundante em LAFs e simultaneamente mais abundantes em NAFs e CAFs. C.
Cluster-3 mostra as proteinas mais abundante em LAFs e simultaneamente menos abundantes em LAFs

e CAFs.
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5.8 PRIORIZACAO DE PROTEINAS-ALVO

Para identificar as proteinas diferencialmente abundantes entre NAFs, LAFs e CAFs,
foi aplicado o teste de variancia one-way ANOVA em conjunto com o pés-teste de Tukey HSD
usando o programa Perseus v1.6.10.45 (considerando p-valor< 0,05 como nivel de significancia
estatistica) aos conjuntos de dados das células e VEs. Essa analise mostrou que, das 1.529
proteinas identificadas em Células, 396 apresentaram diferenca estatisticamente significantes.
Dos resultados de VEs, das 756 proteinas identificadas, 50 mostraram diferencas
estatisticamente significantes. Os valores de p foram ajustados usando o teste de Storey (Storey
et al., 2004), resultando em 19 proteinas diferenciais em células (Figura 12, Tabela 6). Para
VEs, nenhuma proteina mostrou diferenca significante com valor de p ajustado, portanto, das
50 proteinas filtradas pelo teste de ANOVA, nesse momento foram consideradas as 46 que
mostraram alguma diferenca estatistica entre os grupos pelo teste de Tukey, para analises

posteriores (Figura 12 e Tabela 7).

Das 19 proteinas resultantes em células, 11 mostraram significancia estatistica (p-
valor<0,05) na associagdo com dados clinico-patologicos e das 46 proteinas resultantes da
analise em VEs, 38 foram significativamente correlacionadas com os dados clinico-patologicos.
Como o foco principal deste estudo foi identificar proteinas em NAFs, LAFs e CAFs que
poderiam estar associadas a malignizagdo, foi almejado priorizar aquelas que apresentassem
pelo menos diferencas estatisticas entre NAF vs. LAF e NAF vs. CAF. Dessa forma, as
proteinas que foram associadas a alguma caracteristica clinico-patoldgica formam consideradas
como proteinas marcadoras de malignizacdo. Nesse grupo foram selecionadas as proteinas
CAMK2D, SHBGRL e AK1 do conjunto de dados das células e a proteina TNFRSF11B do
conjunto de dados das VEs. E importante ressaltar que outras proteinas nio selecionadas podem
ser potencialmente associadas a malignizacdo se confirmada a abundancia ou expressao por
outros métodos, ja que pela analise de protedbmica em fase da descoberta ndo atingiram
significancia entre NAF vs. LAF.
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Figura 12 - Proteinas diferenciais entre NAFs, LAFs e CAFs por LC-MS/MS do conjunto de dados de Células (19 proteinas ap6s one-way ANOVA, p-

valor<0,05) e Teste de Storey, g-valor<0,05) e VEs (47 proteinas apos one-way ANOVA p-valor<0,05), em conjunto com o pos-teste de Tukey, p<0,05.
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Tabela 5 - Proteinas diferencialmente abundantes entre NAF-cel, LAF-cel e CAF-cel por LC-MS/MS a partir do teste one-way ANOVA e correcdo de Storey
(p=<0,05).

Numero de . -valor -valor

Nome do Gene 5 cess0 Uniprot Proteina (ANOpVA, p<0,05) (Storcly, p<0,05)
RAB14 P61106 Ras-related protein Rab-14 2.58E-05 0.0235172
AK1 P00568 Adenylate kinase isoenzyme 1 2.96E-05 0.0235172
CLIC4 Q9Y696 Chloride intracellular channel protein 4 4.59E-05 0.0243117
PDLIM2 Q96JY6 PDZ and LIM domain protein 2 8.83E-05 0.03507718
CAMK2D Q13557 Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit delta 0.000170863 0.04059454
MYL9 P24844 Myosin regulatory light polypeptide 9 0.00021683 0.04059454
DPYSL2 Q16555 Dihydropyrimidinase-related protein 2 0.000273613 0.04059454
DPYSL3 Q14195 Dihydropyrimidinase-related protein 3 0.000295545 0.04059454
MYH9 P35579 Myosin-9 0.000300454 0.04059454
ENO1 P06733 Alpha-enolase 0.000327452 0.04059454
PDLIM4 P50479 PDZ and LIM domain protein 4 0.000359663 0.04059454
LMNB1 P20700 Lamin-B1 0.000362034 0.04059454
SH3BGRL 075368 SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein 0.000363468 0.04059454
PALLD Q8WX93 Palladin 0.000401279 0.04059454
OSTC QI9NRPO Oligosaccharyltransferase complex subunit OSTC 0.000438838 0.04059454
CNDP2 Q96KP4 Cytosolic non-specific dipeptidase 0.000439367 0.04059454
HSPB6 014558 Heat shock protein beta-6 0.000448814 0.04059454
PLS3 P13797 Plastin-3 0.00045985 0.04059454
TUBB6 Q9BUF5 Tubulin beta-6 chain 0.000559948 0.04682934



https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=P61106
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=P00568
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=Q9Y696
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=Q96JY6
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=Q13557
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=P24844
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=Q16555
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=Q14195
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=P35579
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=P06733
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=P50479
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=P20700
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=O75368
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=Q8WX93
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=Q9NRP0
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=Q96KP4
https://globe.jpostdb.org/protein?id=O14558
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=P13797
https://www.peptracker.com/epd/analytics/?protein_id=Q9BUF5

Tabela 6 - Proteinas diferencialmente abundantes entre NAF-ve, LAF-ve e CAF-ve por LC-MS/MS a partir do teste one-way ANOVA (p<0,05).
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(continua)
Nome do Numero_de Acesso Proteina p-valor g-valor
Gene Uniprot (ANOVA, p<0,05) (Storey, p<0,05)
NCAM1 AO0A087WWDA4 Neural cell adhesion molecule 1 0.0103403 0.522457263
COL15A1 AOA087X0KO0 Collagen alpha-1(XV) chain 0.00494108 0.448994133
HNRNPU AO0AIW2PP35 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U 0.0416358 0.85403
PFKM F8VZIO ATP-dependent 6-phosphofructokinase, muscle type 0.00819983 0.448994133
PLSCR5 AOPGT75 Phospholipid scramblase family member 5 0.0284932 0.798237714
BST1 HOY984 ADP-ribosyl cyclase/cyclic ADP-ribose hydrolase 2 0.00771802 0.448994133
NAP1L4 ABMXH2 Nucleosome assembly protein 1-like 4 0.0268232 0.798237714
CFB E7ETN3 Complement factor B 0.00114565 0.4191888
ABI3BP H7C556 Target of Nesh-SH3 0.00310868 0.426333257
CD63 FBVNT9 Tetraspanin; CD63 antigen 0.00837635 0.448994133
TNFRSF11B 000300 Tumor necrosis factor receptor superfamily member 11B 0.00058124 0.4191888
ARPC2 015144 Actin-related protein 2/3 complex subunit 2 0.00708636 0.448994133
PGRMC2 015173 Membrane-associated progesterone receptor component 2 0.0392754 0.85403
FLNB 075369 Filamin-B 0.0184283 0.680429538
VAMP5 095183 Vesicle-associated membrane protein 5 0.043783 0.857789388
DDAH2 095865 N(G), N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2 0.00226755 0.4191888
HSPB1 P04792 Heat shock protein beta-1 0.0497134 0.865023086
ITGAV P06756 Integrin alpha-V 0.0204401 0.726759111
P4HB P07237 Protein disulfide-isomerase 0.0419537 0.85403
PDGFRB P09619 Platelet-derived growth factor receptor beta 0.0338281 0.798237714
HSPAS P11021 78 kDa glucose-regulated protein 0.0341851 0.798237714
PLS3 P13797 Plastin-3 0.00686138 0.448994133
ARF4 P18085 ADP-ribosylation factor 4 0.0427015 0.85403
SPRR1B P22528 Cornifin-B;Cornifin-A 0.00205139 0.4191888
TGM1 P22735 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase K 0.00832979 0.448994133
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(concluséo)

Nome do Numero_de Acesso Proteina p-valor g-valor
Gene Uniprot (ANOVA, p<0,05)  (Storey, p<0,05)
ATP2B4 P23634 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4 0.0240728 0.798237714
CASP14 P31944 Caspase-14 0.0160035 0.680429538
GPC1 P35052 Glypican-1 0.0460219 0.865023086
MYH9 P35579 Myosin-9 0.0403379 0.85403

DLST P36957 Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase* 0.00261993 0.4191888
SERPINB4 P48594 Serpin B4 0.0181319 0.680429538
MMP14 P50281 Matrix metalloproteinase-14 0.0312234 0.798237714
RAB5C P51148 Ras-related protein Rab-5C 0.0378982 0.846099349
TAGLN Q01995 Transgelin 0.00400789 0.448994133
PLOD1 Q02809 Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 1 0.0471905 0.865023086
MFGES Q08431 Lactadherin 0.0250851 0.798237714
DSC1 Q08554 Desmocollin-1 0.0328171 0.798237714
PKP1 Q13835 Plakophilin-1 0.0183596 0.680429538
KPRP Q5T749 Keratinocyte proline-rich protein 0.0342529 0.798237714
NCCRP1 Q62ZVX7 F-box only protein 50 0.0344603 0.798237714
CYFIP1 Q7L576 Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1 0.031642 0.798237714
KCTD12 Q96CX2 BTB/POZ domain-containing protein KCTD12 0.0349229 0.798237714
FAM129B Q96TA1L Niban-like protein 1 0.0285827 0.798237714
VAT1 Q99536 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog 0.0183009 0.680429538
S100A14 Q9HCY8 Protein S100-A14 0.0333204 0.798237714

RTN4 QINQC3 Reticulon-4 0.0129349 0.6208752

MYOF QINZM1 Myoferlin 0.00260768 0.4191888
RAB21 Q9oUL25 Ras-related protein Rab-21 0.0142532 0.651574857
PSAT1 Q9Y617 Phosphoserine aminotransferase 0.0326644 0.798237714
CLIC4 Q9Y696 Chloride intracellular channel protein 4 0.00645081 0.448994133

*Nome completo da proteina: Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of 2-oxoglutarate dehydrogenase complex, mitochondrial
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5.9 PROTEINAS-ALVO E CORRELAGAO COM OS DADOS CLINICO-PATOLOGICOS DOS CASOS DE
LO E CEC ORAL

Do conjunto de dados das células, foram priorizadas as proteinas CAMK2D
(Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type 11 subunit delta), SH3BGRL (SH3 domain-
binding glutamic acid-rich-like protein 3) e AK1 (Adenylate kinase isoenzyme 1). Do conjunto
de dados das VEs, foi priorizada a proteina TNFRSF11B (Tumor necrosis factor receptor
superfamily member 11B) (Figura 13).

Dos resultados da associacdo entre a abundancia das proteinas das células com as
caracteristicas clinico-patoldgicas dos casos, as proteinas CAMK2D e SH3BGRL apresentaram
intensidades normalizadas mais altas em amostras de CAF e LAF em comparacdo com NAF
(Figuras 13 A-B) e associacao estatisticamente significante com a idade dos casos de CEC oral
(p=0,001) e consumo de cigarros por dia dos casos de LO (p=0,017), respectivamente. A
proteina AK1 mostrou intensidades normalizadas mais altas em amostras de LAF e CAF
(Figura 13C) em comparagdo com NAF e correlagéo significativa com o tamanho das lesGes de
LO (p=0,033).

A associacdo entre as proteinas das VES com as caracteristicas clinico-patoldgicas dos
casos mostrou que a proteina TNFRSF11B apresentou intensidades normalizadas mais baixas
nas amostras de CAF e LAF em comparacdo com NAF (Figura 13D) e associacdo
estatisticamente significante com a auséncia de variagdo anormal do tamanho dos ndcleos dos
casos de LO (p=0,036) e com a auséncia de invasdo angiolinfatica dos casos de CEC oral
(p=0,009).
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Figura 13 - Perfil das proteinas estatisticamente significantes em relacdo as suas abundancias entre NAF
LAF e CAF, do conjunto de dados das Células e das VES, que apresentaram correlacdo com os dados
clinico-patolégicos dos casos de LO e CEC oral por andlises estatisticas ndo paramétricas. Os graficos
apresentam as associagfes com p-valor<0,05 do teste U de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis. A
diferenca estatistica significante entre dois grupos esta representada por barra e asteriscos, onde *
representa p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. A identidade da proteina esta representada pelo respectivo

nome do gene.
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6 DISCUSSAO

6.1 Os CAFS ORAIS APRESENTAM ASSINATURA MIOFIBROBLASTICA

Nos tecidos homeostéaticos, as células epiteliais encontram-se estritamente separadas do
tecido conjuntivo pela membrana basal (MB), uma estrutura de matriz extracelular (MEC)
especializada, responsavel pela integridade, elasticidade, sinalizacdo bioquimica e mecanica
dos tecidos, ao mesmo tempo que facilita as interagdes intra e intercelulares (Armstrong et al.,
2000). Fibroblastos quiescentes sdo encontrados dispersos no tecido conjuntivo proximos a MB
e representam um importante sensor de integridade do tecido com atividade metabdlica e
transcricional minima, que sdo fundamentais na definicdo do estado de diferenciacdo do epitélio
adjacente por meio da secrecdo de fatores de sinalizacdo, além da producdo dos componentes
da MEC, como colageno, fibronectina e elastina a uma taxa minima para manter a MB
complacente e resistente a tensdo (Tschumperlin et al., 2013; Sekiguchi et al., 2018). Ap6s um
sinal de dano tecidual, os fibroblastos se diferenciam em miofibroblastos e orquestram o reparo
tecidual por meio da sintese de componentes da matriz e da comunicacdo com células do

sistema imunoldgico (McAnulty & Laurent, 2002; Sahai et al., 2020).

Durante o surgimento de alteracdes citoldgicas e arquiteturais, caracterizadas
histologicamente por proliferacdo epitelial anormal ou atipica, que refletem a perda da
maturacdo e do padrdo de estratificacdo do epitélio superficial, as células alteradas ainda se
encontram delimitadas no tecido epitelial e separadas do estroma circundante, contidas dentro
dos limites da MB, assim como acontece no carcinoma in situ (Kalluri et al., 2006; Glentis et
al., 2017). N&o obstante, até o momento ainda ha questionamentos se as alteracdes nas
propriedades do estroma precedem ou sdo consequéncia da proliferacdo dos queratindcitos
transformados. Ademais, 0s mecanismos moleculares e o tempo de recrutamento e ativacédo de
fibroblastos no estagio pré-invasivo (como na displasia epitelial e no carcinoma in situ) sdo mal
compreendidos (Kalluri, 2003; Glentis et al., 2017). Em contrapartida, tem sido evidenciado
gue durante a invasdo dos tecidos, os queratindcitos alterados induzem uma série de
modifica¢fes no estroma adjacente e que a desregulacdo das condigdes fisioldgicas durante a
iniciacdo do tumor, acompanhada por uma resposta inflamatoria cronica, leva a ativacao dos
fibroblastos e sua diferenciacdo em CAFs, que expressam constitutivamente a proteina a-actina
de musculo liso (Mueller et al., 2004; Yu et al., 2014; Glentis et al., 2017; Labernadie et al.,
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2017; Fiori et al., 2019). No entanto, as origens e funcOes celulares precisas dos CAFs
permanecem ambiguas e desafiadoras, especialmente devido a substancial heterogeneidade
fenotipica e funcional dessas células e, consequentemente, pela falta de biomarcadores
definitivos (Ohlund et al., 2014; Elyada et al., 2019; Mao et al., 2021).

As células tumorais requerem comunicacdo ativa com as células vizinhas e seu
microambiente local. Durante a Gltima década, o papel critico das VEs na comunicacéo célula-
célula entre as células tumorais e as células imunoldgicas do microambiente do tumor primario
tem sido destacado (Peinado et al., 2011; Peinado et al., 2012; Maas et al., 2017; Hoshino et al.,
2015; Hoshino et al., 2020). Acredita-se que as VESs participam de varias etapas durante os
processos invasivos e, apos sua disseminacdo pela circulagdo sanguinea, inicia o
estabelecimento de nichos metastaticos em 6rgdos distantes (Peinado et al., 2011; Hood et al.,
2011; Rana et al., 2013). Uma vez liberadas no espaco extracelular, as VEs podem atingir as
células receptoras e entregar seu conteudo que, consequentemente, impacta diretamente nas
respostas funcionais e nas mudancas fenotipicas que afetardo o estado patoldgico do organismo
(van Niel et al., 2018).

Considerando a perspectiva de que os fibroblastos atuam como sensores e receptores de
sinais quimicos e fisicos, que sdo gerados e propagados no microambiente em homeostase e
associados ao cancer, e que seu fenétipo evolui concomitante a massa tumoral, sendo, portanto,
considerados extremamente influentes nesse processo, 0 objetivo desse estudo foi i) buscar por
marcadores de transformacdo maligna em fibroblastos isolados de trés condicdes clinicas
distintas: tecido ndo neoplasico, potencialmente maligno e carcinoma espinocelular oral por
meio da protedmica das células e das suas VESs; e 2) correlacionar esses achados com os dados
clinico-patoldgicos da coorte de casos de LO e CEC oral.

Os CAFs tém sido encontrados nos carcinomas espinocelulares orais principalmente
préximos as ilhas tumorais e no fronte invasivo em estudos com imuno-histoquimica pela
expressdo de a-SMA (Kellermann et al., 2007; Mezawa et al., 2016; Sobral et al., 2011; Cirillo
et al., 2017; Takahashi et al., 2017; Bello et al., 2011; Bagordakis et al., 2016; Dourado et al.,
2018). Em CEC oral, os CAFs sdo diferenciados dos fibroblastos quiescentes pela expressao
da proteina de ativacdo de fibroblastos (FAP), proteina 1 especifica de fibroblastos (FSP1),
receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR) o/B e vimentina. Entretanto,

ainda ha controversas sobre a detecgdo de miofibroblastos a-SMA positivos em lesdes
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potencialmente malignas da mucosa oral. Enquanto alguns trabalhos constataram a presenga
destas células no estroma de leucoplasias orais com displasia usando a técnica de
imunohistoquimica, (Vered et al., 2009; Seifi et al., 2010; Chaudhary et al., 2012) outras
pesquisas ndo confirmaram este resultado (Kellermann et al., 2007; Etemad Moghadam et al.,
2009; De Assis et al., 2012; Rodrigues et al., 2015).

