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RESUMO

Além do seu papel na regulacdo das emocgdes, a serotonina (5-HT) foi associada
com a proliferacdo de células tumorais. A 5-HT € sintetizada pelas enzimas da
familia triptofano-hidroxilase (TPH), encontrada em duas isoformas: TPH1 e TPH2.
Apoés a sua producdo, a 5-HT é captada por receptores especificos, incluindo o
HTR1D. Variacdes genéticas de nucleotideo Unico (SNVs) na regido flanqueadora
dos genes TPH1 (rs623580, T>A), TPH2 (rs4570625, G>T) e HTR1D (rs674386,
G>A) podem modular a sintese da 5-HT e influenciar o desenvolvimento de tumores.
No entanto, ndo foram descritos os efeitos dessas SNVs no cancer de orofaringe
(COF). Assim, o objetivo desse estudo foi verificar a influéncia dos gendétipos das
referidas SNVs no risco de ocorréncia do COF, nas caracteristicas do tumor e na
sobrevida livre de evento (SLE) e sobrevida global (SG) dos pacientes com COF. O
DNA de 251 pacientes com COF e 254 controles foi analisado por PCR em tempo
real com ensaios TagMan®. A atividade de transcricdo do TPH1 rs623580 e do
HTR1D rs674386 foi estudada em linhagem celular de carcinoma de faringe humano
(FaDu) por ensaio da luciferase. As diferencas entre os grupos foram calculadas por
meio dos testes de Fisher ou X2, teste t e pela regressdo logistica mdltipla. As
andlises de SLE e SG foram obtidas pelos métodos de Kaplan-Meier e regressao de
Cox. As frequéncias do genotipo TT (44,8% vs. 34,6%; p= 0,03) e do alelo T (66,3%
vs. 59,8%; p= 0,02) do TPH1 foram maiores em pacientes do que em controles.
Individuos com gendtipo TT e com o alelo T estiveram sob risco cerca de 2,0
(intervalo de confianga (IC) 95%: 1,05-4,07) e 1,5 (IC 95%: 1,05-1,91) vezes maior
de desenvolver o COF do que os outros. A frequéncia dos genoétipos HTR1D GG ou
GA foi mais comum em pacientes com tumores invasivos (91,5% vs. 80,6%, p=
0,01), ainda, pacientes com os referidos genoétipos apresentaram pior SLE (taxa de
risco (HR): 1,66, IC: 1,01-2,77, p= 0,04). As atividades de transcricao da luciferase
foram 25,5% (p= 0,03) e 57,4% (p= 0,008) menores em células FaDu transfectadas
com os plasmideos com os alelos TPH1 T e HTR1D G, quando comparados aos
outros, respectivamente. Nossos dados sugerem gque SNVs em genes moduladores

da 5-HT podem influenciar o surgimento e a progressao do COF.

Palavras-chave: céancer de orofaringe, serotonina, variante genética, risco,

agressividade, sobrevida



ABSTRACT

In addition to its role in regulating emotions, serotonin (5-HT) has been associated
with the proliferation of tumor cells. 5-HT is synthesized by enzymes of the
tryptophan hydroxylase (TPH) family, which are found in two isoforms: TPH1 and
TPH2. After production, 5-HT is taken up by specific receptors, including HTR1D.
Single nucleotide variations (SNVs) in the flanking region of the TPH1 (rs623580,
T>A), TPH2 (rs4570625, G>T), and HTR1D (rs674386, G>A) genes can modulate 5-
HT synthesis and influence tumor development. However, the effects of these SNVs
on oropharyngeal cancer (OPC) have not been described. Therefore, the aim of this
study was to investigate the influence of the genotypes of these SNVs on the risk of
OPC, tumor characteristics, and event-free survival (EFS) and overall survival (OS)
of patients with the disease. The DNA of 251 OPC patients and 254 controls was
analyzed by real time PCR, using TagMan® assays. The transcriptional activity of
TPH1 rs623580 and HTR1D rs674386 was studied in the human pharyngeal
carcinoma cell line (FaDu) using luciferase assays. Differences between groups were
calculated using Fisher's or chi-square tests, t-tests, and multiple logistic regression.
EFS and OS analyses were obtained using the Kaplan-Meier and Cox regression
methods. The frequencies of the TT genotype (44.8% vs. 34.6%, p= 0.03) and T
allele (66.3% vs. 59.8%, p= 0.02) of TPH1 were higher in patients than in controls.
Individuals with the TT genotype and the T allele were at about 2.0 (95% confidence
interval (CI): 1.05-4.07) and 1.5 (95% CI: 1.05-1.91) times higher risk of developing
OPC than others. Among patients, the frequency of HTR1D GG or GA genotypes
was more common in those with invasive tumors (91.5% vs. 80.6%, p= 0.01), and
patients with these genotypes had worse EFS (hazard ratio (HR): 1.66, Cl: 1.01-2.77,
p= 0.04). Luciferase transcriptional activities were 25.5% (p= 0.03) and 57.4% (p=
0.008) lower in FaDu cells transfected with TPH1 T and HTR1D G alleles-containing
plasmids, respectively, compared to others. Our data suggest that SNVs in

modulatory genes of 5-HT may influence the onset and progression of OPC.