Recentemente, Ohlund e colaboradores (2017) identificaram pela primeira vez dois
subconjuntos espacialmente distintos e totalmente opostos de CAFs no adenocarcinoma ductal
pancreatico — 0os CAFs miofibroblasticos (myCAFs) e os CAFs inflamatdrios (iCAFs). Os
myCAFs estdo localizados nas proximidades de células cancerosas e apresentam alta expresséo
de a-SMA, enquanto os iICAFs estdo localizados mais distantes das células neoplasicas e
expressam menos a-SMA, entretanto secretam IL-6 e outros fatores inflamatorios (por
exemplo, IL-8, IL-11 e LIF), e podem participar na supressao imunoldgica por estimular a via
de sinalizagcdo STAT3. Posteriormente, 0 mesmo grupo de pesquisadores confirmou a
existéncia de myCAF e ICAF e denominou uma nova subpopulagdo de CAF como
apresentadores de antigenos (apCAFs), que expressam MHC de classe Il, CD74 e SLPI ao invés

de moléculas coestimulatorias classicas (Elyada et al., 2019).

Para caracterizar os fendtipos das populacdes de NAFs, LAFs e CAFs deste estudo, 0s
niveis diferenciais de expressdo génica foram estudados por analises de RT-qPCR. Foram
incluidos os marcadores comuns para fibroblastos ja descritos na literatura, aqui neste estudo
denominados de panF (VIM, FAP, S100A4, PDPN, COL1A1) e, como ainda como ndo existe
na literatura um painel de marcadores definidos para caracterizar subpopulacdes de CAFs
associados ao CEC oral, foram verificados os marcadores que classificam estas células em
myCAF (ACTA2, TAGLN, MYL9, POSTN, MMP11, CCN2, THY1, MMP2, DCN), iCAF
(CXCL1, CXCL2, CXCL12, CXCL8, CFD, PDGFRA IL-6, LIF, LMNA, CCL2, DPT) e apCAF
(SLPI) de acordo com Elyada et al. (2019) (Figura 3).

Considerando que a deteccdo de CAFs no estroma tumoral pode ser um potencial
marcador biologico para determinar a presenca de microinvasao e que a heterogeneidade dos
CAFs representa um desafio da biologia tumoral, a proxima etapa desse estudo foi analisar se
os CAFs orais isolados de tumores primarios representavam subpopulacdes de myCAF, iCAF
e apCAFs (Elyada et al., 2019), como também avaliar a expressao desses genes nos LAFs. Os

resultados dessa analise confirmaram que, os NAFs, LAFs e CAFs orais expressaram 0
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marcador mesenquimal panF VIM. Nessa categoria, PDPN mostrou expressdo aumentada
significativa em CAF em comparagdo com NAF e LAF, ndo havendo diferenca estatistica
significante entre NAF e LAF. Entretanto, os marcadores de ativacdo FAP e S100A4, ja
descritos na literatura como marcadores de fibroblastos orais ativados, ndo foram
superexpressos nas amostras de CAFs deste estudo. Ademais, ndo foi constatado aumento
significativo da expressdo do marcador COL1A1. Em geral, quando avaliados os agrupamentos
hieraraquicos, os marcadores de fen6tipo ndo separaram perfeitamente as amostras, entretanto,
foi possivel observar que a maioria dos CAFs se encontra localizada em grupos especificos do

heat map (Figura 3).

Codificada pelo gene PDPN humano, a podoplanina é uma glicoproteina
transmembrana do tipo mucina que € amplamente distribuida na superficie de vérios tipos de
células, no entanto, durante a transformacao maligna, a expressdo de PDPN sofre alteracGes
quantitativas e qualitativas importantes (Wicki et al., 2006). Nos ultimos anos estudos relataram
a superexpressao de PDPN em &reas hiperplasicas e displasicas (Kawaguchi et al., 2008) e nas
desordens potencialmente malignas orais, como leucoplasia, eritroleucoplasia, liquen plano e
também em carcinomas in situ (Zhang et al., 2009; Shi et al., 2010; Funayama et al., 2011; Feng
etal., 2012; Kreppel et al., 2012; de Vicente t al., 2013).

Kawaguchi e colaboradores relataram a forte associacéo entre a alta expressdo de PDPN,
a nivel de proteina, e o desenvolvimento de CEC a partir da leucoplasia oral em um estudo
prospectivo de 7,5 anos de acompanhamento. Um estudo retrospectivo recente conduzido por
Kreppel e colaboradores também detectou resultados semelhantes. Embora o papel exato da
PDPN ainda seja discutivel, a forte associacdo estatistica entre sua expressdo e o risco de
transformacdo maligna oral apoia o presumivel papel dessa proteina na carcinogénese. E
importante ressaltar que, independentemente do tipo de lesdo potencialmente maligna e da
natureza do estudo, os pesquisadores reforcam que a validade da classifica¢do histoldgica da
PDPN como marcador preditivo na avaliagdo do risco de cancer oral é questionavel, devido as
variagOes substanciais inter e intra-observador (Kawaguchi et al., 2008; Kreppel et al., 2012).
A expressédo consistente e significativa de PDPN nas desordens potencialmente malignas orais
ndo apenas sugere esta proteina como um poderoso marcador que prediz a lesdo displasica
verdadeira pelo aumento dos parametros clinicos e histoldgicos estabelecidos, mas também que
este marcador pode ser Util para orientar as condutas de tratamento dos pacientes (Kawaguchi
et al., 2008; Kreppel et al., 2012).
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A regulacdo positiva da expressdo de PDPN foi observada em diferentes tipos de
tumores experimentais e humanos, incluindo carcinomas de células escamosas da pele, pulmao,
esodfago, colo do Utero, laringe e cavidade oral (Gandarillas et al., 1997; Martin-Villar et al.,
2005; Schacht et al. al., 2005; Kato et al., 2005; Wicki et al., 2006). Em carcinomas de células
escamosas, a expressdo de podoplanina é frequentemente restrita a frente invasiva, com
expressdo aumentada na extensdo da membrana, ou seja, em filopodios e lameldpodes de
queratinécitos (Martin-Villar et al., 2005). Embora nédo seja especifico para fibroblastos, pois
também é expressa em células tumorais epiteliais e macrofagos, estudos recentes sugerem que
este marcador poderia ser potencialmente usado para identificar subpopulacdes de CAFs pro-
tumorigénicos (Shindo et al., 2013; Cueni et al., 2010; Pula et al., 2011; Kawase et al., 2008;
Yamanashi et al., 2009).

O perfil de expressao génica myCAF (Figura 3) caracterizado como contrétil e reparador
de danos, principalmente por sua capacidade de producdo dos componentes da MEC, foi
evidente nos resultados do presente estudo. A caracterizagdo celular por RT-gPCR mostrou
expressdao aumentada significativa do gene envolvido no contexto da remodelacdo do
citoesqueleto de actina, motilidade e geracdo de forca contréatil (Rockey et al., 2013), (ACTA2);
diferenciacdo, migracdo celular e formacdo de podossomos (Assinder et al., 2009), (TAGLN);
e cicatrizacdo de feridas e fibrose (Walker et al., 2016) (POSTN). Esses achados corroboram
com a constatacdo de que uma das marcas registradas dos CAFs é a producdo excessiva de
componentes da matriz extracelular (Fullar et al., 2015; Pickup et al., 2014). O aumento da
rigidez da MEC, resultante do espessamento das fibras de coldgeno e da atividade dos CAFs
favorece a migracao, a sobrevivéncia e a proliferacao de células cancerosas (Pickup et al., 2014)
e, consequentemente, restringe o0 acesso das células do sistema imunolégico, servindo assim
como uma barreira fisica (Sorokin et al., 2010). Esse mecanismo ja foi associado a falta de
resposta a terapia anti-PDL1, particularmente em alguns tumores com assinatura génica que
reflete alta sinalizagdo de TGFB1 nos CAFs. De forma consistente, o co-tratamento de tumores
colorretais ¢ de mama de camundongos com inibidores contra TGFB e PD-L1 reduziu a
expressdo de enzimas modificadoras da MEC por CAFs, permitindo a infiltracdo de células T,
gue consequentemente reduziu a carga do tumor primario e metastatico, presumivelmente por
superar o fendtipo de exclusdo imunoldgica (Chakravarthy et al., 2018). Assim, a remodelagéo
e fibrose da MEC mediadas por CAF sdo eventos importantes que contribuem para a formacéo
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de um microambiente imunossuprimido que promove o crescimento tumoral e a formacéo de
metéstases (Sorokin et al., 2010; Chakravarthy et al., 2018).

Curiosamente, a expressdo do gene THY1, também pertencente a assinatura myCAF e
envolvido principalmente na ativacdo de células T e apoptose (Saalbach et al., 2000), foi
estatisticamente diminuida em CAFs em relacdo aos NAFs e LAFs (Figura 3). Tem sido
discutido que a expressdo da proteina Thy-1 divide fibroblastos de varios tecidos em dois
grupos funcionalmente diferentes: Thy-1* e THy-1" (Koumas et al., 2001). Apenas fibroblastos
positivos para Thy-1 produzem proteina-1 quimioatraente de monadcitos (MCP-1) e expressam
CD40, uma glicoproteina de superficie celular envolvida na ativacdo, proliferacdo e producédo
de citocinas de células T, em resposta a estimulacéo de IL-1 (Koumas et al., 2001).

A assinatura iCAF, descrita por apresentar um perfil imunomodulador e regulador da
inflamacdo, pois expressa altos niveis de citocinas e quimiocinas (Elyada et al., 2019), ndo foi
evidente neste trabalho. Dos 11 genes iCAFs avaliados, apenas a expressdo de mRNA do gene
CXCL12 mostrou diferenga estatisticamente significante, entretanto menos expresso em CAFs
em comparacdo com NAFs e sem diferenca estatisticamente significante em relacdo aos LAFs.
CXCL12, também conhecida como fator 1 derivado do estroma (SDF-1), € uma quimiocina
amplamente secretada em diferentes tecidos por células do estroma, fibroblastos e células
epiteliais em seis diferentes isoformas, codificadas no cromossomo 10911 (Meng et al., 2018).
No microambiente tumoral, os CAFs e as células-tronco mesenquimais/estromais expressam
constitutivamente CXCL12 e esta sinalizacdo paracrina aumenta a proliferacao e sobrevivéncia
de células tumorais positivas para CXCR4. Além disso, o baixo nivel de oxigénio no
microambiente melhora significativamente a expressdo de CXCL12, bem como os niveis de
superficie de CXCR4 em células tumorais. Assim, 0 eixo CXCL12/CXCR4 desempenha um
papel critico na regulacdo do crescimento tumoral, pois ativa vias de sinalizacdo que afetam a
angiogénese tumoral, proliferacdo de células tumorais e a quimiorresisténcia e, portanto, tem

sido estudada como alvo potencial para as terapias oncologicas (Meng et al., 2018).

Resultado similar foi observado para o unico marcador apCAF investigado. O gene
SLPI ja foi previamente identificado como pré-inflamat6rio em fibroblastos displasicos de pele
(Erez et al., 2010) e é considerado um dos marcadores apCAF mais proeminentes em
adenocarcinoma de pancreas murino (Elyada et al., 2019), sendo associado a capacidade
imunomodulatoria e apresentadora de antigeno. A proteina SLPI € descrita como potente
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inibidora de serino-proteinases, com vérias fungdes relevantes para a defesa inata do
hospedeiro, incluindo atividade antimicrobiana e antiinflamatdria. Como seus niveis sistémicos
sdo baixos, acredita-se que SLPI atue no nivel tecidual, ao contrario dos inibidores de serino-
proteinase circulantes. Além disso, a recente descoberta da expressdo de SLPI epitelial durante
o reparo de feridas cutdneas gerou interesse no papel desta molécula na resposta fisioldgica de
cicatrizagao de feridas (Ashcroft et al., 200). No presente estudo, a expressao génica de SLPI
foi significativamente aumentada nos fibroblastos associados ao tecido controle ndo maligno
qguando comparado com a expressao génica em LAFs e CAFs. Em contrapartida, apesar desse
gene ter sido o Unico alvo que mostrou diferencas estatisticas significantes entre NAF vs. LAF
e NAF vs.CAF, considerando o contexto da malignizacdo, ndo houve correlagédo
estatisticamente significante entre a expressdo relativa de SLPI com as caracteristicas clinico-
patoldgicas dos casos de LO e CEC estudados. Apesar disso, esse resultado € interessante, pois
pode indicar que os LAFs e CAFs apresentam menor capacidade pro-inflamatéria e de
apresentacdo de antigenos. Entretanto, outros alvos nessa via de regulagdo precisam ser

avaliados para consolidar esse conhecimento.

O perfil de expressao génica identificada neste estudo mostrou que, em geral, enquanto
os NAFs-cel apresentam resposta fisiologica associada a um microambiente homeostatico, com
baixa atividade no contexto da remodelagéo do citoesqueleto de actina, de motilidade e geracéo
de forga contratil e com expressao aumentada de genes relacionados ao contexto imunolégico,
0s CAFs expressaram mais mMRNA de genes com caracteristicas de remodelacdo e geracao de
forca contratil e mostraram baixa atividade de secretar moléculas inflamatdrias e apresentadoras
de antigeno no microambiente tumoral. Neste contexto, tem sido persistente na literatura as
constatacdes de que tumores com assinaturas estromais altas estdo associados a resisténcia
terapéutica e a recorréncia da doenca (Correia et al., 2012; Finak et al., 2008; Calon et al., 2015;
Liu etal., 2016; Fiori et al., 2019). No entanto, vale ressaltar que o presente estudo apresenta a
limitacdo de ndo ter realizado ensaios funcionais para verificar o papel das proteinas
relacionadas a assinatura dos LAFs e CAFs orais nos principais eventos biologicos associados

a tumorigénese oral.

A caracterizacao dos fibroblastos orais primarios provenientes da coorte de pacientes
com CEC oral deste estudo indica que a heterogeneidade dos CAFs orais representa um aspecto
pertinente da biologia tumoral. Devido a existéncia de varios tipos de precursores celulares, as

populacbes de CAFs se comportam como células complexas e com funcdes distintas entre
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muitos tipos de cancer (Kalluri et al., 2016; Elyada et al., 2019; Biffi et al., 2019). A existéncia
simultanea de CAFs com propriedades diferentes dentro do MT pode depender da origem da
célula precursora e/ou do estagio evolutivo do microambiente em questao (Elyada et al., 2019),
sendo coerente a afirmacdo de que os CAFs orais possam representar um fenotipo ou estado

funcional, em vez de um tipo especifico de célula (Li et al., 2015).

Dessa forma, esses achados convergem na hipotese de que possam existir populagfes
diferentes de CAFs para conjuntos especificos de funcionalidades dentro do microambiente
tumoral do CEC oral, como contratilidade aprimorada e diferencas na sintese de proteinas,
como citocinas, quimiocinas e moléculas relacionadas a apresentacdo de antigenos. Com base
nesses dados, foi formulada a hipétese de que os LAFs primarios com perfil de expresséo
diminuida estatisticamente significante do gene pro-inflamatério e apresentador de antigeno
SLPI" e os CAFs com expressdo aumentada estatisticamente significante, em especial de genes
envolvidos no contexto da remodelacao do citoesqueleto de actina, motilidade, geracao de forca
contratil, diferenciacdo, migracdo celular e formacdo de podossomos (ACTA2", POSTNY,
TAGLN™), poderiam levar a identificacdo de proteinas totais e secretadas que estivessem
envolvidas na promoc¢do de um microambiente permissivo no contexto das leucoplasia orais
com displasia e do CEC oral. Em sequéncia, analises por espectrometria de massas com
aquisicdo dependente de dados foram utilizadas para caracterizar o perfil proteico de 14 NAFs,
11 LAFs e 22 CAFs e, também, do seu subproteoma em VESs.

6.2 VES 1SOLADAS DE NAF, LAF E CAF SAO ENRIQUECIDAS DE TETRASPANINAS

A caracterizacdo das VES por rastreamento de nanoparticulas mostrou que todas as
particulas isoladas por ultracentrifugacdo diferencial apresentaram tamanhos médios de
116,0+18,1 nm de didmetro e estdo na faixa de tamanho esperado (50-150 nm) para serem
classificadas como VEs (Willms et al., 2018; Niel et al., 2018; Kalluri & LeBleu, 2020). Esses
resultados corroboram com os achados de trabalhos que também isolaram VEs de células em

culturas primarias (Dourado et al., 2019; Principe et al., 2018).

Os NAFs, LAFs e CAFs deste estudo foram enriquecidos de marcadores de VEs,
incluindo as tetraspaninas CD9, CD63, CD81, classicamente usadas como marcadores de

exossomos (Kowal et al., 2016; Kalluri e LeBleu, 2020) e proteinas citosélicas como TSG101,
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PDCD6IP, SDCBP e CAV. Esses resultados estdo de acordo com as diretrizes
internacionalmente aceitas (Théry et al., 2018) e sugerem que provavelmente tais proteinas,
especialmente as tetraspaninas, sejam bons marcadores pan-exossomo para VEs isoladas de
fibroblastos orais. Curiosamente, marcadores considerados convencionais para VES, como
Flotilinas-1 e a proteina de choque térmico HSP90-beta (HSP90AB1), ndo foram identificadas
e quantificadas em todas as amostras de fibroblastos orais humanos deste estudo. Além disso,
proteinas de compartimentos intracelulares como mitocondria (VDAC1) e nucleo (histonas,
HIST1H* e CYC1) nédo foram identificadas no banco de dados de VEs deste trabalho, o que
indica que as VEs isoladas ndo foram contaminadas por componentes intracelulares e mostra a

pureza do isolamento dessas particulas.

E importante salientar que os marcadores bioldgicos atuais podem n&o reconhecer todas
as subpopulacdes de VEs com contetdo especificos (Willms et al., 2018). O microambiente e
a biologia inerente das células podem influenciar o conteudo das VEs e de seus marcadores
bioldgicos, o que impacta diretamente no tamanho das particulas e, consequentemente, nas
células receptoras. Embora as analises do contetido vesicular exijam grandes pools de amostras,
nem todas as VEs contém uma abundancia semelhante de uma determinada carga/contetdo
(Pathan et al., 2019).

Ressalta-se ainda que os efeitos das VEs nas células receptoras podem ser diferentes
devido a expressdo variada de receptores de superficie celular, e dessa maneira, a
heterogeneidade funcional pode resultar em um conjunto de VEs responsaveis por induzir a
sobrevivéncia celular, outro conjunto responsavel pela apoptose e um conjunto diferente
induzindo imunomodulacdo etc., em diferentes tipos de células-alvo. A heterogeneidade
também pode ser baseada no érgdo e tecido de origem dos exossomos, incluindo se eles sdo de
células neoplésicas, dando-lhes propriedades distintas como tropismo para certos 6rgdos e

captacdo por tipos especificos de células (Pathan et al., 2019).

6.3 O REPERTORIO PROTEOMICO DOS LAF-vE E CAF-VE ESTAO ENVOLVIDOS NA
MODULACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA

Neste estudo, dados protedbmicos foram obtidos pela quantificacdo sem marcacdo (do
Inglés, label-free) dos espectros gerados, assim como empregado em outros trabalhos que

avaliaram amostras bioldgicas por LC-MS/MS (Carnielli et al., 2018; Busso-Lopes et al., 2021).
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Cabe salientar que a combinagdo da anélise protedmica das células e suas VEs isoladas de tecido
primario permitiu a correlacéo entre a abundancia dessas moléculas com informagdes clinico-

patoldgicas valiosas no contexto das lesdes potencialmente malignas e do CEC oral.

Outra abordagem relevante deste estudo foi o uso de ferramentas estratégicas de
bioinformética para trabalhar com a grande quantidade de dados gerados, como o agrupamento
do repertorio protedmico aplicado para o conjunto de dados das células e das VEs, utilizando o
VSCluster. Essa ferramenta permitiu identificar agrupamentos de proteinas que estdo
simultaneamente mais ou menos abundantes entre as condicdes estudadas, de maneira que 0
grau de associagdo entre elas é alto no mesmo cluster e baixo entre as proteinas de clusters
diferentes, mostrado velos valores do Membership >0,5. Esse comportamento co-regulatério
sugere que as proteinas de tal grupo compartilham de caracteristicas funcionais e, portanto,

podem ser mapeadas para 0s mesmos processos bioldgicos e redes moleculares.

Em geral, os resultados obtidos mostraram que, enquanto o proteoma total dos
fibroblastos é caracterizado principalmente pelos processos relacionados a tradugéo de proteina,
no proteoma das VEs as moléculas participam da organizacdo da matriz extracelular e dos
processos de adesdo célula-célula e célula-matriz e de vias de sinalizacdo mediada por
integrinas. Em especial, no conjunto de dados das VEs as proteinas estdo envolvidas na
modulagéo de processos importantes no contexto da progressao do cancer, como angiogénese
e migracdo celular. Ao enriquecer as proteinas compartilhadas, nota-se a presenca de processos

relacionados a producdo de glicose (Figura 5E, Apéndices 1-3).

O agrupamento hierarquico dos casos evidenciou que a posic¢ao de qualquer amostra no
dendrograma é determinada pela influéncia da variacdo biolégica que reflete no padrdo de
abundancia das proteinas (Figuras 6 e 7). Entretanto, ao agrupar os pacientes de acordo com
suas caracteristicas clinicas e histopatoldgicas em comum e correlacionar essas informacdes
com suas respetivas posi¢oes no dendrograma, foi possivel constatar associacdes estatisticas
significantes, tanto do conjunto de dados das células quanto das VEs. Essa anélise evidencia
que apesar do agrupamento nédo ter sido perfeito, ele ndo aconteceu ao acaso e permitiu a
constatacdo de associa¢Bes significativas com caracteristicas revelantes no contexto das

patologias estudadas.

Para explorar os processos bioldgicos refletidos pelas proteinas identificadas e
quantificadas em NAFs, LAFs e CAFs, empregou-se 0 agrupamento do conjunto de dados de
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Células e VEs na plataforma VSCluster (Schwammle & Jensen, 2018). O agrupamento dos
dados permitiu o reconhecimento de 3 padrdes distintos, tanto do proteoma total quanto do
proteoma das VEs (Figuras 10 e 11). Notavelmente, os padr6es moleculares relacionados ao
proteoma total dos fibroblastos mostram principalmente proteinas mais abundantes em NAFs,
LAFs e CAFs, enquanto o agrupamento dos dados das VEs permitiu a identificagcdo de um
padrdo distinto, conduzido por proteinas menos abundantes na leucoplasia oral (LAFs). A
sequir, serdo discutidas as principais vias bioldgicas enriquecidas no proteoma das células e das

vesiculas extracelulares.

As proteinas mais abundantes nos CAFs orais, referentes ao Cluster-1 Cel. que
simultaneamente estdo menos abundantes em NAFs (Figura 10A), enriquecem principalmente
vias regulatorias dependentes do citoesqueleto que controlam a migracéo das células, bem como
a regulacdo dindmica dos microtubulos e atividades do ciclo celular. Dentre as vias associadas,
se destaca principalmente o dobramento de actinas e tubulinas mediado pelas chaperoninas
citosolicas TRIC/CCT e Prefoldina (p-valor=1,11E-16). Descobertas recentes mostraram que a
biogénese eficiente de actinas e tubulinas esta intimamente associada a uma maquinaria celular
especializada, sendo o processo de dobramento associado a uma ampla gama de processos
bioldgicos, incluindo o trafego de proteinas e a regulagdo do ciclo celular (Gestaut et al., 2019;
Kumar et al., 2004). A expressdo de CCT/TRIC é regulada positivamente durante a transicdo
de fase G1/S do ciclo celular, enquanto sua regulacdo negativa leva a inibicao da proliferacéo,
diminuicdo da viabilidade da célula, parada do ciclo celular e apoptose (Spiess et al., 2004).
Corroborando com esses dados, outra via enriquecida no Cluster-1 Cel. refere-se a transducéo
de sinal por Rho GTPases. A familia RHO de GTPases é grande e diversa, com muitos de seus
membros considerados reguladores mestres do citoesqueleto de actina, e, consequentemente de
todos os processos que dependem da reorganizacdo dinamica dessa estrutura, incluindo a
migracdo celular, adesdo celular, divisdo celular, estabelecimento de polaridade celular e
transporte intracelular mediado por vesiculas (Bustelo et al., 2007). Interessante que as vias
enriquecidas do Clster-1 Cel. corroboram com os dados de assinatura génica myCAF deste

estudo.

O Cluster-1 das VEs (Figura 11A) também mostrou o agrupamento de proteinas mais
abundantes nos CAFs orais, entretanto, envolvidas em vias distintas do Cluster-1 Cel. pois estdo
principalmente relacionadas a modulacdo da resposta imune, como a degranulacdo de

neutrdfilos, processamento e apresentacdo de antigeno mediado por MHC de Classe |,
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sinalizacdo de interferon e de citocinas e interacBes imunorregulatérias entre uma célula
linfoide e uma célula ndo linféide. Em conjunto, esses dados indicam que as proteinas
secretadas nas VEs dos CAFs estdo associadas a processos imunoldgicos no contexto do

microambiente tumoral.

Na comparacéo entre o cluster-2 de Cel. (Figura 10B) e o cluster-2 VEs (Figura 11B),
nota-se que, enquanto o agrupamento das proteinas nas células mostra um padrdo de moléculas
mais abundantes em LAFs, que estdo envolvidas em varios eventos de traducdo proteica, como
o direcionamento co-translacional de proteinas para o reticulo endoplasmatico mediado pelo
complexo de ribonucleoproteina, conhecido como particula de reconhecimento de sinal — SRP
e na vigilancia do mRNA, o repertdrio protedmico das VEs apresenta um padréo de abundancia
oposto: as proteinas estdo menos abundantes em LAFs e participam da modulagdo da resposta

imune, queratinizacdo, morte celular programada e organizacdo da matriz extracelular.

No que se refere ao cluster-2 Cel. (Figura 10B) destaca-se principalmente que as
proteinas estdo envolvidas no mecanismo denominado de decaimento de RNA mensageiro
(mRNA) mediado por nonsense (Nonsense-Mediated Decay, NMD; p-valor=1,11E-16). O
NMD é parte de uma rede maior de vigilancia de RNA que garante que apenas mRNAs com
potencial de codificacdo adequado se tornem disponiveis para a sintese de proteinas.
Especificamente, a maquinaria NMD reconhece mRNAs com codons de terminagdo prematura
e medeia sua degradacdo. Se deixados disponiveis para traducdo, estes MRNAS representam
uma ameaca latente para a célula, pois podem codificar proteinas truncadas, sem func¢des ou
com funcdes indesejadas (Pawlicka et al., 2020). E importante enfatizar que 0 NMD n&o apenas
degrada os transcritos mutados, ele também é um mecanismo de controle de qualidade que
remove transcritos com splicing de forma aberrante, como aqueles resultantes de introns retidos
ou éxons ignorados. Além disso, estima-se que 0 NMD regula ~10% do transcriptoma normal
e, portanto, tem um impacto importante na expressao fisiologica do gene. Isso ocorre porque
muitos transcritos tém caracteristicas indutoras do NMD, mesmo na auséncia de cddons de
terminacdo prematura. A regulagdo génica por NMD é importante para o desenvolvimento do
organismo e é particularmente crucial para a diferenciacdo de alguns tecidos e também para as
respostas celulares ao estresse (Nickless et al., 2017). Com base nessas func¢des, 0o NMD regula
varios processos bioldgicos e esta envolvido na fisiopatologia de uma infinidade de doencas

genéticas humanas, incluindo o cancer (Nogueira et al., 2021).
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No cluster-2 VEs — menos abundantes em LAFs (Figura 11B) - as proteinas estdo
envolvidas principalmente na modulagdo de eventos relacionados ao sistema imune, na
queratinizacdo e apoptose. Ao comparar esse cluster (Figura 11B) com o cluster das proteinas
upreguladas em CAF, cluster 1-ve (Figura 11A), nota-se que a modulacdo da resposta imune,
mediada pela degranulacdo de neutréfilos, processamento e apresentagdo de antigenos por
moléculas de MHCI e sinalizacdo Interferon gama, alpha e beta, sdo vias importantes
compartilhadas entre ambos. O que muda é a condicao patoldgica analisada. Digno de nota, o
unico cluster-cel que apresentou vias relacionadas ao sistema imune foi o cluster-2, que também
mostra proteinas mais abundantes nos LAFs, que estdo envolvidas em vias de processamento e

apresentacdo de antigeno mediado por MHC de classe | (Figura 11 B).

E importante ressaltar que o objetivo dessa anélise de agrupamento foi mostrar o perfil
de regulacdo de vias associadas aos padrfes de abundancia proteica entre as condicdes clinicas
estudadas. Para afirmar se tais vias estdo mais ou menos reguladas em cada condicdo é
necessario analisar individualmente as proteinas. Ademais, quando avaliados em conjunto,
estes dados mostram que no repertorio proteébmico das VEs secretadas por LAFs e CAFs, as
diferencas de abundéancia indicam que importantes mecanismos relacionados ao sistema imune
estdo presentes, especialmente orquestrados pelos fibroblastos do microambiente das LOs com
displasia e CEC oral.

O estudo do sistema imune em lesdes potencialmente malignas da cavidade oral tem
sido focado principalmente na verificacdo de células de Langerhans, que séo células dendriticas
derivadas da medula 6ssea que residem nas camadas de células suprabasais e espinhosas do
epitélio escamoso estratificado oral (Pellicioli et al., 2017; Wang et al., 2017; Silva et al., 2020).
Como sentinelas do sistema imunoldgico, as células dendriticas de Langerhans (CDL) atuam
como apresentadoras de antigenos profissionais que captam e processam antigenos no epitélio
oral e migram para a lamina propria e posteriormente para a area paracortical do linfonodo de
drenagem, local onde processam as proteinas em peptideos antigénicos e desempenham sua
funcdo de apresentacdo aos linfocitos T CD4+ e CD8+. Consequentemente, 0S mecanismos
efetores mediados por células T contra antigenos especificos, incluindo antigenos displasicos e
de células cancerosas, sdo ativados (Wang et al., 2017). Alguns trabalhos, usando a técnica de
imunohistoquimica, tém mostrado o aumento gradual no nimero de CDL da mucosa oral
normal para displasia epitelial e, posteriormente, em CEC oral (Bondad-Palmarioet al., 1995;
Aratjo et al., 2010; Ohman et al., 2012; Kindt et al.,2016; Wang et al., 2017). Em contrapartida,
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outros trabalhos ja demonstraram um declinio gradual no nimero de CDL durante a progressao
da carcinogénese oral (Gomes et al.,2016; Upadhyay et al., 2012; Girod et al., 1994). No
entanto, ainda ndo existem estudos sobre a modulacédo das respostas imunes nos DOPM, sejam
orquestrados por fibroblastos, células dendriticas ou mesmo mostrando as interacfes entre

LAFs e CAFs com os componentes do microambiente imunologico das LOs e do CEC oral.

No Cluster 3-Cel — mais abundantes em NAFs e simultaneamente menos abundantes
em CAFs (Figura 10C) — as proteinas estdo envolvidas na maioria das vias ja descritas no
Cluster 2-Cel — mais abundantes em LAFs e simultaneamente menos abundantes em NAFs e
CAFs. Na verdade, as proteinas de ambos os clusters estdo modulando vias relacionadas a
vigilancia da qualidade de mRNA, mas € possivel notar que a diferenca entre eles foi a presenca
de vias de Splicing de MRNA adicionadas ao agrupamento 3-Cel. O splicing de RNA, que é a
remocao dos introns seguida pela ligacdo do exon, é um processo essencial que governa muitos
aspectos da proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo celular. Para os RNAs mensageiros,
esse processo resulta numa sequéncia codificadora de proteina. Para RNAs transportadores
(tRNAS) e ribossomicos (rRNAS), esse processo resulta na producdo de moléculas funcionais
para a maquinaria da traducdo. A flexibilidade desse processo tem desempenhado um papel
fundamental na evolucdo de organismos superiores, promovendo a expansao do proteoma e
ajudando a regular a expressdo génica. Considerando a importancia desse mecanismo na
regulacdo génica, alteragdes nesta via tém sido implicadas em muitos canceres humanos.
Estudos gendmicos em grande escala descobriram um espectro de mutacGes na maquinaria de

splicing que contribuem para a tumorigénese (Wang et al., 2020).

O agrupamento das proteinas do Cluster-3 VE —mais abundantes em LAFs (Figura 11C)
— estdo enriquecendo principalmente a degranulagéo de plaquetas. Tem sido reportado que as
plaquetas contribuem para a metastase do cancer por meio da facilitacdo da migracéo de células
tumorais, invasao e até mesmo fornecem protecao contra as defesas do sistema imunolégico do
hospedeiro. A ativacédo e degranulagédo plaquetaria promove sobrevivéncia e sinalizagao proé-
angiogénica em celulas de cancer de ovario (Egan et al., 2011). Outras vias estdo enriquecidas
nesse agrupamento, como por exemplo organizacdo da MEC e a comunicagdo célula-célula,
entretanto, merece destaque a via de sinalizacdo JAK-STAT apds estimula¢do com interleucina-
12. A via de sinalizagdo Janus Kinase/Transdutores de Sinal e Ativadores de Transcri¢éo
(JAK/STAT) é uma das mais importantes vias de sinalizacdo para transducdo do sinal usadas

pelas citocinas, envolvida na proliferacdo e sobrevivéncia da célula, além de desempenhar um
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papel central nas respostas imunes e diferenciacdo celular. A familia STAT contém o residuo
de tirosina préximo ao C terminal que é fosforilado pela familia JAK na presenca de receptores,
dentre eles a familia de citocinas IL-3, citocinas com receptores gp130 (IL-6, IL-11, IL-12),
assim como o receptor IFN-y. Notavelmente, existem varias citocinas com fungoes distintas, e
as vezes opostas, que provavelmente ativam a mesma proteina STAT (Sanz-Moreno et al.,
2011). Recentemente foi reportado que no adenocarcinoma ductal pancreatico, a cascata de
sinalizacdo induzida por IL-1 ativa a via JAK/STAT e promove a transformacado de myCAFs
em CAFs inflamatorios, sugerindo plasticidade potencial entre esses dois subtipos celulares
(Biffi et al., 2019).

Outra comparacdo interessante é que, enquanto as proteinas do Cluster 2-ve — menos
abundantes em LAFs (fig. 11B) — modulam as principais vias de sinalizacdo do interferon
(gama, alpha e beta), as proteinas do Cluster 3-ve — mais abundantes em LAFs (Figura 11C) —
enriquecem a via JAK-STAT e, curiosamente, os interferons (que também séo considerados
citocinas), sinalizam classicamente por meio da via JAK / STAT para estimular a expresséo
génica. O IFN-y, por exemplo, modula positivamente os genes envolvidos com apresentacdo
de antigenos de classe | e Il (MHC I, MHCII) atraves da via JAK / STAT (Schroder et al.,
2004).

Entretanto, o papel da via de sinalizacdo JAK / STAT induzida por IL-6 ou IL-12 ainda
é desconhecido na progressdo do CEC oral, mas esses dados reforcam o importante papel dos
LAFs no microambiente das leucoplasias orais e revelaram possiveis vias bioldgicas associadas
a malignizacdo. Além disso, as VEs dos LAFs e CAFs parecem influenciar o recrutamento e a

atividade das células imunes e facilitar a degradacéo e remodelacdo da MEC.

6.4 AS PROTEINAS PRIORIZADAS EM CELULAS E VES bos NAF, LAF e CAF DESEMPENHAM
PAPEIS BIOLOGICOS RELEVANTES

Apesar dos avangos em pesquisas e terapias oncoldgicas ao longo das décadas, ndo
foram observadas melhorias significativas nas taxas de sobrevida dos pacientes com CEC oral
em todo o mundo, o que esta principalmente associado ao diagnostico em estagios avancados
(Rivera et al., 2017). Assim, esta doenca ainda representa importante causa de morbidade e

mortalidade, o que implica maior agressividade da doenca e tratamentos mutiladores (Miller et
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al., 2019). Estima-se que aproximadamente 50% dos pacientes com CEC oral sobrevivem ap6s
cinco anos do diagnostico (Leemans et al., 2011; Rivera et al., 2015).