Keywords: oropharyngeal cancer, serotonin, single nucleotide variant, risk,

aggressiveness, survival
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INTRODUCAO
Consideracgdes iniciais

O céancer de cabeca e pescoco (CP) é definido por tumores que
acometem o labio, a cavidade oral, a cavidade nasal, os seios paranasais, a faringe
e a laringe.! Em 2020 o cancer de CP foi o oitavo cancer mais incidente no mundo,
permanecendo entre as principais causas de mortalidade e morbidade.? De acordo
com a sua classificacdo histopatologica, a maioria desses tumores se caracterizam
como carcinomas de células escamosas (CCE).®

O CCECP apresenta comportamento altamente agressivo podendo se
disseminar facilmente para tecidos circundantes e causar metistase em 0Orgaos
distantes.* Cerca de 550.000 novos casos do tumor sdo diagnosticados todo ano,
sendo responsavel por 450.000 mortes.® No Brasil, estimou-se para o ano de 2020,
11,20 casos de CCE de cavidade oral e 6,47 casos de CCE de laringe por 100 mil
homens.® J4 as taxas brutas de 4,21 e 0,94 casos dos respectivos tumores por 100
mil mulheres foram estimadas para o0 mesmo periodo.®

Dentre os tumores de CP, o CCE de faringe merece destaque devido ao
seu comportamento agressivo e altas taxas de mortalidade.? A faringe é constituida
anatomicamente pela orofaringe (OF), nasofaringe e hipofaringe, sendo que o
CCEOF é considerado o mais agressivo entre eles.” Em 2020 foi registrado 98.914
novos casos de CCEOF no mundo e cerca de 48.143 mortes (39.590 homens e
8.553 mulheres) representando quase 50% dos casos.? A OF é revestida por epitélio
escamoso estratificado ndo queratinizado e subdividida em base da lingua, palato
mole, amigdalas e a parede posterior da faringe.®

Aspectos clinicos e tumorais

Os sintomas referidos pelos pacientes com CCEOF sao geralmente
relacionados ao trato aerodigestivo, incluindo o aumento de volume na regido, a
dificuldade na ingestdo de alimentos, a dor e o sangramento local.® A taxa de
incidéncia aumenta com a idade, sendo que homens com idade entre 64 anos sao
mais propensos ao desenvolvimento do cancer do que mulheres.® O CCECP é o
quarto cancer mais comum entre 0os homens, sua incidéncia € duas a cinco vezes
maior do que em mulheres devido as altas taxas de consumo de alcool e tabaco

entre eles.8
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O CCEOF pode ser classificado de acordo com o seu grau de
diferenciacdo celular.® As células tumorais bem diferenciadas (grau 1) se
assemelham mais com as células normais e tendem a crescer e se espalhar mais
lentamente do que as células moderadamente diferenciadas (grau Il), pouco
diferenciadas (grau 1) ou indiferenciadas.1%!

O estabelecimento do planejamento terapéutico e do prognostico do
CCEOF baseiam-se em parametros clinicos, radiolégicos e histopatolégicos.'>13 A
escolha do tratamento para pacientes com CCECP, incluindo CCEOF, depende do
estagio da doenca, tendo como objetivo a preservacado das estruturas anatémicas e
suas funcdes.'* Cerca de 40% dos pacientes apresentam tumor em estagios iniciais
(I ou 1) e geralmente sdo tratados apenas com cirurgia e/ou radioterapia (RT).1516
No entanto, a maioria dos pacientes apresenta tumor em estagios avancados da
doenca (Ill ou 1V), sendo preconizada a terapéutica multimodal com cirurgia, RT e
quimioterapia (QT).16

A QT se baseia principalmente em farmacos a base de platina, os mais
utilizados para o tratamento de CCECP séo a cisplatina (CDDP) e a carboplatina.1’1®
A CDDP se liga ao DNA da célula interrompendo seu ciclo celular e promovendo a
apoptose.l” No entanto, a CDDP pode causar efeitos adversos como
nefrotoxicidade, ototoxicidade, nduseas e vomitos.'® A fim de minimizar os efeitos
colaterais causados pela CDDP, foi desenvolvido a carboplatina, um composto de
segunda geragdo amplamente usado no tratamento de tumores soélidos.*"19

Apesar dos avancos no tratamento, em muitos casos, 0s tumores s&o
identificados tardiamente o que acaba comprometendo o tratamento e diminuindo o
tempo de sobrevida apés o diagnéstico.!! A taxa de sobrevida global em cinco anos
é de aproximadamente 30% para pacientes com CCEOF.’

Fatores predisponentes
Aspectos ambientais

Os principais fatores de risco ja estabelecidos para o CCEOF sédo o
etilismo, o tabagismo e a infeccéo pelo papiloma virus humano (HPV).118

A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer estabeleceu que o
consumo de alcool aumenta o risco para o desenvolvimento do CCECP em

decorréncia dos efeitos cancerigenos do etanol e do acetaldeido.’® O etanol é
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oxidado em acetaldeido por microbios da cavidade oral, aumentando
gradativamente seu nivel na mucosa oral.?® O acetaldeido causa alteracoes
estruturais e funcionais por interromper a sintese e reparo de DNA, resultando no
aumento de espécies reativas de oxigénio e danos ao DNA de células epiteliais.?%?!

Individuos tabagistas tém aproximadamente dez vezes mais chance de
desenvolver o CCECP.?? O tabaco contém cerca de 70 substancias cancerigenas
que sdo inaladas com outros 70 mil produtos quimicos, incluindo a nicotina.?® Esses
produtos quando catalisados por enzimas como as do citocromo P-450 e glutationa-
S-transferase podem sofrer alteracdes e se tornar adutos de DNA capazes de alterar
a sequéncia de DNA de genes supressores tumorais.??