A leucoplasia oral é definida como uma placa branca que apresenta risco aumentado de
transformacdo maligna, tendo excluido outras doencas conhecidas sem risco aumentado de
desenvolvimento de céancer (Warnakulasuriya et al., 2007) e, normalmente, a escolha do
tratamento para esta lesdo depende do risco estimado de transformacdo maligna, que muitas
vezes difere entre os servicos de saude (Wetzel et al., 2020). LesGes de baixo risco podem ser
tratadas pela cessacdo do habito e acompanhamento clinico rigoroso, enquanto o tratamento
para lesbes de alto risco geralmente envolve métodos mais invasivos, como excisao cirdrgica
ou ablacdo a laser (Dionne et al., 20015). No entanto, a decisdo sobre observar ou tratar a LO
por intervencdes invasivas é um desafio na préatica clinica didria e, mesmo apds a excisao
cirurgica, pode haver recorréncia ou transformacdo maligna (Lodi et al., 2008; Pletcher &
Pignone, 2011). Nesse contexto, identificar e caracterizar aspectos moleculares indicativos de
transformacdo maligna € uma estratégia valiosa para o desenvolvimento de planos de
tratamento individualizados (Pletcher & Pignone, 2011; Smith et al., 2009; Zaini et al., 2018;
Mello et al., 2020; Odell et al., 2021).

Entretanto, a transformacgéo maligna das lesdes com displasia epitelial permanece pouco
compreendida a nivel molecular. Nesse cenario, a displasia epitelial oral é o diagndstico
histopatoldgico que descreve o estagio potencialmente maligno, caracterizado por uma série de
alteracdes celulares e morfoldgicas do tecido que sdo semelhantes as encontradas no CEC,
entretanto, ainda restritas as células epiteliais e delimitadas pela membrana basal, portanto sem
invadir o conjuntivo adjacente. A displasia deve ser reconhecida e o seu significado histoldgico
deve ser interpretado clinicamente, baseado no conhecimento dos processos patolégicos da
carcinogénese oral (Tilakaratne et al., 2011; Sperandio et al., 2013; Alaizari et al., 2018; Odell
etal., 2021).

Diferentes fatores estdo associados um risco estatistico aumentado de alteracdo maligna,
como por exemplo idade, sexo, localizagdo anatdmica, tamanho da lesdo, grau de displasia
epitelial, consumo de alcool e tabaco (Warnakulasuriya et al., 2007; Warnakulasuriya &
Ariyawardana 2016). Da mesma forma que a assinatura molecular de um tumor pode diferir de
acordo com o perfil clinico do individuo, a progresséo da carcinogénese oral ndo € uniforme e

varios fatores podem afetar a suscetibilidade de um individuo com LO a desenvolver o CEC
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oral. E bem estabelecido na comunidade cientifica que a carcinogénese oral é um processo
multifatorial associado a fatores de risco modificaveis — como dieta, alcool e tabaco - e néo
modificaveis - como por exemplo idade, sexo e predisposi¢do genética. Embora a descoberta e
validacao de biomarcadores moleculares para transformacéo maligna dos DOPM possa ajudar
a reduzir a incidéncia do céancer oral em todo o mundo, a influéncia dos fatores de risco na
expressdo de biomarcadores e o valor da combinacdo de perfis clinicos e moleculares para
desenvolver modelos de risco devem ser considerados na interpretacdo de estudos moleculares
(Sperandio et al., 2013; Speight et al., 2018; Mello et al., 2021; Odell et al., 2021).

Nesse cendrio, a protebmica baseada em espectrometria de massas é uma estratégia
promissora que permite identificar e quantificar proteinas em uma determinada condicéo
bioldgica, seja em cultura de células, microdissec¢do de tecidos e analises em fluidos, e assim
compreender vias de sinalizacdo e processos bioldgicos regulados por essas proteinas que
estejam associados a um determinado fenétipo (Carnielli et al., 2018; Sa et al., 2021; Irmisch
etal., 2021). A determinagéo da abundancia diferencial proteica de fibroblastos orais associados
ao tecido controle ndo maligno, leucoplasia oral e carcinoma espinocelular oral, e também das
suas vesiculas extracelulares, combinada com os dados clinico-patolégicos dos pacientes foi a
estratégia adotada por este estudo para priorizagdo de moléculas-alvos que possam estar

relacionadas a transformag&o maligna oral.

Para priorizar as proteinas para as proximas etapas desse estudo, foi realizada a
correlacdo das caracteristicas clinico-patologica dos casos de LO e CEC oral com as 49
proteinas que apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre NAFs, LAFs e CAFs
dos conjuntos de dados de células e VEs. Além disso, foram consideradas proteinas associadas
com a transformacdo maligna aquelas que apresentaram diferencas estatisticas significantes
com os fibroblastos isolados do tecico controle ndo maligno em relacdo aos LAFs e CAFs. Essa
selecdo foi fundamentada nos resultados de protebmica baseada em descoberta e proteinas
adicionais poderdo fazer parte desse painel se a abundancia diferencial em relagdo ao controle
(NAF) for confirmada por métodos direcionados, como por exemplo RT-gPCR ou proteébmica

dirigida baseada em alvos.

Todas as proteinas priorizadas, CAMK2D, SH3BGRL, AK1 e TNFRSF11B, ja foram
descritas na literatura cientifica por desempenhar algum papel biolégico em céancer, o que
confirma a robustez e reprodutibilidade da metodologia empregada neste estudo. A maioria ja
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foi reportada como marcador progndstico favoravel ou desfavoravel em carcinomas como o
urotelial (TNFRSF11B), cervical (TNFRSF11B), renal (TNFRSF11B) e géastrico (SH3BGRL,;

AK1), de acordo com a indicacdo do Human Protein Atlas (http://www.proteinatlas.org).

A proteina CAMK2D é uma serina /treonina quinase pertencente a superfamilia de
quinase dependente de Ca** que, juntamente com a proteina quinase (PKC), esta envolvida em
uma cascata de sinalizagcdo que regula processos envolvidos na tumorigénese, incluindo
proliferacdo celular, migracéo, invasao e angiogénese (Nguyen & Shively, 2016). Neste estudo,
a proteina CAMK2D mostrou aumento da abundancia gradual entre NAF, LAF e CAF — cel.,
com diferengas estatisticamente significantes em relacdo ao tecido controle ndo maligno e
mostrou correlacdo com os casos de CEC que apresentavam idade >60 anos. A literatura recente
sugere que superexpressdo dessa proteina resulta na regulacdo positiva de muitas cascatas de
sinalizacdo como MAPK, NF-kB, Wnt5a e HDACS5 frequentemente correlacionadas
positivamente com os carcinomas de préstata (Yamamoto et al., 2010) mama (Kennett et al.,
2004), pancreas (Trauzold et al., 2003) e pele (Jadali et al., 2010).

As proteinas SH3BGRL e AK1 foram correlacionadas com as caracteristicas dos
pacientes com LO, especificamente com a quantidade de cigarros consumidos por dia e com 0
tamanho da lesdo leucoplasica, respectivamente. Ambas mostraram maior abundancia
estatisticamente significativa na comparacdo entre NAF-cel vs. CAF-cel e NAF-cel vs. LAF-
cel. Nesse contexto, é amplamente reconhecido que o consumo de tabaco em todas as suas
formas e o consumo crénico de alcool sdo os fatores etioldgicos mais importantes, com
atividade sinérgica e dose dependente para as LO e CEC oral (Warnakulasuriya et al., 2007;
Scully, 2014; Alsahafi et al., 2019). Dentre 0s aspectos reconhecidos por aumentar
estatisticamente o risco de progressdo para malignidade das LOs, se destaca a presenca de
lesbes com tamanhos que excedem 2cm de diametro (van der Waal, 2009; Warnakulasuriya &
Ariyawardana, 2016; Odell et al., 2020).

A proteina rica em acido glutdmico de ligacdo ao dominio SH3 (SH3BGRL) é um
membro da familia SH3BGR, expressa em muitos tecidos e 6rgaos humanos, incluindo medula
0ssea, coragdo, pulméo, figado e rim. Com excecdo da SH3BGRL3, esta familia de proteinas
(que também inclui SH3BGR, SH3BGRL?2 e SH3BGRL3) contém um dominio rico em prolina

altamente conservado. O papel fisiopatofisiolégico da familia SH3BGR permanece
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desconhecido, entretanto, suas fungdes tém sido implicados na transducéo de sinal, rearranjos
do citoesqueleto e trafego de membrana (Mazzocco et al., 2002).

A familia de isoenzimas da adenilato quinase (AK) pertence a maquinaria de sintese de
nucleotideos celulares, envolvida no metabolismo energético e na homeostase das proporcgdes
de nucleotideos de adenina em diferentes compartimentos intracelulares (Klepinin et al., 2020).
Os nucleotideos, por sua vez, compdem a estrutura dos &cidos nucléicos e também sdo
importantes no metabolismo celular, seja como fonte de energia quimica ou como
intermediarios ativados em muitas vias biossintéticas, na sinalizacdo celular e como
componentes de coenzimas (Panayiotou et al., 2014). Em geral, a localizacdo intracelular
distinta e as propriedades cinéticas das isoformas de AK favorecem o suporte energético de
processos celulares especificos que variam de contracdo muscular, atividade elétrica,
motilidade celular e energética mitocondrial/nuclear. E importante ressaltar que uma marca
registrada das células cancerosas é a capacidade de religar seus circuitos bioenergéticos e de
sinalizacdo metabdlica para alimentar sua proliferacdo e metastase descontrolada (Klepinin et
al., 2020). Recentemente, uma nova estrutura de "reprogramacao do metabolismo do estroma
tumoral™ ou "efeito Warburg reverso” foi introduzida na oncologia experimental. De acordo
com esse paradigma, h4 acoplamento metabolico entre as mitocondrias nas celulas malignas e
o catabolismo nas células do estroma, que consequentemente promove o crescimento tumoral
e metéstase. Em outras palavras, as células cancerosas podem induzir a reprogramacao do
microambiente tumoral em direcdo ao fendtipo Warburg (Klepinin et al., 2020). Collavin e
colaboradores (1999) clonaram seis novos transcritos regulados positivamente por p53 em
fibroblastos murinos Val5 e relataram que um desses clones codifica uma nova forma
alternativa de adenilato quinase citosdlica (AK1), diferindo de AK1 por ter 18 aminoacidos
extras no N-terminal. Os autores demonstraram que a nova isoforma de AK1 € regulada
positivamente em células Val5 apos a ativacao de p53. Essas descobertas sugerem que, dentro
de um programa genéetico dependente de p53, uma isoforma especifica de adenilato quinase tem
uma funcéo reguladora de crescimento que pode ndo exigir necessariamente sua atividade
bioquimica ja bem caracterizada. Nesse contexto, é importante ressaltar o gene supressor de

tumor p53 é o alvo mais frequente de alteragdes genéticas ja identificadas no cancer humano.

Em relagéo as proteinas diferencialmente abundantes entre NAF-ve, LAF-ve e CAF-ve,
apenas a proteina TNFRSF11B foi selecionada. O membro 11B da superfamilia do fator de

necrose tumoral (TNFRSF11B), também conhecida como osteoprotegerina (OPG), pertence a
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superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral (TNFRSF) e inicialmente foi identificada
como moduladora da homeostase e turnover 6sseo devido a sua capacidade de se ligar ao
receptor ativador do fator nuclear kappaB (NF-kB) (Holen et al., 2005; Holen et al., 2006).
Entretanto, um nimero crescente de estudos considera que a proteina TNFRA11B/OPG exerca
uma acdo anti-apoptética, protetora em tumores que a expressam, ao superar 0 mecanismo
fisiologico de vigilancia tumoral exercido por TRAIL (ligante indutor de apoptose relacionado
ao TNF e protagonista da vigilancia imunolégica tumoral). Junto com a inibi¢do da apoptose
induzida por TRAIL, a OPG pode ligar-se a varios receptores da superficie celular e, assim,
ativar a sobrevivéncia e as vias proliferativas em células malignas (Holen et al., 2005; Holen et
al., 2006; De Toni et al., 2006). Ademais, tem sido reportado que TNFRA11B também induz a

angiogénese e facilita a metastase nos tumores (Malyankar et al., 2000; Scatena et al., 2002).

Um papel potencial pro-tumoral e pro-metastatico da OPG tem sido estudado em um
rico repertorio de tumores e inclui estudos in vitro (mama, prostata, cancer gastrico) e in vivo
(mama, prostata, gastrico, cancer de bexiga), bem como em dados clinicos relativos as
concentracdes séricas de OPG (mama, prostata, cancer de bexiga) e expressdo de OPG em
tecidos malignos (mama, préstata, cancer gastrico) (Holen & Shipman, 2006). Da mesma
forma, a expresséo de mRNA de OPG em tecidos de cancer colorretal humano foi
significativamente correlacionada com o comportamento agressivo do tumor (Tsukamoto et al.,
2011). Entretanto, na presente pesquisa, a proteina TNFRA11B foi significativamente mais
abundante em fibroblastos controles, isolados de tecidos ndo malignos, com diminuicdo
progressiva de abundancia em LAF-ve e CAF-ve. Esse resultado foi coerente com as
correlages clinicas constatadas, visto que a diminui¢do da abundancia dessa proteina nos CAFs
e LAFs se correlacionou com a auséncia de invasdo angiolinfatica dos casos de CEC oral e nos
casos de LO que ndo apresentaram variagdo anormal do tamanho dos nucleos das células
epiteliais displasicas. Entretanto, o papel da TNFRSF11B ainda ndo foi investigado em

fibroblastos de leucoplasias orais e CEC oral e é uma potencial candidata para estudos futuros.

Notavelmente, os resultados desse estudo indicam, por meio da analise de expresséo
génica, que os LAFs e CAFs apresentam expressdo diminuida do gene associado a inflamacéo
e apresentacdo de antigeno, SLPI, em comparacdo com os NAFs, entretanto sem correlagdo
com as caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes de LO e CEC oral. Em acréscimo, as
proteinas AK1 (células) e TNFRSF11B (VEs), identificadas e quantificadas por LC-MS/MS,

apresentam-se diferencialmemte abundantes entre NAFs vs. LAFs e NAFs vs. CAFs, sendo a
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abundancia dessas proteinas em LAFs similares aos CAFs, e foram correlacionadas com
caracteristicas clinico-patologicas dos pacientes, portanto, podem ser considerados potenciais

alvos associados a transicao da leucoplasia oral para o carcinoma espinocelular oral.

E importante destacar que a grande maioria dos casos estudados nesta pesquisa
apresentou um perfil de leucoplasia oral com caracteristica clinica homogénea (54,5%) e com
lesbes de tamanho <2,0cm (63,6%), sendo este perfil descrito na literatura e visto na pratica
clinica em estomatopatologia como de menor possibilidade de transformacdo maligna.
Ademais, os critérios citoldgicos e arquiteturais avaliados revelaram, em conjunto, que 70%
dos casos mostraram um baixo risco de malignizacao das displasias epiteliais. Apesar disso, as
estratégias empregadas neste estudo permitiram encontrar moléculas associadas as
caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes que podem estar relacionadas a transformacéo
maligna das lesdes de LOs estudadas. Estes resultados reforcam claramente a importancia do
diagndstico das LOs, da realizacdo de biopsias independente do tipo clinico da leséo suspeita e
sugerem a necessidade da vigilancia clinica rigorosa e revisdes regulares para 0

acompanhamento dos casos.

Finalmente, entender os processos moleculares que mediam a transformacdo maligna
das leucoplasias orais ainda € um desafio para a ciéncia e esse estudo aponta um papel relevante
dos LAFs e suas VEs no microambiente das leucoplasias orais com displasia, dada a sua
similaridade com CAFs. Estudos adicionais serdo realizados para confirmar os resultados da
analise da expressdo génica e de protebmica baseada em descoberta em cortes maiores e
independentes, utilizando técnicas direcionadas como RT-gPCR e protedmica dirigida a alvos
em tecidos e biofluidos, bem como comparar com os bancos de dados de repositorios publicos.
Além disso, estudos funcionais serdo realizados para avaliar o papel das proteinas priorizadas

nesse estudo na iniciacdo e progressdo tumoral.
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CONCLUSAO

A caracterizagdo dos fibroblastos por marcadores de fendtipo myCAF, iCAF e apCAF
mostrou que os LAFs apresentam um perfil de expressdo diminuida estatisticamente
significante do marcador pro-inflamatério e apresentador de antigeno SLPI™ em
comparacdo com o0s NAFs. Por outro lado, os CAFs mostraram assinatura
miofibroblastica, com expressdo aumentada estatisticamente significante de genes
envolvidos no remodelamento do citoesqueleto de actina, motilidade e geracédo de forca
contratil (ACTA2"); diferenciacdo, migracdo celular e formacdo de podossomos
(TAGLN™); e cicatrizacdo de feridas (POSTN™); além de expressdo diminuida
estatisticamente significante do marcador inflamatorio CXCL12™ em relacdo aos NAFs
e do marcador SLPI" em relacdo aos NAFs e LAFs.

O repertorio protedmico dos fibroblastos foi caracterizado principalmente pelos
processos relacionados a traducdo de proteinas e controle da polaridade celular,
enguanto no proteoma das suas VES 0s processos biologicos enriquecidos foram
relacionados a organizacdo da matriz extracelular, adesdo celular, migracao celular e
angiogénese.

O agrupamento do conjunto de dados usando a ferramenta VSCluster permitiu
identificar perfis de abundéncia distintos de proteinas que estdo simultaneamente mais
ou menos abundantes entre as condi¢des estudadas e esse comportamento co-regulatorio
mostrou que as proteinas mais ou menos reguladas em LAFs e CAFs estdo envolvidas
principalmente na modulag&o da resposta imune.