O HPV é um virus de DNA fita dupla associado a cerca de 25% dos casos
de CCECP e 70% dos casos de CCEOF, estabelecendo um fator progndstico
favoravel para seus portadores.?#2> O HPV-16 é o tipo mais comum de HPV e pode
ser usado como biomarcador para determinar o perfil clinico dos pacientes.?® O
genoma viral insere as oncoproteinas E6 e E7 nas células tumorais promovendo a
degradacdo das proteinas supressoras tumorais como a p53 e o retinoblastoma,
responsaveis por regular positivamente a homeostase de células normais,
resultando, possivelmente, no surgimento do tumor.?427

Pacientes com o HPV possuem 18% menos risco de morte do que
pacientes sem o HPV, isso ocorre, em parte, pois eles sdo geralmente mais jovens e
com estilo de vida mais saudavel.?®2%30 Além disso, a resposta ao tratamento do
CCEOF em pacientes com HPV sdo mais favoraveis quando tratados isoladamente
com radiacdo ou com quimioterapia concomitante, favorecendo em 80% de chance
de atingir o indice de sobrevida global de cinco anos.31323334 No entanto, a
prevaléncia do HPV em diversas regides do Brasil, incluindo a regido de Campinas,

é baixa.3®

Aspectos genéticos

O CCECP e uma doenca altamente agressiva e heterogénea causada por
multiplos eventos genéticos, incluindo mutacdes, delecbes e inativacdo de genes
supressores tumorais, além de mutacdes em oncogenes.¢

As mutacdes mais recorrentes no CCECP, incluindo o CCEOF, envolvem

0S genes supressores tumorais, que sdo genes com a capacidade de retardar a
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divisdo celular e reparar erros no DNA, como a proteina de tumor p53 (TP53) e 0
gene inibidor de quinase dependente de ciclina 2A (CDKN2A).3¢ Alteracdes no gene
TP53 séo altamente prevalentes e associadas a progressdo e mau prognostico do
cancer, inclusive no CCEOF.3"3® Da mesma forma, o CDNK2A, responsavel pela
regulacdo do ciclo celular, pode ter suas fun¢des interrompidas por mutacdes ou
delecdes.3®

Uma mutagdo em um protooncogene pode levar ao surgimento de um
oncogene, que s&o genes ligados ao surgimento do tumor, mutagdes no
fosfoinositideo-3-quinase (PI3K) sdo frequentemente observadas em casos de
CCECP.3” Oncogenes como o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), o fator de
crescimento epidérmico (EGF) e o fator de transcricdo epitélio mesénquima (MET)
sdo frequentemente alterados no CCEOF.36:38

A predisposicao genética individual para o CCECP pode ser caracterizada
pela presenca de variantes de base Unica (SNVs) no DNA.3” As SNVs sdo
caracterizadas pela substituicio de uma Unica base nitrogenada em uma
determinada regido do genoma, ocorrendo com frequéncia superior a 1% da
populacéo.3°4° Essa variacdo é encontrada em uma média de aproximadamente um
a cada trezentos pares de base, sendo um dos tipos mais comuns de variacdes
genéticas no genoma humano.*°

As SNVs podem alterar mecanismos fisioldégicos, como a proliferacéo e a
progressdo do ciclo celular, o reparo do DNA, a apoptose e podem predispor
individuos saudaveis ao CCEOF.%%%? Seus efeitos na susceptibilidade e progressado
do cancer estdo relacionados a sua localizacdo génica.** As SNVs podem ser
encontradas na regido promotora e codificadora de um gene, além de introns e
regides regulatérias, como regides aceleradoras e silenciadoras.*

SNVs localizadas na regido promotora e na regido 5’- ndo traduzida (UTR)
podem afetar a transcricdo do gene e a estabilidade do RNAm, impactando a sintese
de proteinas.”* SNVs nos exons podem levar a mudancas nas sequéncias de
aminoacidos e afetar a funcdo da proteina. As SNVs nas regides intronicas podem
influenciar o splicing alternativo do RNAm, resultando em diferentes variantes de
proteinas. SNVs localizadas na regido 3- UTR podem afetar a regulacdo da
expressdo génica e a estabilidade do RNAm, podendo levar a variacdes na
quantidade de proteina produzida (Figura 1).4344
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Figura 1. Representacdo esquematica da localizacdo de variantes de base Unica
(SNVs) em diferentes locais de um gene. (a) SNV na regido promotora pode alterar a
ligacdo de fatores de transcricdo e influenciar a atividade do promotor, a transcricao,
a estabilidade do RNA mensageiro (RNAm) e a traducao. (b) SNV na regido 5’- nédo
traduzida (UTR) pode alterar o inicio da transcricdo e a estabilidade do RNAm. (c)
SNV em exon pode alterar a estrutura da proteina. (d) SNV em intron pode alterar o
RNAmM e o mecanismo de splicing. (e) SNV na regidgo 3’- UTR pode alterar a
estabilidade do RNAm. Adaptado de Ruiz-Ballesteros et al. 2020%3

Dentre as regides regulatorias de um gene, a regido 5’- flanqueadora
inclui uma regido denominada aceleradora (enhancer), que é responsavel por
potencializar a transcricdo de um gene por meio da ligacdo de pioneer factors, que
formam um complexo capaz de estimular a ligacdo de fatores de transcricdo.** A
enhancer pode regular a transcricdo génica através da potencializacao da atividade
do promotor do gene.#4>

As SNVs localizadas em regides regulatérias podem afetar a ligacdo de
fatores de transcricéo, alterando a atividade do promotor e modulando a transcricéo
do gene, bem como a estabilidade do mRNA transcrito e sua tradugdo em
proteina.*®4’ Dessa forma, as SNVs podem modular a producdo de proteinas,

incluindo enzimas e horménios, como a serotonina.4148
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Serotonina

A serotonina, também conhecida como 5-hidroxitriptamina (5-HT), € um
neurotransmissor que regula o sono, o humor e o apetite no sistema nervoso central
(SNC).*849 Sua sintese é mediada pela enzima triptofano hidroxilase (TPH), que
existe em duas isoformas altamente semelhantes: TPH1, localizada nas células
enterocromafins do intestino, e TPH2, encontrada nos neurdnios do nucleo da rafe
do SNC.4%%1 As células enterocromafins sdo responsaveis pela producéo de 90-95%
da 5-HT periférica,*® enquanto o restante é sintetizado nas células do SNC, e em
pequenas quantidades por ilhotas pancreaticas, glandulas mamarias e tecido
adiposo.®°

O primeiro passo para a sintese da 5-HT é a captacdo do aminoacido L-
triptofano por meio de alimentos ricos em proteinas, como frango, soja, cereais,
atum, nozes e bananas.>°? O triptofano pode circular de forma livre ou ligado a uma
fracdo de albumina, podendo cruzar a barreira hematoencefélica para participar da
sintese de 5-HT no SNC.%® A producédo de 5-HT se inicia quando o triptofano é
convertido em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzima triptofano hidroxilase (TPH1
ou TPH2). O 5-HTP é entdo metabolizado em 5-HT pela acdo da enzima aminoacido
aromatico descarboxilase (AADC) (Figura 2).53

Apos sua sintese, a 5-HT vai para a corrente sanguinea e € captada pelas
plaguetas através do transportador de 5-HT (SERT ou 5-HTT).53% O SERT é um
transportador dependente de cloreto de sddio (NaCl), o processo de captacdo da 5-
HT se inicia quando o NaCl se liga ao transportador SERT, seguido pela 5-HT,
assim, devido ao potencial de acdo da membrana, a 5-HT entra na célula enquanto
um fon de potassio (K*) sai da célula.>*>> A exposicdo das plagquetas na superficie
de tecidos vasculares e a sua interacdo com a matriz endotelial leva a sua ativacao e

degranulacéo, liberando a 5-HT.%¢
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Figura 2. Sintese da serotonina (5-HT). O L-triptofano (Trp) € hidroxilado pela
enzima triptofano hidroxilase (TPH) em 5-hidroxitriptofano (5-HTP). Em seguida,
ocorre a descarboxilacdo do 5-HTP em 5-HT pela acdo da enzima aminoacido
aromatico descarboxilase (AADC). Figura adaptada de Yabut et al. 20195/

Receptores acoplados a membrana de células epiteliais captam a 5-HT
que ativam o seu papel na regulacdo de processos fisioldgicos.>® Até o momento,
foram descritas sete classes de receptores (5-HTR1 até 5-HTR7) e sete subclasses,
totalizando 14 diferentes tipos de receptores.>® Todos esses receptores pertencem a
superfamilia do receptor acoplado a proteina G, com excecdo do 5-HTR3 que é
acoplado a um canal de cations (sédio, potassio e cdlcio).>®8° A proteina G é
formada pelas subunidades Ga, GB e Gy.®° As subunidades B e y formam o
complexo By e, na auséncia de estimulagao dos receptores, a subunidade a se liga a
guanina de disfosfato (GDP) e ao complexo By, permanecendo inativada.®* Apés a
ligacdo da 5-HT no receptor, a subunidade a da proteina G promove a troca do GDP
por trifosfato de guanosina.®’ Nesse momento, a proteina G esta ativada e a
subunidade a se desassocia do complexo By, podendo exercer suas funcdes de

sinalizacéo celular (Figura 3).6%.62
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Figura 3. Receptor de serotonina (5-HT). O receptor de 5-HT é acoplado a proteina
G na membrana celular. Na auséncia de estimulo, a subunidade a se liga a guanina
de difosfato (GDP) e ao complexo By sinalizando que o receptor esta desativado.
Quando estimulado pela 5-HT, a subunidade a promove a troca de GDP por
trifosfato de guanosina (GTP) dissociando a subunidade a do complexo By, ativando
a funcéo celular

A proteina G é classificada em trés principais isoformas: Gs, Gqg e Gi, de
acordo com a sua estrutura (Tabela 1), podendo exercer diferentes funcdes
celulares.®® Os receptores 5-HTR1 e 5-HTR5 s&o acoplados a proteina Gai e inibem
a enzima adenilato ciclase (AC), enzima que catalisa a producdo do segundo
mensageiro, resultando na diminuicdo do monofosfato ciclico de adenosina (AMPc)
e consequentemente da proteina quinase A (PKA).%3 Os receptores 5-HTR4, 5-HTR6
e 5-HTR7 acoplados as proteinas Gas, ativam a AC catalisando a producédo do
AMPc.2 O aumento de AMPc resulta na ativacdo da PKA. A PKA esta envolvida em
diversos processos como diferenciacdo, crescimento e desenvolvimento celular.%