A proteina AK1 de células e TNFRSF11B de VEs, ambas derivadas de fibroblastos,
apresentam potencial de serem consideradas marcadoras de malignizacao de leucoplasia

oral para carcinoma espinocelular oral.
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APENDICE 1 — Processos bioldgicos enriquecidos estatisticamente significantes
referentes as proteinas identificadas e quantificadas nas células (Top 15).
Andlise realizada no DAVID, v6.8. aplicando o teste estatistico Benjamini e Hochberg,
FDR <0,05.
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RPS25, RPS28, RPS29, RPL27A, RPS20, FAU,
RPS21, RPS24, RPS23

GO:0006364~1RNA processing 74 6,115702479 8.80E-32 4,73E-29 4,61E-29

EIF4A3, HNRNPU, HNRNPR, YBX1, PRPF19,
ELAVLIL, PTBP1, SYNCRIP, SNRPD2,
SNRPDI, DHX15, SNRPD3, SRRM2, SNRPN,
HNRNPULL, DDX39B. PSPC1, HNRNPHI,
SRSF2, SNRPG, SRSF3, SNRPE, HNRNPH2,
PABPC1, HNRNPH3, SRSF6, SNRPC,
GO:0000398~mRNA splicing, SNRNP200. SRSF7. SF1, SF3B5. SF3B2.

via spliceosome 63 3,20661157 3-96E-22 InDXs. SF3B3, RBM8A, DHXO, SRRT. 2,80E-19 23E-19
SRSF1, PRPFS, U2AF1L4, PABPN1, FIPIL1,
U2AF2, TRA2B, PCBP1, PCBP2, RALY,
HNRNPAL1, SF3B1, HNRNPAO, HSPAS,
SF3A1, PPIL1, HNRNPA3, FUS, ALYREF,
NONO, HNRNPL, PHFSA, HNRNPK,
HNRNPD, HNRNPC, RBMX
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APENDICE 1 — Processos bioldgicos enriquecidos estatisticamente significantes
referentes as proteinas identificadas e quantificadas nas células (Top 15).
Andlise realizada no DAVID, v6.8. aplicando o teste estatistico Benjamini e Hochberg,

FDR <0,05.

Processo Biologico - Anilise do
Proteoma das Células

Count

%

(concluséo)

p-valor Genes Benjamini FDR

GO:0043488~regulation of
mRNA stability

)

3,47107438

SET, PSMDI11, PSMD14, ANP32A, PSMD13,
YWHAB, ELAVLI1, PSMA7, PSMD9, PSMDG6,
PSMB4, XPO1, PSMD4, PSMD5, PSMD?2,
KHSRP, PSMD3, PSMD1, TNPOL, RPS27A,
2,66E-21 |HSPAS, YTHDF2, YWHAZ, PSMAS, PSMAG, 1,11E-18 1,09E-18
PSMC5., PSMA3, PSMC6, PSMA4, PSMC4,
PSMA2, PSMC1, APEX1, PSME3, PSMC2,
SERBPI1, PSME1, HNRNPD, PSME2,
PABPCI1, HSPAI1B, EIF4G1

GO0:0002479~antigen processing
and presentation of exogenous
peptide antigen via MHC class I,
TAP-dependent

30

2,479338843

PSMDI1. PSMD14. PSMD13, PSMAT7.
PSMD9, PSMD6, PSMB4, PSMD4, PSMD5,
PSMD2, PSMD3, PSMDI, ITGAV, HLA-H,
1.54E-17 |HLA-B. HLA-C. HLA-A. PSMAS, PSMAG, 5,78E-15 5,64E-15
PSMC5, PSMA3, PSMCG6, PSMA4, PSMC4,
PSMA2, PSMC1, PSME3, PSMC2, PSMEI,
PSME2

GO:0006521~regulation of
cellular amino acid metabolic
process

26

2,148760331

PSMDI11, PSMD14, PSMD13, PSMA7,
PSMD9, PSMD6, PSMB4, PSMD4, PSMD5,
PSMD?2, PSMD3, PSMDI, NQO1, PSMAS,
4,00E-16 PSMAG, PSMC5, PSMA3, PSMC6, PSMA4, 1,37E-13 1.34E-13
PSMC4, PSMA2, PSMC1, PSME3, PSMC2,

PSMEI1, PSME2

GO:0060071~Wnt signaling
pathway. planar cell polarity
pathway

34

2,809917355

PSMDI1, PSMD14, PSMD13, CLTC, AP2A1,
AP2A2, PSMA7, CDC42, PSMD9, PSMDG6,
PSMB4, PSMD4, PSMD5, PSMD2, PSMD3,
8.90E-16 |PSMDI1. RACIL, RPS27A, AP2M1. AP2BI. 2,79E-13 2,72E-13
RHOA, PSMAS, PSMAG, PSMC5, PSMA3,
PSMC6, PSMA4, PSMC4, PSMA2, PSMC1,
PSME3, PSMC2, PSMEI1, PSME2

GO:0006457~protein folding

48

3,966942149

FKBP11, FKBP10, LRPAP1, FKBP2, LMANI,
GRPELI, BAG2, BAG3, RUVBL2, MLEC,
CCT7. CCT5. CCT4, TXNDCS, HSPA9,
HSPAS, NUDC, HSP90AAI, PPIL1, CSNK2A1,
VBPI1, TXNL1, CSNK2A2, MOGS, TBCA,
HSPEL, PDIAG, PDIA4, FKBP1A, ERP44,
TMX4, TMX3, TMX1, CDC37, GNB2, GNBI,
DNAIJA2, ERP29, FKBPS8, PFDNI1, PFDN2,
FKBP9, FKBP4, PFDNS5, PFDN6, PPID,
AARS. PPIC

1,21E-15 3,50E-13 3,41E-13

GO:0038061~NIK/NF-kappaB
signaling

27

2.231404959

PSMDI11, PSMD14, PSMD13, PSMA7,
PSMD9, PSMD6, PSMB4, PSMD4, PSMD5,
PSMD?2, PSMD3, PSMD1, RPS27A, SKP1,
7.60E-14 PSMAS. PSMAG, PSMCS5, PSMA3, PSMC6, 2,04E-11 1.99E-11
PSMA4, PSMC4, PSMA2, PSMC1, PSME3,

PSMC2, PSMEL, PSME2

GO:0006446~regulation of
translational mitiation

20

1,652892562

EIF4A2, EIF4A1, DDX1, EIF1, EIF5, EIF3L,
EIF3I, EIF3], EIF4H, EIF3H, EIF3E, EIF3F,
EIF3C. EIF1B, EIF3D, EIF3A. EIF4B. EIF4G2.
EIF3B. EIF4G1

2,65E-13 6,65E-11 6,48E-11
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APENDICE 2 - Processos bioldgicos enriquecidos estatisticamente significantes
referentes as proteinas identificadas e quantificadas nas VEs (Top 15).
Andlise realizada no DAVID, v6.8. aplicando o teste estatistico Benjamini e Hochberg,

FDR <0,05.

Processo Biologico - Analise do
Proteoma das VEs

Count

%

p-valor

Genes

Benjamini

GO:0030198~extracellular matrix
organization

42

9.150326797

1.04E-25

COLI8AL ITGBS, ITGB4, LAMA4, ELN,
LAMA3, SERPINEI, TNC, FBLNI,
TNFRSF11B, NIDI, F11R, NID2, HAPLNI,
ACAN. ABI3BP. BSG. ITGAV, ITGB6, ITGA4,
LAMB?2, ITGA3. ITGA2, ITGA1, FNI1. BGN,
LAMBI, VCAN, CCDC80, COL4A2, COL5A2,
ITGA11, PXDN, COL6A3, COL8AL, ITGA7,
ITGA6, CD47, TGFBI, AGRN, CD44, DDR2

2,48E-22

2,44E-22

GO:0007155-cell adhesion

60

13,07189542

7.24E-25

LGALS3BP, COL18A1, SRPX, ITGB3S, ITGB4.
CTNNDI, TNC, F11R, HAPLNI, LOXL2,
ALCAM, CDH2, ITGAV, ITGB6. EDIL3,
ITGA4, ITGA3, ITGA2, CASK. ATPIBI1,
AZGP1, VCAN, ADAM17, COL6A3, COL8AL,
PKP1. ITGA7. ITGAG. CD47, MFGER, CD44,
VCL. DSC3, DDR2, ENG. COL15A1, CDI51,
TNXB, LAMA4, LAMA3, THBS2, NID2,
ACAN. PODXL, CTNNA1, NCAMI1, CTNNA2,
CD99, CDSN, LAMB2. FN1, LAMBI1. PARVB,
FERMTI. CXCL12, FAP, PTK7. ITGAII.
ZYX, TGFBI

8.67E-22

8,50E-22

GO:0098609-cell-cell adhesion

31

6,753812636

2,10E-11

RABIA, DDX3X, F11R, NDRGI, PPL. ADDI,
RTN4, FAMI29B, CNN2, SDCBP, ATIC,
CALDI. RARS, MYO6, BSG, FLNB, EPS8L2,
SFN, YKT6, SPTANI. STATI, RDX, PAICS,
PLCB3, GPRC5A, EHD4, EEF1D, GIPCI,
PI4KA, PLIN3, EPHA2

1,68E-08

1.65E-08

G0O:0007160~cell-matrix adhesion

17

3,703703704

1.16E-09

CD63, ITGBS, ITGA4, ITGB4. ITGA3, ITGA2,
ITGA1. NIDI, NID2, ITGA11, ZYX, ITGA7,
ITGAV. ITGAG, ITGB6. CD44, VCL

6,94E-07

6.81E-07

GO:0002576~platelet
degranulation

17

3,703703704

8.91E-09

SRGN, LGALS3BP, CD63, ECM1, AHSG.
ACTNI, SERPINEL, FN1, APOAL, CLU.
LAMP2, TIMP3. FLNA. QSOX1. A2M. HRG,
VCL

4.27E-06

4.18E-06

GO:0035987~endodermal cell
differentiation

10

2.178649237

1,50E-08

COL4A2, ITGA4, ITGBS, MMP2, LAMA3,
FN1, COL8AL. ITGA7, ITGAV, LAMBI1

5,66E-06

5.55E-06

GO:0050900~leukocyte migration

3.921568627

1.65E-08

SLC16A1, ITGA4, MMP1, SRC, ITGA3, FNI1,
ATPIB3, FIIR. ATPIB1. SLC7AS, PODXL,
BSG, ITGAV. ITGA6, CD47, APOB, SLCI6A3,
CD44

5,66E-06

5.55E-06

GO:0007229~mtegrin-mediated
signaling pathway

16

3.48583878

3.68E-08

ITGBS. ITGA4, ITGB4. SRC, ITGA3, ITGA2,
ITGA1, APOAL, FBLNI, ITGAIL, ZYX,
ITGAT, ITGAV, ITGA6, CD47, ITGB6

1.10E-05

1.08E-05

GO:0022617~extracellular matrix
disassembly

14

3,050108932

6.86E-08

MMP1, ELN. MMP2, LAMA3. HTRAI1, FNI,
NID1, ACAN, CAPNSI1, BSG, FLOT1, A2M,
CD44, ENG

1.82E-05

1.79E-05

GO:0030203~glycosaminoglycan
metabolic process

1960784314

5.06E-07

VCAN, SDC4, GPC1, SDC2, BGN, SDCI,
CSPG4, AGRN, GPCo6

1,21E-04

1.19E-04

GO:0036258-multivesicular body
assembly

1.960784314

8.89E-07

TSG101, VTAL, VPS4A, MVBI2A, VPS37B,
STAM, CHMP6, STAM2, VPS28

1.93E-04

1.90E-04

GO:0001525-angiogenesis

21

4,575163399

1.50E-06

COLI8AL. NRP1. ECMI, COLI5AIL, PDCDe6.
MMP2, SERPINEL, FN1, MAPK14, TYMP,
FMNL3, MYDGF, COL4A2, FAP, COLSAI,
ITGAV, CSPG4, TGFBI, HRG, MFGES,
S100A7

2,99E-04

2.93E-04

GO:0006914-autophagy

348583878

1.86E-06

RABIA, SRPX. TSG101, ITGB4, VTAI,
VPS4A, VPS37B, STAM, TMEMS9, EVAIA,
TOLLIP, MVBI2A, ANXA7, CHMP6, STAM2,
VPS28

3.42E-04

3,36E-04

GO:0016477~cell migration

3,921568627

2 47E-06

RABIA, CD63, ARF4. CDI151, SDC4, SDC2,
FMNL3, CDH2, PODXL, PALLD. PTK7,
SDC1, CD248, ITGAV, CSPG4, GPC6, ENG,
EPHA2

4,22E-04

4.14E-04

GO:0010951~negative regulation
of endopeptidase activity

15

3,267973856

3.02E-06

SERPINB3, SERPINB4, CSTA, SERPINBI2,
SERPINE2, AHSG, SERPINC1, SERPINF1,
SERPINEI, SERPINBG, C5. CD109. COL6A3,
A2M, HRG

4.81E-04

4.72E-04
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APENDICE 3 — Processos bioldgicos enriquecidos estatisticamente significantes
referentes as proteinas compartilhadas entre celulas e VEs (Top 15).
Anélise realizada no DAVID, v6.8. aplicando o teste estatistico Benjamini e Hochberg,

FDR <0,05.

Processo Biologico - Anilise das

Proteinas Compartilhadas entre| Count % p-valor Genes Benjamini FDR
Cel. e VEs
LRRC59, HSP90AB1, AHNAK, ARHGAP1,
TACSTD2, SLC3A2, ENO1, IQGAP1, EVPL, RPLS,
PDLIM1, PSMB6, SDCBP, LDHA, KIF5B, PRDX1,
G0:0098609~cell-cell adhesion 39 13,73239437 2,12E-24  |SNX9, CCT8, S100A11, SPTBN1, SH3GL1, HSPAS, 3,70E-21 3,59E-21
ANXA2, IDH1, EEF2, PRDX6, SEPT2, EHD1,
MYQO1B, PKM, FASN, CAPZA1, FSCN1, TAGLNZ,
PFN1, ALDOA, DBN1, PFKP, PLEC
. ) GPI, PKM, PGAM1, PGK1, ENO1, ALDOA,
GO:0061621~canonical glycolysis 9 3,169014085 6,33E-09 GAPDH, PFKP, HK1 4,99E-06 4,85E-06
CCT3, PDIA3, CCT2, HSP90AB2P, HSP90AB1,
G0:0006457~protein folding 18 6,338028169 8,57E-09 |ST13, PRKCSH, TXN, HSP90B1, GNAI2, CCT6A, 4,99E-06 4,85E-06
GANAB, TCP1, CANX, CCT8, CALR, CRYAB, PPIA
CCT3, CCT2, CRTAP, HSP90AB1, PHB2, HSPD1,
GO:0050821~protein stabilization 15 5,281690141 6,13E-08 |CCT6A, LAMP1, TCP1, FLNA, CCT8, CALR, PFN1, 2,68E-05 2,60E-05
PPIB, GAPDH
) GPI, GOT1, MDH2, PGAM1, PGK1, ENO1,
G0:0006094~gluconeogenesis 9 3,169014085 5,54E-07 ALDOA, GAPDH, PCK2 1,94E-04 1,88E-04
G0:0030198~ext Il i ITGB1, POSTN, LAMC1, HSPG2, THBS1,
: - ::lzr:;zn“ armatrix) g 5,633802817 1,01E-06  |SERPINBS, ICAM1, COL1AL, COL3A1, COL1A2, 2,60E-04 2,526-04
§ COL6A2, COLBAL, ITGAS, EMILIN1, ITGAS, RECK
G0:0030574~collagen catabolic COL1A1, MRC2, COL3A1, MMP14, COL1A2,
process 0 3,521126761 1,058-06 CTSK, COL6A2, COL12A1, COL6A1L, CTSB 2,60E-04 2,52E-04
G0:0006096~glycolytic process 8 2,816901408 1,19E-06 GPI, LDHA, PGAML1, PGK1, ENO1, ALDOA, 2,60E-04 2,52E-04
GAPDH, HK1
GO0:0018149~peptide cross- COL3A1, ANXA1, F13A1, THBS1, EVPL, IVL,
linking 9 3,169014085 1,54E-06 SPRR1B, TGM2, SPRR2D 2,78E-04 2,70E-04
GO:0006928~movement of cell TPM4, ARPC2, TPM3, CAPZA1, CD9, HSPB1,

11 3,873239437 1,59E-06 2,78E-04 2,70E-04
or subcellular component ! ! MSN, VIM, TXN, TLN1, SERPINBS ! !
GO:0042542~response to PDGFRB, COL1A1, LDHA, CAT, ADAMS, EEF2,

hydrogen peroxide 9 3,169014085 1,80E-06 CRYAB, HSPD1, SOD1 2,86E-04 2,78E-04
GO:(]U.GGBD?“respons‘e to 8 2,816901408 3,16E-06 PRDX2, GSTP1, PRDX1, CAT, P4HB, TXN, PRDX6, 4,61E-04 4,48E-04
reactive oxygen species SOD1
G0:1904871~positive regulation
of protein localization to Cajal 5 1,76056338 4,95E-06 |CCT3, CCT6A, CCT2, TCP1, CCT8 6,66E-04 6,47E-04
body
POSTN, CAV1, PLOD1, ACTN4, THBS1, HSPD1,
G0:0001666™ t ’ ’ ’ ’ . !
N 0;?:"""3& ° 14 4020577465 | 6,16E-06 |HSP9OBL, PDLIM1, MMP14, LDHA, PKM, CAT, 7,69E-04 | 7,47E-04
vp CAPN2, CRYAB
G0:0051603~proteolysis involved
MB6, P , P , 2 , PSMB1,
in cellular protein catabolic 8 2,816901408 1,33E-05 PSMBS, PSMBS, PSMAL, HSPAS, CTSK, PSMB1 1,55E-03 1,51E-03

process

CAPN2, CTSB
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pesquisadores e na PB.