O receptor 5-HTR2 ligado a Gaq ativa a fosfolipase C (PLC).6> A PLC
modula o diacilglicerol (DAG) e o inositol trifosfato 3 (IP3).6°> O IP3 atua aumentando
os ions de calcio intracelular que por sua vez desencadeia respostas celulares como
contracdo muscular e rearranjo de citoesqueleto.?>% O DAG ativa a proteina quinase
C (PKC) que atua na proliferacéo celular, permeabilidade vascular e transducéo de

sinais.65:66



Tabela 1. Receptores de serotonina e mecanismos de acao
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Receptor  Subtipo Isoforma  Mecanismo Acao

5-HTR1 1A, 1B,1D, 1E,1F  Gailo Adenilato ciclase | AMPc
5-HTR2 2A, 2B, 2C Gaq Fosfolipase C 1 IP3/DAG
5-HTR3 Canais de cation  Despolarizacao
5-HTR4 Gas Adenilato ciclase 1 AMPc
5-HTR5 5A, 5B Gai/o Adenilato ciclase | AMPc
5-HTR6 Gas Adenilato ciclase 1 AMPc
5-HTR7 Gas Adenilato ciclase 1 AMPc

AMPc: monofosfato de adenosina ciclico. IPs: trifosfato de inositol. DAG: diacilglicerol

Os receptores de 5-HT sdo expressos de maneira especifica em diversos
tecidos através de uma variedade de células normais e tumorais.®” Dessa forma,
compreende-se que as multiplas acbes da 5-HT s&o determinadas pela
caracteristica do receptor a ela acoplada e pelas vias de sinalizacdo intracelular de
cada receptor.53.67

Um estudo avaliou a expressao proteica do gene 5-HTR, responsavel por
codificar os receptores de 5-HT, através de uma meta-analise de dados do The
Human Protein Atlas em diferentes tipos de canceres.®® Este repositério contém 216
amostras de tecidos tumorais com dados de imunoistoquimica para diversas
proteinas.®® Os pesquisadores observaram que o receptor HTR1D foi superexpresso
em tumores de CP e em outros nove tipos de cancer,’® como apresentado na
Tabela 2.

A caracteristica proliferativa da 5-HT é mediada mais frequentemente pela

familia de receptores HTR1, principalmente pelo receptor HTR1D.%®
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Tabela 2. Porcentagem de expresséao do receptor HTR1D em tumores

Tumor Porcentagem de expresséao do HTR1D
Cabeca e pescoco 100
Mama 100
Cervical 73
Colorretal 100
Glioma 100
Figado 100
Pulméo 100
Linfoma 70
Melanoma 100
Pancreético 100
Prostata 100

5-HT e cancer

A 5-HT é uma importante molécula sinalizadora que pode atuar como
mensageiro paracrino, endocrino ou exocrino para uma variedade de tipos de
células e tecidos.®® Nos ultimos anos, seu papel foi controverso: além de atuar na
homeostasia corporal, a 5-HT foi relacionada com o crescimento, migracdo e
metastase de diversos tumores tanto in vivo como in vitro, entre eles, destacam-se
0s tumores de préstata’?’3, bexiga’?, pulmédo’#, colorretal’®>, mama’® e figado.””-"®

A 5-HT é produzida em muitos tecidos do corpo humano e seus efeitos
sdo controversos.”” Alguns estudos mostraram que a 5-HT pode promover
proliferacdo celular através das vias PI3K/Akt e MAPK’ enquanto outros mostram
que a 5-HT pode inibir o crescimento do tumor por meio da vasoconstricdo.

A 5-HT atua nas células musculares lisas das paredes dos vasos
sanguineos e faz com que elas se contraiam, o que reduz o diametro do vaso e
aumenta sua resisténcia ao fluxo sanguineo.t18? |sso pode ajudar a regular a
pressdo sanguinea e o fluxo sanguineo para diferentes 6rgdos e tecidos do corpo.®?
No entanto, a vasoconstricdo causada pela 5-HT também pode ter efeitos no
desenvolvimento do céncer, a reducao do fluxo sanguineo pode inibir o crescimento

tumoral em decorréncia da falta de suprimento as células cancerigenas.®
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Além disso, o envolvimento da 5-HT ao desenvolvimento tumoral parece
estar relacionado a seus receptores.”” Até o momento, vias de crescimento e
proliferagdo como Src/ERK e PI3K/Akt e invasdo celular como as metaloproteinases
(MMPs), se mostraram ativadas por receptores de 5-HT.”":"9

A ativacdo do HTR1D promoveu a metastase pulmonar de cancer
colorretal através da via axina1/B-catenina/MMP78' e aumentou a proliferacédo
tumoral em células pancreéaticas®8 e gastricas.?” Ainda, a ativacdo desse receptor
inibiu a apoptose de linhagens celulares de cancer pancreatico via PI3K-Akt.26 Além
disso, a hiperexpressdo do HTR1D foi associada com a pior sobrevida de pacientes
com carcimoma hepatocelular®® e daqueles com CCE de cavidade oral.®® Em
contraste, a hipoexpresséo foi associada ao pior prognéstico do cancer colorretal.*°

Frente ao exposto, € notavel que a 5-HT atue em diversas fun¢des no
corpo humano, no entanto, ainda ndo esta claro a associacdo da 5-HT, dos seus
receptores e o desenvolvimento do céncer, incluindo o CCEOF. E necessario
entender essa relacdo e ajudar a identificar novos alvos terapéuticos para o
tratamento do céncer, bem como ajudar a desenvolver novas estratégias de
prevencao, para isso, foram selecionados SNVs na regido 5'- flanqueadora de genes

gue modulam a 5-HT.