DELINEAMENTO DA PESQUISA: Trata-se de estudo laboratorial, a partir de amostras de sangue de um
banco de sangue e de material de bidpsias de lesdes bucais do banco de material biolégico da area de
Patologia da FOP que envolvera material de 110 individuos com idade entre 40 e 60 anos, sem distingéo de
sexo, distribuidos nos seguintes grupos, todos com n=22: Pacientes com carcinoma espinocelular oral
(CEC), Pacientes hiperplasia fibrosa inflamatéria (HFI), Pacientes com leucoplasia convencional (LC),
Pacientes com eritroplasia (ER) e Pacientes com hiperplasia fibrosa (HF). Objetivo: Assim, o objetivo deste
estudo é avaliar o papel de vesiculas extracelulares, na diferenciagdo e na modulagéo da atividade de
macroéfagos e no desenvolvimento tumoral. Além disso, pretendemos avaliar o papel dos diferentes subtipos
de macréfagos e de suas VEs derivadas na progressao tumoral, assim como avaliar o papel de VEs
derivadas de fibroblastos/CAFs. Metodologia: Os macréfagos que serdo utilizados neste estudo serdo
obtidos a partir de células mononucleares isoladas de camaras de leucorreducdo doadas pela COLSAN. Os
mondcitos isolados serdo diferenciados/polarizados em macréfagos M0, M1 e M2 apés cultura com fatores
de crescimento e citocinas inflamatérias. Os macréfagos associados a tumores (TAM) serdo diferenciados
com vesiculas extracelulares derivadas de linhagens de células, ou de derivadas dos lavados de biopsias de
pacientes com diferentes patologias: (hiperplasia fibrosa (HF), hiperplasia fibrosa inflamatéria (HFI), lesées
potencialmente malignas — leucoplasia convencional (LC) e eritroplasia (ER) - e carcinoma espinocelular oral
(CEC). As pecas de biopsias serdo cedidas pelo Biobanco de Patologia Celular da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba da UNICAMP, e também serdo mantidas em cultura de células para obtencao de
fibroblastos/CAFs. As vesiculas extracelulares (VEs) provenientes de linhagens celulares, de cultura
primaria de fibroblastos/CAFs e de lavado de pega tumoral serdo caracterizadas quanto ao nimero,
tamanho e forma utilizando o equipamento Nanosight, microscopia eletronica de transmissdo e western blot
para reconhecimento de marcadores especificos de membrana. Funcionalmente as VEs serdo avaliadas
quanto a capacidade de modular e alterar o fenétipo de macréfagos, que serdo avaliados pela presenca ou
auséncia de marcadores especificos de membrana, aumento de citocinas inflamatérias, capacidade
fagocitaria e ativagdo de linfécitos. Além disso, também as vesiculas dos macréfagos diferenciados in vitro
nos subtipos M0, M1, M2 e TAM, serdo avaliadas quanto ao seu contetudo proteico e capacidade de
transferir informagdes a células adjacentes. Local: Todos os ensaios serdo realizados no Laboratério de
Espectrometria de Massas do LNBio/CNPEM. As coletas
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das biopsias serdo realizadas na Clinica Orocentro/FOP/Unicamp, em um prazo de 24 meses. Resultados
esperados: Utilizando abordagens proteémicas pretendemos identificar proteinas envolvidas na
modulagédo/comunicagao intercelular, assim como, o papel de proteinas de VEs envolvidas na diferenciagéo
de macrofagos, contribuindo na elucidagdo dos mecanismos moleculares do desenvolvimento do cancer
oral.

METODOLOGIA PROPOSTA:

Local: Todos os ensaios serdo realizados no Laboratério de Espectrometria de Massas do LNBio/CNPEM,
com excegdo da coleta de sangue que sera realizada no Hemocentro da Unicamp e a coleta de Biopsia
tumoral que sera realizada na Clinica Orocentro/FOP/Unicamp, em um prazo de 24 meses.

Obtencao de mondcitos a partir de camaras de leucorredugédo: Os mondcitos serdo obtidos do expurgo de
bolsas de sangue coletadas no Associacdo Beneficente de Coleta de Sangue - COLSAN, no qual os
doadores voluntarios assinam no momento do atendimento o Termo de Esclarecimento Livre e Esclarecido
(TCLE) cujo conteudo, de acordo com a legislagdo brasileira, prevé a possibilidade de uso de produtos da
doacéo excedentes para produgdo de reagentes, medicamentos ou pesquisa (modelo do TCLE em anexo).
Todo a material biolégico (série vermelha e branca do sangue, assim como o plasma e debris) que néao for
utilizado nos ensaios, sera descartado de acordo com a Resolugdo N° 306 de 07 de dezembro de 2004 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e a Resolugdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA
n° 358 de 29 de abril de 2005.

Obtencao de pecas de biopsias de pacientes com diferentes patologias: As pecas de biopsias de pacientes
com diferentes patologias serdo fornecidas pela Clinica Orocentro da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas, no qual os doadores voluntarios ja autorizaram seu uso
via TCLE da Instituicdo (modelo do TCLE em anexo) no ato do procedimento, sem que isso lhe traga algum
prejuizo durante o tratamento

Serdo coletas biopsias de pacientes com as seguintes patologias: hiperplasia fibrosa inflamatéria (HFI),
como controle de lesdo inflamatéria livre de neoplasias; leucoplasia convencional (LC) e eritroplasia (ER),
lesGes potencialmente malignas importantes no estudo da progressédo tumoral; hiperplasia fibrose (HF),
como controle de lesdo oral livre de inflamagao e neoplasia; carcinoma espinocelular oral (CEC)
Calculo do numero de amostras para estudo: Para esta nova proposta serdo necessarios 22
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pacientes para cada caso clinico (patologia), isto &, 22 amostras de HF, 22 de LC, 22 de ER, 22 HFl e 22 de
CEC. Este N foi definido pelo seguinte calculo de amostragem:

O tamanho da amostra para este estudo, nas analises de modulagdo de macréfagos e nas analises
protedmicas, foi determinado usando uma hipétese unilateral considerando = 0,05 e 1- = 0,8, que
representam as escolhas comuns para significancia e poder de analise. O efeito do tamanho (alteragées na
abundancia de proteinas) foi definido pelo log2 (2) para proteinas com variancia biolégica ndo superior a 70
%. Considerando cinco grupos (hiperplasia inflamatéria, hiperplasia fibrosa, leucoplasia, eritroplasia e
carcinoma epidermaéide oral) e 1 repeticdo técnica. Assim, o tamanho de amostra necessario foi calculado
de acordo com a equagao:

=5[2+]12( 2 )=21,648 22 pacientes por diagnostico

n= numero de pacientes Z/2= 1.645 Z= 0.842 = efeito do tamanho, 2 fold change no nivel de expresséo,
log2(2)=1. 2p= variagdo biolégica, 0.7 m= replicata técnica, 1

Critérios de inclusdo: Pecas de biopsia provenientes de pacientes, homens e mulheres, com diagnostico de
hiperplasia fibrosa (HF), hiperplasia fibrosa inflamatéria (HFI), lesées potencialmente malignas — leucoplasia
convencional (LC) e eritroplasia (ER) - e carcinoma espinocelular oral (CEC), entre 40-60 anos, que sdo as
idades de maior prevaléncia de cancer oral. As camaras de leucorreducdo serdo usadas como fonte
(insumo) de células mononucleares, ndo serdo estudadas caracteristicas individuais ou de grupo. Mesmo
com o acesso aos prontuarios, ndo se fara a divulgacdo do nome ou de dados pessoais dos pacientes na
publicagdo dos resultados ou na apresentagédo de trabalhos referentes a pesquisa.

Critérios de exclusdo: Criangas e adolescentes, populagdo de rua e pessoas com sofrimento mental.
Pendéncia 1 (atendida)- Em sua resposta de 24/06/16, os pesquisadores caracterizaram os individuos
envolvidos na pesquisa quanto a (a) numero envolvidos, 40;(b) quanto a faixa etéaria, de 40 a 60 anos e (c)
quanto a distribuicdo por sexo, que sera casual.

Obtencao de fibroblastos/CAFs a partir de pecas de biopsias: Os fragmentos de HF, HFI, LPM (LC e ER) e
CEC serao lavados com solugdo com de PBS na presenca de antibiéticos e antifungico (estreptomicina,
penicilina e anfotericina B) para remogéao do excesso de sangue, e em seguida as pegas serdo mantidas em
meio DMEM (do inglés, Dulbecco's Modified Eagle's Medium) por18 h a temperatura ambiente. Apés este
periodo, o sobrenadante sera removido e congelado para obtencdo de VES, e os fragmentos de biopsias
serdo lavados 2x com meio DMEM com antibiéticos
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e antifungico, suplementado com 10% de soro de vitelo, cortados em fragmentos de ~1mm e colocados
enfileirados em garrafas de cultura de células de 25 cm2 contendo 1 ml do mesmo meio. As culturas serdo
mantidas em estufa a 37 °C numa atmosfera de 5% de CO2 para obtengao e cultivo de fibroblastos/CAFs.
Caracterizagdo de Fibroblastos:

Imunofluorescéncia: Para os ensaios de imunofluorescéncia as células (fibroblastos/CAFs) serdo
previamente fixadas com paraformaldeido 4% por 20 minutos a temperatura ambiente. Para
permeabilizagcédo as células serdo incubadas em solugdo de PBS 1x contendo Triton X-100 0,2 % por 5
minutos. Apods este periodo as células serdo incubadas em solugéo de bloqueio e permeabilizagéo (PBS 1x
contendo BSA 1%, Triton X-100 0,1%, glicina 50 mM e 10% de soro de vitelo) por 1 hora em camara umida.
Apés este periodo as células serdo incubadas com a anticorpo primario anticorpos (anti-SMA ou anti-
vimentina ou anti-pan-citoqueratina ou antiCD34, Dako Co. Carpenteria, CA, EUA) por 2 horas a 4°C em
camara umida. Em seguida as células serdo incubadas com anticorpo secundario marcado com Alexa Fluor
568 (Thermo) por 2 horas em camara Umida e escura a temperatura ambiente. Para marcagcao do nucleo e
do citoplasma sero utilizados 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) e Cell tracker Green CMFDA (Themo).
As imagens serdo adquiridas utilizando o equipamento Operetta High Content Imaging System
(PerkinElmer).

Western blot: A presenca das proteinas anti-SMA ou anti-vimentina ou anti-pan-citoqueratina ou anti-CD34,
serdo verificadas por ensaio de western blot. Extratos de fibroblastos/CAFs serdo submetidas a eletroforese
em gel de SDS-poliacrilamida 12,5% e transferidas para membrana de nitrocelulose (GE Healthcare), que
sera bloqueada em 1% de BSA durante 2 h a temperatura ambiente, seguido pela incubagdo com o
anticorpo primario) por 2h e com o anticorpo secundario conjugado com peroxidase por 1h a temperatura
ambiente. A detecgdo das proteinas sera obtida por quimiluminescéncia utilizando o kit ECL (Amersham
Biosciences, NJ, EUA).

Diferenciagdo in vitro de macréfagos derivados de monécitos utilizando citocinas: Células mononucleares
serdo isoladas do expurgo de bolsas de sangue cedidas pelo Centro de Hematologia e Hemoterapia da
Unicamp. Para a obtengdo de mondécitos o produto da aférese sera submetido a separagédo com Ficoll-
Paque (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suécia) por 30 min, a 900 g a 18°C. Células
mononucleares serdo coletadas e centrifugadas a 600 g por 10 min a 18 °C em meio Roswell Park Memorial
Institute - RPMI-1640 (Gibco, Grand Island, NY, EUA) e lavadas duas vezes com meio RPMI-1640a 300 g e
200 g, respectivamente. As células
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mononucleares serdo entao ressuspendidas em meio R10 (RPMI + 10% de soro fetal bovino) suplementado
com 1% de Antibiotic-Antimycotic (Gibco, Grand Island, NY, EUA), plaqueadas em placa de 6 pogos
(1,8x107 cels/mL de suspensdo) e incubadas a 37 °C e 5% de CO2 atmosférico por 2h. Apds este periodo
células ndo aderentes serdo removidas e o meio celular sera suplementado para polarizagdo em M1 ou M2
ou TAM:

Macroéfagos do tipo TAM: Para obtengdo de macréfagos do tipo TAM células mononucleares aderidas a
placas de 6 pogos serdo incubadas por 7 dias ou com VES derivadas das linhagens celulares HaCaT, SCC9
e HSC-3 ou com as VEs derivadas de biopsias de HF, HFI, ER, LC e CEC.

Macréfagos diferenciados em M1 e M2: Para diferenciagdo em macréfago do tipo M1 células mononucleares
serdo incubadas com 50 ng/mL de fator estimulante de colénias de monécitos e granulécitos — (GM-CSF)
por 7 dias, sendo que no 5° dia o meio sera suplementado com 20 ng/ml de IFN-gama. Para polarizagdo em
M2 o meio sera suplementado com 50 ng/mL de fator estimulante de colénias de macréfago (M-CSF) por 7
dias, com adi¢cao no 5° dia de 20 ng/ml da citocina IL-4. Sera usado como controle monécitos ndao
diferenciados, isto &, incubado somente em meio RPMI-1640. Todas as citocinas que serdo utilizadas sédo
oriundas da PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA.

Avaliagao do fenétipo dos macréfagos diferenciados: Apés este periodo as células serdo avaliadas quanto
ao seu perfil fenotipico por citometria de fluxo para identificacdo dos marcadores de superficie CD14, CD64,
CD163, CD80 e CD86, o aumento de citocinas inflamatérias no sobrenadante sera monitorado por ensaio de
ELISA para detecgcdo de TNF-alfa e IL-10. Serdo também avaliadas a capacidade fagocitaria dos
macroéfagos diferenciados e a capacidade de ativagdo de linfécitos.

Isolamento de vesiculas extracelulares: As linhagens celulares HaCaT, SCC-9 e HSC-3 serdo cultivadas em
meio suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e antibidticos. As células serdo mantidas a 37 ° C
numa atmosfera de 5% de CO2.

O isolamento de VEs sera realizado segundo método descrito por Gallo et al, 2012 e Xiao & Wong, 2012. O
sobrenadante resultante do cultivo celular e do lavado de pecas de biopsias serdo centrifugados em etapas
consecutivas: 4.000 g por 10 min, 10.000 g por 30 min e ultracentrifugacao final de 100.000 g por 90 min.
Todas as etapas de centrifugagdo serdo realizadas a 4°C. VEs isoladas serdo mantidas a -80°C em PBS
para analises de microscopia e Nano Tracking Analysis (NTA) e para os ensaios de diferenciagao de
macrofagos. Uma aliquota das VEs
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isoladas serdo ressuspendidas em tampao ureia (50mM Tris HCI pH 7.5, 8M ureia, 2M thioureia, 1mM DTT)
seguida de sonicagao por 5 min, a temperatura ambiente para extragdo proteica. A quantificacdo proteica
sera determinada utilizando o método de Bradford (1976) (Bio-Rad, Sdo Paulo, Brasil).

Western blot: A presenca de flotilin-1, um marcador VEs, sera verificada por ensaio de western blot. Extratos
de VEs isoladas serdo submetidos a eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida 12,5% e transferidas para
uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare), que sera bloqueada em 1% de BSA durante 2 h a
temperatura ambiente, seguido pela incubagdo com o anticorpo primario anti-flotilin-1 (1: 5000) (Sigma-
Aldrich, MO, EUA) por 2h e com o anticorpo secundario antilgG de coelho (1:2000) conjugado com
peroxidase (Sigma-Aldrich, MO, EUA). A deteccdo das proteinas sera obtida por quimiluminescéncia
utilizando o kit ECL (Amersham Biosciences, NJ, EUA).

Nano particle tracking analysis (NTA): O tamanho e a concentracdo das VEs serdo determinados com o
auxilio do NanoSight NS300 (NanoSight, Amesbury, Reino Unido), equipado com uma camara de amostra
contendo um laser verde de 532 nm. As medidas serdo determinadas baseadas no movimento Browniano
das particulas individuais e de dispersao de luz, a temperatura ambiente em PBS e durante 60 s com
ajustes de ganho da camara suficiente para focar as VEs. O software NTA 2.3 Build 0013 sera usado para
captura de dados e andlises.

Microscopia eletrénica de transmissdo: 1 x 10E8 particulas mL-1 de VEs isoladas serdo ressuspendidas em
PBS e adsorvidas por 25 s a 15 mA sobre um filme de carbono ultrafino com varias perfuracées e revestido
de cobre. A coloragdo negativa sera realizada com 2% de acetato de uranila aquoso. As VEs serdo
fotografadas usando um microscépio eletrénico de transmissdo JEM-3010 equipado com um filamento de
tungsténio e operado a uma voltagem de aceleragdo de 300kV. Essas analises serdo realizadas no
Laboratério de Nanotecnologia do CNPEM.

Analise de proteinas de VEs por espectrometria de massas: 2 ug de proteinas de extratos de VEs serdo
reduzidas, alquiladas, digeridas com tripsina e dessalinizados de acordo com métodos ja descritos na
literatura (Rappsilber et al, 2003; Villen & Gygi, 2008). Os peptideos tripsinicos resultantes serdo secos em
Speed vac e analisados por LC-MS/MS em sistema nanoProxion/LTQ Orbitrap Velos ETD mass
spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany). Os peptideos serdo separados por um
gradiente de acetonitrila de 2-30 % em 0,1 % de acido férmico usando uma coluna analitica PicoFrit Column
(20 cm x 75 m e 5 m de tamanho de particula - New objective) em fluxo de 300 nL/min durante 40 min. A
voltagem e a temperatura da fonte de
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ionizagdo serdo ajustadas para 2,2 kV e 275 °C, respectivamente, e o espectrometro sera operado no modo
Data Dependent Acquisition (DDA), no qual uma varredura de massas na regido de m/z de 300 a 1600 é
realizada com resolugdo de 60.000 no modo FTMS, apds acumulagdo de um target value de 1e6 , seguida
por dissociagdo induzida por colisdo (CID) dos 20 ions mais intensos com carga 2 e target value de 5.000.
O espectrometro sera ajustado para operar com um tempo de exclusdo dinamica de 60 segundos, lista de
exclusdo de 500 e tempo de ativagdo de 10 ms.