5-HT e SNVs
TPH1 rs623580 (T>A)

O TPH1 esta localizado no cromossomo 11 e codifica a enzima TPH1.86 A
TPH1 é responsavel pela producdo da 5-HT nas células da enterocromafins do
intestino e pode ser expresso no ceérebro, tecidos enddécrinos, figado, pancreas e
musculos.®19?

A SNV rs623580 é caracterizada pela troca das bases nitrogenadas timina
(T) por adenina (A) na regido 5’- flanqueadora da cadeia de DNA do alelo ancestral e
do alelo variante, respectivamente.®® As frequéncias dos distintos genoétipos foram
identificadas em individuos saudaveis de diferentes populacdes étnicas, homozigoto
ancestral (TT): 18-52%, heterozigoto (TA): 36-54% e homozigoto variante (AA): 7-
299%.93

O alelo variante A da referida SNV foi relacionado a um maior risco de

desenvolver depresséo.®
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TPH2 rs4570625 (G>T)

O gene TPH2 esta localizado no cromossomo 12 e codifica a enzima
TPH2.92 A enzima TPH2 é responsavel pela producdo da 5-HT por neurdnios do
nucleo da rafe e neurdnios sistema entérico.%

A SNV rs4570625 é caracterizada pela troca das bases nitrogenadas
guanina (G) e timina (T) na regido 5- flanqueadora da cadeia de DNA do alelo
ancestral e do alelo variante, respectivamente.®® As frequéncias dos distintos
gendtipos foram identificadas em individuos saudaveis de diferentes populacfes
étnicas, homozigoto ancestral (GG): 20-79%, heterozigoto (GT): 20-37% e
homozigoto variante (TT): 1-41%.%

O alelo variante T da referida SNV foi associado ao maior risco de
desenvolver depressédo, além disso, em uma analise funcional, o alelo variante foi

associado com menor expressdo do gene TPH2.92.%

HTR1D rs674386 (G>A)

O gene HTR1D esta localizado no cromossomo 1 e codifica o receptor 1D
da 5-HT.%’

A SNV rs674386 localizada no gene HTR1D é caracterizada pela troca
das bases nitrogenadas guanina (G) e adenina (A) na regidao 5’- flanqueadora da
cadeia do DNA do alelo ancestral e do alelo variante, respectivamente.®’

As frequéncias dos distintos gendétipos foram identificadas em individuos
saudaveis de diferentes populacdes étnicas, homozigoto ancestral (GG): 17-66%,
heterozigoto (GA): 23-64% e homozigoto variante (AA): 4-24%.%3

O alelo variante A da referida SNV foi associado com a predisposicdo a
anorexia nervosa.

Até onde atinge nosso conhecimento, ndo ha estudos que relacionem as
referidas SNVs ao cancer, incluindo ao CCEOF. Sendo a 5-HT relacionada com o
desenvolvimento tumoral, nos pareceu interessante avaliar o papel das SNVs com o

surgimento e progressao de tumores de CCEOF.
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OBJETIVOS
Objetivo geral

Verificar a influéncia das SNVs TPH1 rs623580 (T>A), TPH2 rs4570625
(G>T) e HTR1D rs674386 (G>A) no surgimento e evolu¢do do CCEOF.

Objetivos especificos

Verificar se as referidas SNVs influenciam: 1) o risco de ocorréncia do
CCEOF, 2) as caracteristicas do tumor (localizacdo, grau de diferenciacéo e estagio
do tumor), 3) a sobrevida livre de evento (SLE) e a sobrevida global (SG) dos
pacientes com CCEOF, e 4) verificar se as SNVs de interesse alteram a atividade

transcricional do gene.

MATERIAL E METODOS

Aspectos éticos

Nosso estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Pro-
Reitoria de Pesquisa da UNICAMP (CAAE: 15054219.8.0000.5404) (Anexo 1). As
amostras de DNA dos participantes e controles estavam armazenadas no
Biorrepositorio do Laboratorio de Genética do Cancer da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP. Todos os pacientes (Anexo 2) e os individuos controles
(Anexo 3) incluidos no estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

Populacado do estudo

Com o objetivo de investigar o efeito das SNVs TPH1 rs623580, TPH2
rs4570625 e HTR1D rs674386 no risco de ocorréncia do CCEOF, nos aspectos do
tumor e na sobrevida dos pacientes, analisamos 251 pacientes com CCEOF
atendidos no Ambulatério de Oncologia Clinica do Hospital de Clinicas da UNICAMP
entre marco de 2002 e agosto de 2016. Foram excluidos do estudo pacientes com
tumor primario de localizagéo indefinida. Além disso, avaliamos um grupo controle
composto por 254 doadores de sangue do Centro de Hematologia e Hemoterapia da
UNICAMP. O tamanho amostral do estudo foi baseado nas frequéncias dos

genotipos das referidas SNVs em individuos saudaveis de popula¢cdes mundiais, e
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foi calculado de acordo com as normas descritas por Beiguelman (1995).%® O
tamanho amostral desejado para o estudo foi de 250 pacientes.

Avaliamos a atividade transcricional da regido 5’- flanqueadora dos genes
TPH1 e HTR1D por meio do ensaio de gene reporter da luciferase em linhagem
celular de CCE de faringe humano (FaDu) (ATCC®, HTB-43™, Estados Unidos)
modificada para apresentar os diferentes alelos das SNVs TPH1 rs623580 (T>A) e
HTR1D rs674386 (G>A), que foram consideradas de interesse por terem sido
associadas ao risco de ocorréncia da doenca e a sobrevida dos pacientes.

Aspectos clinicos

Os pesquisadores responsaveis pelo estudo coletaram dados sobre a
idade, sexo e habito de fumar dos pacientes e controles por meio de um questionario
especifico. Para classificar os individuos como tabagistas, foi utilizado o critério
proposto por Freedman et al. (1996).%° De acordo com esse critério, os individuos
foram classificados como fumantes se relataram o habito frequente de tabagismo,
ex-fumantes se haviam cessado o habito de tabagismo h& pelo menos cinco anos, e

nao fumantes se nunca haviam tido esse habito.

Aspectos do tumor

Obtivemos as informacdes sobre as caracteristicas do tumor, como o
tamanho, o estagio e o numero de linfonodos afetados, por meio dos registros
médicos dos pacientes. O diagnéstico de CCEOF foi confirmado por analise
histol6gica de amostras de tumor em cortes de parafina corados com hematoxilina e
eosina. A imunoistoquimica para a proteina P16 e a hibridizacdo in situ foram
realizadas em fragmentos tumorais, visando testar a presenca do HPV-16.1%° O
processamento das amostras foi conduzido pelo Laboratorio de Anatomia Patolégica
do Hospital de Clinicas da UNICAMP.

A classificacdo do grau de diferenciacéo celular do tumor foi baseada nos
critérios propostos por Gale & Zidar (2013).° O estagio do tumor foi determinado de
acordo com os critérios da 72 edicdo do American Joint Committee on Cancer,'°! por
meio de exames clinicos, nasofibrolaringoscopia, tomografia computadorizada do
pescoco e radiografia do térax, realizados no Servico de Radiologia do Hospital de
Clinicas da UNICAMP.
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Tratamento dos pacientes

Os pacientes diagnosticados com CCEOF receberam tratamento
combinado de QT & base de CDDP e RT loco-regional. A administracdo de CDDP foi
feita por via intravenosa, com dose de 100mg/m?/dose nos dias D1, D22 e D43, para
pacientes com condi¢cdo fisica ideal e sem comorbidades renais, neurolégicas ou
cardiolégicas.1%? Para os pacientes com desempenho de Karnofsky entre 60-70% ou
80-100% e com comorbidades renais, neurolégicas ou cardioldgicas, a dose

intravenosa de CDDP foi reduzida para 80mg/m?/dose nos mesmos dias.%?

Genotipagem
Selecdo das SNVs

As SNVs TPH1 rs623580, TPH2 rs4570625 e HTR1D rs674386 foram
selecionadas a partir do banco de dados da University of California Santa Cruz
(UCSC) (genome.ucsc.edu) (figura 4). A selecao foi baseada nos seguintes critérios:
a localizacéo das SNVs na regido 5'- flanqueadora do gene com frequéncia do alelo
variante maior que 20% na populacdo do Projeto 1000 Genomas (The 1000
Genomes Project Consortium, 2015),19% além de terem trabalhos publicados

anteriormente na literatura (Apéndice 1, Supporting information).

Levantamento das SNVs localizadas na regido
flénqueadora dos genes TPH1, TPH2 e HTR1D

University of California Santa Cruz (UCSC)

TPH1 TPH2 HTR1D
63 SNVs 52 SNVs 54 SNVs
Frequéncia do alelo |
variante: >20%
1 SNV 1 SNV 4 SNVs

Estudos publicados na literatura
|

TPH1 c.-1668T>A
(rs623580)

TPH2 c.-844G>T
(rs4570625)

HTR1D c.-1123G>A
(rs674386)
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Figura 4: Selecdo de SNVs localizadas na regido flanqueadora dos genes TPH1,
TPH2 e HTR1D através do banco de dados da University of California Santa Cruz
(UCSC). Foram encontradas 63 SNVs localizadas na regido flanqueadora do gene
TPH1, 52 SNVs no gene TPH2 e 54 SNVs no gene HTR1D. Dessas, selecionamos
aguelas com frequéncia alélica maior que 20%. Por fim, foram incluidas no estudo
aguelas com publicacdes na literatura.

Extracdo do DNA gendémico

Inicialmente foi realizada e extracdo de DNA em leucécitos do sangue
periférico de 251 pacientes e 254 controles por meio da técnica com cloreto de litio
(LiCl) e proteinase K.104

Resumidamente, as amostras de sangue periférico foram coletadas com
anticoagulante acido etilenodiamino tetracético (EDTA) e posteriormente lisadas em
1 mL de tampéao de lise composto por 320 mM de sacarose, 10 mM de Tris-HCI (pH
7,5), 5 mM de cloreto de magnésio (MgCl2) e 1% de Triton X-100. O concentrado de
células obtido foi entdo ressuspendido em 400 pL de tampéao de digestdo contendo
10 mM de Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM de EDTA, 10 mM de cloreto de soédio (NaCl) e
0,5% de dodecil sulfato de sédio (SDS), juntamente com proteinase K (20 mg/mL), e
incubado a 55°C por 2 horas. Em seguida, foram adicionados 200 pL de LiCl (7,5 M)
as amostras, que foram incubadas a -20°C por pelo menos 15 minutos. As amostras
foram entdo centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos, e ao sobrenadante foi
adicionado 1 mL de etanol absoluto gelado. O DNA precipitado foi centrifugado
novamente a 13.000 rpm por 10 minutos, seguido de duas lavagens com etanol
70%, e finalmente ressuspendido em tampé&o TE (2 M de tris base e 0,2 M de EDTA,
pH 8,0), sendo armazenado a -20°C para uso posterior.