Andlise de dados: Os dados brutos (Raw files) referentes as andlises de MS/MS serdo analisados utilizando
o software MaxQuant, v.1.3.0.5 (Cox e Mann, 2008; Cox et al. 2009) que utiliza como ferramenta de busca o
algoritmo Andromeda v.1.3.0.5 (Cox et al., 2011) utilizando o banco de dados Uniprot Human Protein
Database. Os parametros de busca serdo definidos com no maximo duas clivagens perdidas pela tripsina,
tolerancia de erro para MS de 6 ppm e de 0.5 Da para MS/MS; serdo consideradas como modificagdes
variaveis a oxidagdo de residuos de metionina (+16 Da) e acetilagdo do Nterminal (+42 Da) e modificagdo
fixa a carbamidometilagdo de residuos de cisteinas (+57 Da).A quantificacdo de proteinas sera realizada
utilizando o algoritmo implementado no MaxQuant (versédo 1.5.3.17) descrito como Label-free quantification
(LFQ) assumindo uma janela de tempo de correspondéncia entre as corridas de 2 min e 1 % de falsos
positivos (False Discovery Rate — FDR) para peptideos e proteinas (Cox & Mann, 2008; Luber et al, 2010). A
analise estatistica dos dados sera realizada utilizando o software Perseus v.1.5.2.6. Anotagées funcionais
de proteinas identificadas serdo realizadas através do IPA (Ingenuity® Systems, http://www.ingenuity.com).
Quantificagado de citocinas por ELISA: Placas de ELISA (Costar) serdo sensibilizadas com 100 pL do
anticorpo de captura diluido em tamp&o carbonato pH 9,5 (IL-10 e VEGF-A) ou tampao fosfato pH 6,5 (TNF-
alfa e CXCL9), incubadas por 18 horas a 4 °C e bloqueadas com 200 pL/poco de PBS+5% gelatina, por 90
minutos. Apds este periodo, as placas serdo lavadas 4 vezes com PBST e, em seguida, adicionados 100
uL/pogco de PBST + 0,1% de BSA nas duas primeiras fileiras, onde sera diluido, na razdo de 1:2 os padroes
das citocinas e quimiocina recombinantes, assim como o VEGF-A. Nas fileiras seguintes, as amostras
(sobrenadante da cultura de macréfagos) serdo distribuidas e diluidas. As placas serdo, entdo, incubadas
por 18 horas a 4 °C. Terminada a incubagao, as placas serdo lavadas com PBST e 100 uL/pogo do segundo
anticorpo biotinilado (VEGF-A, IL-10, CXCL9 e TNF-alfa) diluido em PBST + 0,1% BSA serdo adicionados,
seguido de incubagédo por 1 hora a temperatura ambiente. Apos este periodo mais 4 lavagens com PBST

serdo
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realizadas e 100 yL/poco de estreptoavidina-peroxidase diluido em PBST + 0,1% BSA serdo adicionados as
placas e incubadas por mais 1 hora. Novo ciclo de lavagens sera realizado e a reagdo sera revelada pela
adicao de 100 pL/pogo de TMB/H202, seguida de bloqueio da reagdo com acido citrico 0,2 M e a leitura em
leitor de ELISA a 450 nm. A quantidade das diversas citocinas e da quimiocina nas amostras sera calculada
a partir das curvas-padréo obtidas com a seguinte concentragdo das proteinas recombinantes: de 7,81 a
1000 pg/mL.

Ensaio de proliferagdo de linfocitos: A avaliagdo da proliferagdo celular sera realizada através da marcagao
com o corante CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester) (CFSE Cell Proliferation Kit —
C34554—Invitrogen, Molecular Probes). O CFSE consiste em uma molécula fluorescente que contém
succinimydyl ester functional group que se difunde pelo citoplasma sem afetar as fungdes celulares em
baixas concentragdes. Durante cada ciclo de divisdo celular, o fluoréforo sera distribuido igualmente entre as
células filhas. Os linfécitos obtidos no isolamento de mondcitos (item 4.3.1) serdo contados e
ressuspendidos em PBS na concentracdo de 5 x 106 células/mL. Sera adicionado o mesmo volume de
CSFE no tubo, atingindo a concentracdo final de 1,25 uM. A amostra sera incubada a temperatura ambiente
por 5 min com agitagéo periédica. O processo de marcagdo sera interrompido com a adicdo de SFB 5%.
Seréo adicionados 10 mL de PBS, centrifugado a 300 g por 5 min e o sobrenadante descartado. As células
serdo novamente lavadas com RPMI e o pellet resultante apés centrifugacdo sera ressuspendidos em RPMI
na concentragdo de 5 x 106 células/mL.

Os macrofagos diferenciados serdo co-cultivados em placas de 96 pogos com os linfécitos marcados na
proporg¢ao 1 macréfago/10 linfécitos. As células serdo incubadas por 5 dias a 37 °C em atmosfera de 5 %
CO2. Apos 5 dias as células serdo retiradas das placas e centrifugadas por 5 min a temperatura ambiente, o
sobrenadante sera descartado. As células serdo ressuspendidas em 200 pL de PBS e analisadas por FACS.
Ensaio de migragdo em camaras transwell: Para os ensaios de migracédo as VEs derivadas dos macréfagos
diferenciados (MO, M1, M2 e TAM) serdo dispostas na parte inferior da camara. Na porgao superior da
camara transwell (24 pogos, tamanho de poro de 8 um, Corning, Costar), as células SCC-9, HSC3 e HACaT
serdo colocadas na concentracdo de 3 x 105 células/mL em meio RPMI-1640 sem SFB e deixadas migrar
durante 16 horas, e o cassete sera incubado durante 6h a 37°C, CO2 5%. Ao final do ensaio as células
remanescentes na parte superior da camara serdo delicadamente removidas enquanto que as células na
parte inferior do filtro serdo fixadas com 10%
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de formaldeido, durante 10 min, lavadas com PBS e coradas com 0,1% de cristal de violeta e a contagem
sera realizada em microscopio Axiovert 100, Zeiss em magnificagdo de 20x

Ensaio de Fagocitose: Para o ensaio de fagocitose, os macréfagos serdo utilizados na concentragédo de
106/ml e o zimosan sensibilizado (com plasma normal fresco a 10%) sera utilizado como particula fagocitica.
As particulas de zimosan serdo pesadas e diluidas em solugao salina tamponada com fosfato (PBS). Desta
suspensdo serdo pipetados 10 pl e colocados em 1,0 ml de plasma (10%) e incubado (37°C) sob agitagao
constante para sensibilizagdo das particulas. Esta mistura sera centrifugada a 150 g por 10 min e
adicionada sobre o concentrado de células (1,0 ml). A solugéo de células e particulas sera incubada durante
60 min (37°C, 5% CO2) e apds esse tempo as células serdo centrifugadas e coradas. Serdo contadas 100
células em cada lamina, com e sem fagocitose, e também o nimero de particulas fagocitadas. Os
resultados serdo expressos através do indice Fagocitico (IF): IF = % de células mononucleares em
fagocitose x numero médio de particulas fagocitadas.

Resultados Esperados: Espera-se que esse estudo envolvendo a combinagdo das técnicas de imunologia,
espectrometria de massas e bioinformatica indique proteinas que possam elucidar os mecanismos de
modulagdo de células do sistema imune e seu possivel papel na progressdo tumoral, podendo revelar novas
estratégias terapéuticas no prognostico e no tratamento do cancer oral.

O cronograma proposto para a pesquisa em E1 no projeto informa o inicio em 2017, o término em 2022 e
prevé cerca de 72 meses para conclusdo do estudo. O cronograma descrito na PB em E2 indica que a
pesquisa foi iniciada em 20/01/2016 e sera concluida em 29/07/2022, em cerca de 79 meses. Considerando
a duracao prevista inicialmente para realizagdo da pesquisa, houve uma extensao de 57 meses.

Desfecho Primario: Espera-se que esse estudo envolvendo a combinagédo das técnicas de imunologia,
espectrometria de massas e bioinformatica indique proteinas que possam elucidar os mecanismos de
modulagdo de células do sistema imune e seu possivel papel na progresséo tumoral, podendo revelar novas
estratégias terapéuticas no prognostico e no tratamento do cancer oral.

Desfecho Secundario: Contribuir como estudo e com a caracterizagdo de macréfagos associados ao cancer
oral

Pendéncia 2 (atendida)- Em sua resposta de 24/06/16, os pesquisadores confirmaram que as
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de formaldeido, durante 10 min, lavadas com PBS e coradas com 0,1% de cristal de violeta e a contagem
sera realizada em microscopio Axiovert 100, Zeiss em magnificagdo de 20x

Ensaio de Fagocitose: Para o ensaio de fagocitose, os macréfagos serdo utilizados na concentragédo de
106/ml e o zimosan sensibilizado (com plasma normal fresco a 10%) sera utilizado como particula fagocitica.
As particulas de zimosan serdo pesadas e diluidas em solugao salina tamponada com fosfato (PBS). Desta
suspensdo serdo pipetados 10 pl e colocados em 1,0 ml de plasma (10%) e incubado (37°C) sob agitagao
constante para sensibilizagdo das particulas. Esta mistura sera centrifugada a 150 g por 10 min e
adicionada sobre o concentrado de células (1,0 ml). A solugéo de células e particulas sera incubada durante
60 min (37°C, 5% CO2) e apds esse tempo as células serdo centrifugadas e coradas. Serdo contadas 100
células em cada lamina, com e sem fagocitose, e também o nimero de particulas fagocitadas. Os
resultados serdo expressos através do indice Fagocitico (IF): IF = % de células mononucleares em
fagocitose x numero médio de particulas fagocitadas.

Resultados Esperados: Espera-se que esse estudo envolvendo a combinagdo das técnicas de imunologia,
espectrometria de massas e bioinformatica indique proteinas que possam elucidar os mecanismos de
modulagdo de células do sistema imune e seu possivel papel na progressdo tumoral, podendo revelar novas
estratégias terapéuticas no prognostico e no tratamento do cancer oral.

O cronograma proposto para a pesquisa em E1 no projeto informa o inicio em 2017, o término em 2022 e
prevé cerca de 72 meses para conclusdo do estudo. O cronograma descrito na PB em E2 indica que a
pesquisa foi iniciada em 20/01/2016 e sera concluida em 29/07/2022, em cerca de 79 meses. Considerando
a duracao prevista inicialmente para realizagdo da pesquisa, houve uma extensao de 57 meses.

Desfecho Primario: Espera-se que esse estudo envolvendo a combinagédo das técnicas de imunologia,
espectrometria de massas e bioinformatica indique proteinas que possam elucidar os mecanismos de
modulagdo de células do sistema imune e seu possivel papel na progresséo tumoral, podendo revelar novas
estratégias terapéuticas no prognostico e no tratamento do cancer oral.

Desfecho Secundario: Contribuir como estudo e com a caracterizagdo de macréfagos associados ao cancer
oral

Pendéncia 2 (atendida)- Em sua resposta de 24/06/16, os pesquisadores confirmaram que as
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atividades propostas para o projeto foram efetiva e inteiramente descritas no protocolo e que serdao
realizadas dentro do cronograma proposto, a partir da data aprovada pelo CEP.

Pendéncia 3 (atendida)- Em sua resposta de 24/06/16, os pesquisadores confirmaram que as atividades
serdo iniciadas apos a aprovagédo pelo CEP.

Objetivo da Pesquisa:

Justificativa: O carcinoma de células escamosas é o tipo histopatolégico frequentemente evidenciado nos
canceres da cavidade oral. Com alta taxa de morbidade associada a uma baixa sobrevida, este carcinoma
representa 10% de todos os tumores malignos registrados no mundo. Avangos terapéuticos no tratamento
desta enfermidade s&o timidos e ainda pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares envolvidos no seu
desenvolvimento. Nos ultimos anos, muitos estudos vém apontando para um importante papel do
microambiente tumoral, tanto no desenvolvimento do cancer quanto na metastase, contribuindo de forma
decisiva na modulagao nas caracteristicas de agressividade e resisténcia ao tratamento. Desta forma, se faz
muito oportuno o estudo do papel de células imunolégicas e de fibroblastos/CAFs, comumente residentes no
microambiente tumoral, assim como a participacdo de vesiculas extracelulares na transferéncia de
informacdes intercelulares concorrendo no desenvolvimento e progressao tumoral.

Hipdétese: Vesiculas extracelulares derivadas de cultura de células tumorais (SCC9 e HSC-3) e de lavado de
peca de biopsia oriundas de diferentes tipos patolégicos podem modular e alterar o fenétipo de macréfagos,
que passam a contribuir com o desenvolvimento e a metastase tumoral.

Objetivo primario: Avaliar o papel de VES derivadas de linhagens de células tumorais e também presentes
no lavado de peca de biopsia de cabeca e pescogo na diferenciagdo de macréfagos do tipo TAM. Avaliar o
papel de VES derivadas de cultura primaria de fibroblastos/CAFs oriundos de pecas de biopsias na
alteracdo do microambiente tumoral

Objetivos secundarios: Avaliar as alteragdes do fenétipo/gendtipo de macréfagos diferenciados apés cultura
com VES derivadas de linhagens celulares (HaCaT, SCC-9 e HSC-3). Avaliar as alteragées do
fendétipo/gendtipo de macréfagos diferenciados apés cultura com VES derivadas de tecidos oriundos de
pecas de biopsias. Avaliar o papel de VEs derivadas de fibroblastos/CAFs na alteragdo do fenétipo de
células residentes no microambiente tumoral. Avaliar funcionalmente estas vesiculas quanto a capacidade
de internalizagdo, transferéncia de informacgéo (peptideo, proteina), alteragéo do fenétipo/gendtipo celular e
desenvolvimento tumoral. Avaliar
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comparativamente o perfil proteémico das VES e identificar os possiveis marcadores biolégicas em cada
tipo vesicular envolvidos na diferenciagdo e modulagéo de macréfagos.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Quanto aos riscos e desconfortos previstos para os participantes, os pesquisadores informaram que “Nao
havera riscos aos participantes na pesquisa. A participagdo na pesquisa € um evento secundario a coleta de
sangue, que tem como objetivo primordial a obtengdo de hemocomponentes para a transfusdo, e a biopsia
de lesdo tumoral, que tem como objetivo o diagndstico do paciente. Doadores de sangue: O doador tem
desconforto no ato da retirada do sangue (por pungdo com agulha). O sangue doado é utilizado para fins
terapéuticos. Nés iremos utilizar um insumo derivado do processamento do sangue doado (que é
descartado ao final do fracionamento sanguineo). Biépsia de lesées tumorais de pacientes com cancer oral:
Estes pacientes sofrem desconforto no ato da retirada do tecido tumoral que é retirado para diagnostico
clinico, uma pequena parte do material retirado sera direcionado a pesquisa sem que haja prejuizo ao seu
diagnostico”.

Pendéncia 4 (atendida)- Em sua resposta de 24/06/16, os pesquisadores descreveram os desconfortos
associados aos procedimentos primarios de coleta de material biolégico, mas também explicaram que os
mesmos ndo serdo causados pela participagdo na pesquisa e sim pelo tratamento clinico ou exame que
originalmente determinou a coleta de material, e que nao foi a pesquisa.

Quanto aos beneficios diretos previstos para os participantes, os pesquisadores informaram que “Nao
havera beneficios diretos aos participantes ja que se trata de estudo inicial e basico sobre a modulagao
células do sistema imune em processos tumorais, e prevé beneficios somente a longo prazo”.
Pendéncia 5 (atendida)- Em sua resposta de 24/06/16, os pesquisadores informaram que nao ha previsao
de beneficios diretos aos participantes da pesquisa.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Quanto ao modo de abordagem dos participantes da pesquisa para a obtengdo do TCLE os pesquisadores
informaram que “Obtencdo de monécitos de bolsas contendo células leucoplaquetarias (Buffy coat): Os
mondcitos serdo obtidos do expurgo de bolsas de sangue coletadas no Centro de Hematologia e
Hemoterapia da Unicamp, no qual os doadores voluntarios assinam no momento do atendimento um Termo
de Esclarecimento Livre e Esclarecido (TCLE) cujo
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contelido, de acordo com a legislacdo brasileira, prevé a possibilidade de uso de produtos da doagéo
excedentes para producdo de reagentes, medicamentos ou pesquisa (modelo do TCLE em anexo).
Obtencdo de pecas de biopsias tumorais: As pecas de biopsias tumorais serdo fornecidas pelo Biobanco da
Clinica Orocentro da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas, no
qual os doadores voluntarios ja autorizaram seu uso via TCLE da Instituicdo (modelo do TCLE em anexo) no
ato do procedimento, sem que isso lhe traga algum prejuizo durante o tratamento”.

Pendéncia 6 (atendida)- Em sua resposta de 24/06/16, os pesquisadores informaram que fizeram alteragao
na metodologia do projeto visando utilizar, ao invés das bolsas de sangue originalmente descritas (bolsas de
BuffCoatde150mL) as camaras de leucorredugcao (com 7 a 10 mL). Estas ultimas serdo cedidas pela
Associacdo Beneficente de Coleta de Sangue (COLSAN) de Sao Paulo, que é uma organizagdo nao
governamental que promove a doagédo de sangue em prol de hospitais e instituicdes de saude. As camaras
sdo, segundo os pesquisadores, um subproduto da plaquetaférese e normalmente sdo descartadas.
Pendéncia 7 (atendida)- Em sua resposta de 05/08/16, os pesquisadores apresentaram modelo de TCLE a
ser aplicado aos participantes.

Pendéncia 8 (atendida)- Em sua resposta de 24/06/16, os pesquisadores informaram que utilizardo as
amostras do Biobanco que, a partir do TCLE proéprio, permitiram o uso do material estocado sem nova
autorizacao.

Quanto a justificativa para participagcdo de grupos vulneraveis os pesquisadores informaram que “Este
projeto ndo prevé a participagdo de grupos vulneraveis”.

Quanto as medidas para prote¢do ou minimizagdo dos desconfortos e riscos previsiveis os pesquisadores
informaram que “Para o pesquisador, em caso de acidente ou contato com material biolégico: Apos
exposi¢cdo a material biolégico, cuidados locais com a area exposta devem ser imediatamente iniciados.
Recomenda-se lavagem exaustiva com agua e sabdo em caso de exposicdo percutanea. O uso de solugédo
antisséptica degermante (PVP-lodo ou clorexidina) pode também ser recomendado, embora néo haja
nenhuma evidéncia objetiva de vantagem em relagdo ao uso do sabdo. Apds exposicdo em mucosas, esta
recomendado a lavagem exaustiva com agua ou solugo fisiolégica. E importante ressaltar que informagdes
sobre a triagem clinica e laboratorial dos doadores de sangue podem ser obtidas no sistema de gestédo da
hemoterapia (sisGHemot), sem que para isso seja quebrado o anonimato do doador. Informagées clinicas
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adicionais dos pacientes submetidos a biopsia também pode ser obtidas no Biobanco do Orocentro de
Piracicaba. Para os doadores: Ndo havera previsdo de medidas de protecdo, pois ndo ha risco ou
desconforto previsivel”.

Quanto as medidas de protecdo a confidencialidade os pesquisadores informaram que “Doadores
Hemocentro: Embora os pesquisadores possam ter acesso as informagdes do atendimento aos doadores
(cadastrais e triagem clinica e laboratorial) obtidos do sistema de gestdo da hemoterapia (SisGHemot), o
anonimato do doador sera preservado pelo Hemocentro. Doadores Biobanco: Informagdes pessoais serdo
mantidas em sigilo e privacidade pelo Biobanco da Clinica Orocentro de Piracicaba, pois os estudos serao
analisados em conjunto com as respostas de todos os outros voluntarios”.

Quanto a previsao de ressarcimento de gastos os pesquisadores informaram que “Esta pesquisa ndo prevé
gasto para o participante e tdo pouco previsdo de ressarcimento”.

Quanto a previsdo de indenizagdo e/ou reparagdo de danos os pesquisadores informaram que “Como néo
ha previsdo de riscos pela participacdo na pesquisa consequentemente, ndo ha previsdo de indenizagéo
e/ou reparagdo de dano”.

Quanto aos critérios para suspender ou encerrar a pesquisa os pesquisadores informaram que “N&o ha
previsdo de suspensdo da pesquisa sendo que a mesma sera encerrada quando as informagdes desejadas
forem obtidas”.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram apresentadas e estdo adequadas a FR, carta de envio, as declaragdes dos pesquisadores, da
instituicdo, descrigcao dos itens do orgamento (ndo mais solicitado pelo CEP-FOP), autorizagdo de acesso
aos arquivos de fichas do Orocentro, autorizagdo de uso da area de Semiologia (neste caso desnecessaria,
pois as amostras estdo na area de Patologia e as metodologias serdo executadas em outro local),
autorizagdo de uso do CNPEM, autorizacdo de acesso e uso das bolsas de sangue do Hemocentro, lista de
links dos CVs Lattes dos pesquisadores e lista de checagem dos itens do protocolo. Pendéncia 9 (atendida)-
Em sua resposta de 24/06/16, os pesquisadores apresentaram a autorizagdo para uso das amostras do
Biobanco da area de Patologia, o termo de doagao das amostras pela COLSAN e um modelo de termo de
consentimento informado para doagédo de sangue utilizado pela COLSAN.

A FR foi apresentada preenchida (110 participantes, sem patrocinador principal) e assinada pela
pesquisadora responsavel (Ana Karina de Oliveira) e pelo Diretor da FOP-UNICAMP (Dr. Guilherme
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Elias Pessanha Henriques). A FR foi datada de 08/05/2017.

A capa do projeto cita os dados solicitados pelo CEP-FOP.

Foi apresentada a declaracdo dos pesquisadores, adequadamente preenchida e assinada.

Em 21/10/21 (E2) foi apresentada a declaragao dos pesquisadores, adequadamente preenchida e assinada
por todos os pesquisadores.

Em 21/10/21 (E2) foi apresentado arquivo isolado com o cronograma da pesquisa, informando que a mesma
foi iniciada em 2017 e sera concluida em 2022 (cronograma em anos).

Foi apresentada a declaragéo da instituicdo, adequadamente preenchida e assinada.

Foi apresentado o modelo de TCLE.

O orgamento descrito na PB informa que a pesquisa tera custo de R$ 266.000,00, referente a bolsa e
despesas de custeio.

A pesquisa foi classificada na Grande Area 2 (Ciéncias Bioldgicas) e tem como titulo publico “Efeito de
vesiculas extracelulares de cancer oral na diferenciacdo de macroéfagos”.

A pesquisa néo foi classificada nas areas tematicas especiais.

A Instituicdo proponente da pesquisa é a Faculdade de Odontologia de Piracicaba — Unicamp e a Colsan
Sociedade Beneficente de Coleta de Sangue e o CENTRO NACIONAL DE PESQUISA EM ENERGIA E
MATERIAIS foram listadas Instituicdes coparticipantes.

Em 01/05/17 OS PESQUISADORES SOLICITARAM EMENDA (E1) AO PROTOCOLO para: alteragédo 1-
Mudar metodologia, ajustando os grupos do estudo para incluir outras patologias orais tais como a
hiperplasia fibrosa inflamatéria, como controle de lesdo inflamatéria livre de neoplasias; leucoplasia
convencional (LC) e eritroplasia (ER), lesdes potencialmente malignas importantes no estudo da progressao
tumoral; hiperplasia fibrose (HF), como controle de leséo oral livre de inflamagdo e neoplasia; carcinoma
espinocelular oral (CEC). As coletas ja previstas serdo realizadas (lesées de CEC e HF). Os pesquisadores
justificam a inclus@o dos novos grupos pela possibilidade de entendimento das alteragées imunolégicas que
ocorrem ao longo da evolugédo do cancer oral e em diferentes patologias. Os pesquisadores apresentaram o
arquivo “projeto” com a insergdo dos novos grupos a serem coletados. Alteragdo 2- Mudar metodologia para
aumentar o numero de participantes da pesquisa. Os pesquisadores informaram que o calculo amostral
(descrito na solicitagdo) recomenda que sejam envolvidos 22 individuos por doenga a ser avaliada, isto &, 22
amostras de HF, 22 de LC, 22 de ER, 22 HFI e 22 de CEC. De acordo com o texto o total de participantes
passara de 40 para 110. Alteragdo 3- Mudar metodologia para incluir o uso das
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pecas de biopsias em cultura de células para obtencéo de fibroblastos/CAFs. O método foi descrito na
solicitagdo de emenda. Os pesquisadores informaram que a pesquisa ainda néo foi iniciada e ndo ha
atividades a relatar. Pendéncia 1 de emenda 1 (atendida)-Em sua resposta de 12/05/17 os pesquisadores
confirmaramo novo nuimero de participantese apresentaram o calculo amostral que determinou o novo
numero, 110.Nova FRcom o numero ajustado (110) foi apresentada. Pendéncia 2 de emenda 1 (atendida)-
Em sua resposta de 12/05/17 os pesquisadores encaminharam o arquivo “projeto” com as modificagdes em
destaque no texto. Pendéncia 3 de emenda 1 (atendida)- Em sua resposta de 12/05/17 os
pesquisadoresconfirmaram que nao ha solicitagdo de extensdo de cronograma. Esclarece-se aos
pesquisadores que o cabecgalho do cronograma cita que as atividades listadas sdo aquelas dos primeiros 24
meses da pesquisa, o que pode levar a acreditar que existam outros periodos ja programados para a
pesquisa. Com a resposta dos pesquisadores, entende-se que este ndo é o caso. Pendéncia 4 de emenda 1
(atendida)- Em sua resposta de 12/05/17 os pesquisadores apresentaram o modelo ajustado de TCLE,
expressando as mudancas solicitadas nesta emenda.

Em 21/10/21 OS PESQUISADORES SOLICITARAM EMENDA (E2) AO PROTOCOLO para ALTERAGAO 1:
“Inclusdo de Pesquisador Participante Solicitamos por meio desta carta de emenda a inclusdo da estudante
Jamile de Oliveira Sa como parte da equipe de pesquisa do projeto. Jamile integra o Laboratério de
Espectrometria de Massas do LNBio desde 2017 quando comegou a atuar intensamente nos processos de
coletas de biopsias junto a equipe de profissionais do Orocentro da FOP e na padronizagdo e execucgdo de
cultura de células primarias obtidas a partir de fragmentos de biopsias. A estudante é responsavel pelo
projeto “Associacdo de proteinas de vesiculas extracelulares derivadas de fibroblastos com a progressao do
carcinoma espinocelular oral”, que tem por objetivo caracterizar o perfil protedmico diferencial de vesiculas
extracelulares secretadas de fibroblastos primarios isolados do tecido controle ndo maligno de hiperplasia
fibrosa, leucoplasia oral e carcinoma espinocelular oral por meio da proteémica baseada em espectrometria
de massas e avaliar os seus efeitos por meio de estudos funcionais sobre diferentes linhagens celulares. Em
maio de 2017 submetemos uma Emenda ao Projeto (versdo 5) na qual incluimos os processos de obtencéo
de fibroblastos a partir de tecidos oriundos da cavidade oral e o isolamento de vesiculas extracelulares
destas células. Também incluimos a estudante Jamile como pesquisadora participante no projeto de
pesquisa e na Plataforma Brasil, mas nao fizemos este requerimento oficialmente por meio da Carta de
Emenda ao Projeto. Assim,
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peco cordialmente que a Coordenagdo do CEP-FOP que deferi em favor da inclusdo da estudante no
projeto”. ALTERACAO 2: “Alteragdo do Cronograma de Execugdo e Finalizagdo do Estudo Em virtude do
baixo numero de coletas de biopsias do tecido da cavidade oral realizados nos anos de 2017- 2018 e da
Pandemia do Covid19 nos anos 2020-2021, nosso estudo sofreu atraso consideravel em seu processo de
execugdo e analise. Parte deste atraso ja foi restabelecido, e no momento os dados obtidos encontram-se
em fase de analise. Neste sentido, pedimos a extensdo do Cronograma de Atividades para que seja
possivel a conclusdo da defesa de tese de doutorado da aluna Jamile de Oliveira Sa e produgao dos artigos
cientificos gerados por este estudo”. Os pesquisadores também informaram que “Esta emenda nao
apresenta alteragdes nos protocolos de coleta de matéria e dados, nos protocolos cientificos descritos
anteriormente e nos TCLEs”. Foram apresentados o relatério parcial de atividades, a declaragédo dos
pesquisadores, um arquivo com o cronograma ajustado e a carta de solicitagdo de emenda ao protocolo.
O relatdrio parcial de atividades informa que a pesquisa estda em andamento, que a previsao de término &
em 30/07/2022, que foram envolvidos 60 participantes, que ndo houve evento adverso, que os resultados
parciais foram apresentados em Congressos Cientificos (AACR Annual Meeting - Driving Innovative Cancer
Science to Patient Care. Chicago, USA, 2018; AACR Annual Meeting - Integrative Cancer Science - Global
Impact - Individualized Patient Care. Atlanta, USA, 2019; 55° Congresso Anual SBFIS OnLine | Encontro
Luso Brasileiro de Fisiologia | Symposium Miguel Covian | Latin American DOHaD Chapter. Outubro de
2020, Ribeirao Preto, SP), que os resumos foram publicados e que ainda ndo houve publicagdo dos
resultados em artigos ou livros.

Pendéncia 1 de emenda 2 (atendida em 22/10/22): O cronograma de realizagdao da pesquisa foi
harmonizado no protocolo.

Recomendacgoes:

As recomendagdes a seguir ndo sdo pendéncias e podem ou ndo ser aplicaveis ao protocolo em tela. Ndo
ha necessidade de resposta as mesmas. RECOMENDAGCAO 1- E obrigagio do pesquisador desenvolver o
projeto de pesquisa em completa conformidade com a proposta apresentada ao CEP. Mudangas que
venham a ser necessarias apos a aprovagao pelo CEP devem ser comunicadas na forma de emendas ao
protocolo por meio da PB. RECOMENDACAO 2- Apds a aprovagdo do protocolo de pesquisa os
pesquisadores devem atentar para a necessidade de envio de relatérios parciais de atividade (no minimo
um a cada 12 meses) e do relatério final de atividade (ao término da pesquisa). Os pesquisadores devem
informar e justificar ao CEP a eventual necessidade de
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interrupgdo ou interrupgao total ou parcial da pesquisa. RECOMENDAGAO 3- Reforga-se a necessidade do
registro de Biorrepositérios para as amostras biolégicas coletadas e que ndo sejam de uso imediato. A
intencdo deve ser registrada no projeto, no Regulamento do Biorrepositério e no TCLE que sera assinado
pelo participante. RECOMENDACAO 4- Os pesquisadores devem atentar para a necessidade de aplicagdo
de TCLE para coleta de amostras a serem estocadas em Biobancos e Biorrepositérios e para a necessidade
de aplicagdo de novo TCLE quando da realizagdo de novas pesquisas com o material estocado.
RECOMENDACAO 5- Pesquisas com dentes doados por profissionais de salde ainda s&o toleradas em
hipétese pelo CEP-FOP, mas os pesquisadores devem estar cientes de que esta solugédo dista do ideal ético
de consulta direta ao participante por meio de TCLE especifico da pesquisa ou da obtencdo dos dentes a
partir de um Biobanco de dentes e que estas Ultimas situagdes deveriam ser escolhidas em substituicdo a
primeira. RECOMENDAGAO 6- Os pesquisadores devem manter os arquivos de fichas, termos, dados e
amostras sob sua guarda por pelo menos 5 anos apds o término da pesquisa. RECOMENDAGCAO 7-
Destaca-se que o parecer consubstanciado é o documento oficial de aprovagéo do sistema CEP/CONEP e
os certificados emitidos pela secretaria do CEP-FOP, a pedido, apés a aprovagao final do protocolo, sé tém
valor simbdlico e devem ser evitados. RECOMENDAGCAO 8- Intercorréncias e eventos adversos devem ser
relatados ao CEP-FOP por meio da PB. RECOMENDACAO 9- Os pesquisadores devem encaminhar os
resultados da pesquisa para publicacédo e divulgagdo, com devido crédito a todos que tenham colaborado
com a realizagdo da pesquisa. RECOMENDAGAO 10- O parecer do CEP-FOP ¢é fortemente baseado nos
textos do protocolo encaminhado pelos pesquisadores e pode conter inclusive trechos transcritos
literalmente do projeto ou de outras partes do protocolo. Trata-se, ainda assim, de uma interpretagao do
protocolo. Caso algum trecho do parecer ndo corresponda ao que efetivamente foi proposto no protocolo, os
pesquisadores devem se manifestar sobre esta discrepancia. A ndo manifestacdo dos pesquisadores sera
interpretada como concordancia com a fidedignidade do texto do parecer no tocante a proposta do
protocolo.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Nao ha mais pendéncia por resolver em relagdo a solicitacdo de Emenda E2. Ndo ha pendéncias em
relagdo ao relatério parcial de atividades.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Parecer de aprovacao de Emenda a protocolo emitido "ad referendum" conforme autorizagédo do
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Colegiado na reunido de 03/02/2021. O parecer sera submetido para homologa¢ao na reunido de

03/11/2021.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_109946| 22/10/2021 Aceito
do Projeto 2 E2.pdf 11:33:00
Brochura Pesquisa |Projeto_E2_V06.pdf 22/10/2021 | Ana Karina de Aceito
11:30:49 | QOliveira

Qutros Relatorio_de_Acompanhamento_.pdf 21/10/2021 |Ana Karina de Aceito
09:25:59 | Oliveira

Declaragéo de Declaracao_dos_Pesquisadores_.pdf 21/10/2021 |Ana Karina de Aceito

Pesquisadores 09:25:27 | Oliveira

Cronograma Cronograma_de_Atividades.pdf 21/10/2021 |Ana Karina de Aceito
09:24:57 _[Oliveira

Qutros Carta_Emenda_V06.pdf 21/10/2021 |Ana Karina de Aceito
09:24:01 | Oliveira

Outros 8LinksCV_Emenda.pdf 12/05/2017 | Ana Karina de Aceito
13:20:45 [ Oliveira

TCLE / Termos de | 5TCLE_Emenda.pdf 12/05/2017 |Ana Karina de Aceito

Assentimento / 13:19:45 |Oliveira

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |3Projeto_Emenda.pdf 12/05/2017 | Ana Karina de Aceito

Brochura 13:19:09 | Oliveira

Investigador

Folha de Rosto 1Folhaderosto_Emenda.pdf 12/05/2017 | Ana Karina de Aceito
13:18:13 | Oliveira

TCLE / Termos de [5TCLEe.pdf 05/08/2016 |Ana Karina de Aceito

Assentimento / 16:51:33 | Oliveira

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de [6_6TermoDoacao_2.pdf 24/06/2016 |Ana Karina de Aceito

Assentimento / 08:24:26 | Oliveira

Justificativa de

| Auséncia

TCLE / Termos de [5TCLEd.pdf 24/06/2016 |Ana Karina de Aceito

Assentimento / 08:23:05 |Oliveira

Justificativa de

Auséncia

Declaracéo de 6_DecUsoBioancoFOP.pdf 24/06/2016 | Ana Karina de Aceito
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QRBroa

Manuseio Material [6_DecUsoBioancoFOP.pdf 08:20:06 | Oliveira Aceito
Biolégico /
Biorepositorio /
| Biobanco
Qutros CEPCompleto155_15.pdf 10/12/2015 | Felippe Bevilacqua Aceito
10:09:48 [Prado
Declaragéo de 6_6TermoDoacao.pdf 09/12/2015 |Ana Karina de Aceito
Manuseio Material 10:36:35 |Oliveira
Biolégico /
Biorepositério /
Biobanco
Declaragdo de 6_5Autarg.pdf 09/12/2015 |Ana Karina de Aceito
Manuseio Material 10:36:12 | Oliveira
Bioldgico /
Biorepositério /
| Biobanco
Declaragdo de 6_4Declnfra.pdf 09/12/2015 |Ana Karina de Aceito
Instituicao e 10:35:31 | Oliveira
Infraestrutura
Orgamento 6_30rcamento.pdf 09/12/2015 |Ana Karina de Aceito
10:35:04 | Oliveira
Declaracéo de 6_2Declnst.pdf 09/12/2015 | Ana Karina de Aceito
Instituicao e 10:34:40 |Oliveira
| Infraestrutura
TCLE / Termos de [5TCLEc.pdf 09/12/2015 |Ana Karina de Aceito
Assentimento / 10:30:14 | Oliveira
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de [5TCLEb.pdf 09/12/2015 |Ana Karina de Aceito
Assentimento / 10:29:49 |Oliveira
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | 5TCLEa.pdf 09/12/2015 |Ana Karina de Aceito
Assentimento / 10:29:33 | Oliveira
Justificativa de
Auséncia

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao
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Assinado por:
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