A integridade do DNA gendmico extraido foi verificada por eletroforese em
gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. A concentracdo e a pureza das
amostras de DNA foram determinadas utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop ND-

1000 (NanoDrop Technologies®, Estados Unidos).

Identificacdo dos genotipos
Os gendtipos das SNVs TPH1 rs623580, TPH2 (rs4570625) e HTR1D
(rs674386) foram obtidos por meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase

(PCR) em tempo real utilizando os ensaios para genotipagem TagMan® (referéncias:
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C_2645676_10, C_226207_10, C_3278318 10, respectivamente) (Applied
Biosystems®, Estados Unidos) (Figura 5).

A PCR em tempo real foi realizada utilizando aproximadamente 50
nanogramas (ng) de DNA. Para cada reacédo, foram adicionados 0,5 yL de SNV
Genotyping Assay Mix 1X, contendo duas sondas e dois fluorocromos detectores
(FAM e VIC), 5 uL de TagMan® Universal PCR Master Mix 1X, que inclui a Tag DNA
polimerase, desoxirribonucleotideos (ANTPs) e uma solugdo tampao otimizada para
a reacdo, além de 4gua estéril para atingir um volume final de 10 pL.

As condicbes de amplificacdo consistiram em uma etapa inicial de
ativacdo da Tag DNA polimerase a 95°C por 10 minutos, seguida por 45 ciclos de
incubacdo a 92°C por 15 segundos e a 60°C por 1 minuto (Figura 5). Controles
positivos (com genotipos ja estabelecidos) e controles negativos (com agua estéril)
foram incluidos em todas as reacdes de genotipagem.

Além disso, 15% das amostras, selecionadas aleatoriamente, foram
genotipadas novamente como controle de qualidade, garantindo uma concordancia
de 100% entre as andlises. Os resultados da genotipagem foram analisados
utilizando o software TagMan® Genotyper (Applied Biosystems®, Estados Unidos)
(Figura 6).
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Figura 5. Representacdo esquematica das etapas da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real. (1) Desnaturacao: abertura da dupla fita de DNA a
95°C por 10 minutos. (2) Anelamento dos primers: na temperatura de 92°C, os
primers sdo capazes de se ligar & complementariedade na fita de DNA, da mesma
forma que ocorre o anelamento das sondas TagMan. (3) Extensédo: nessa fase, a
enzima Taq DNA polimerase adiciona novos nucleotideos a fita, a uma temperatura
de 60°C. Quando a enzima Taqg encontra a sonda de hidrélise, ela a rompe e emite
fluorescéncia, que € captada pelo termociclador

L 18

_-
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Figura 6. Representacédo esquematica de um gréafico de pontos com as distribuicdes
dos gendtipos das SNVs de pacientes com carcinoma de células escamosas de
orofaringe e controles analisados pelo programa TagMan® Genotyper (Applied
Biosystems®, Estados Unidos) ap6s a reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real. Os circulos azuis, verdes e vermelhos representam, respectivamente, genoétipos
homozigotos ancestral, heterozigotos e homozigotos variantes. O circulo amarelo, no
canto inferior esquerdo representa o controle negativo (adgua estéril) da reacao
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Avaliacao da atividade transcricional dos genes
Cultura de células

As células da linhagem FaDu foram cultivadas em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Gibco®, Estados Unidos), suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco®, Estados Unidos), 100U/mL de penicilina e
100ug/mL de sulfato de estreptomicina (Cultilab, Brasil). O cultivo ocorreu em uma
atmosfera umida com 5% de diéxido de carbono (COz2) a 37°C e o meio de cultura foi
trocado trés vezes por semana. Quando as células atingiram 60-80% de confluéncia,
foram recultivadas ou utilizadas para os experimentos. As culturas celulares foram
mantidas em um numero limitado de passagens e estoques de células congeladas
em nitrogénio liquido foram usados para garantir a uniformidade dos experimentos,

com células fenotipicamente semelhantes.

Ensaio do gene reporter da luciferase

O ensaio de luciferase € capaz de avaliar a modulacdo da expressao
génica, pois a proteina luciferase codificada pelo gene repérter é detectada e
guantificada através da reacéo de bioluminescéncia. A oxidacao da luciferina, que é
o substrato da luciferase, gera um flash de luz que é detectado pelo luminédmetro
(Figura 7). Dessa forma, a intensidade da luz é proporcional a atividade da
luciferase em cada amostra, refletindo a taxa de transcricdo do gene reporter sob a
acao dos diferentes alelos da SNV.
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[RNA polimerase Fatores de transcrigao
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Figura 7. Representacdo esquematica do ensaio do gene reporter da luciferase. O
quadrante esquerdo representa uma célula contendo o ndcleo e o citoplasma. No
promotor do gene, é inserida uma sequéncia contendo a SNV de interesse. Quando
estimulado por fatores de transcricdo e pela RNA polimerase, o promotor transcreve
0 gene da luciferase. O gene repoérter da luciferase é bioluminescente e, apos ser
transcrito em RNA mensageiro, é transportado para o citoplasma e traduzido em
uma proteina bioluminescente. O quadrante direito representa a reacdo realizada
para quantificar a luciferase. Apés o experimento, a luciferase € lisada e exposta a
alguns substratos, 0 que gera luz que é capturada pelo equipamento. Quanto mais
luz for captada, maior seré a atividade do gene repérter

Utilizamos o sistema pGL3-Basic Luciferase Reporter Vector (Promega®,
Estados Unidos) (Anexo 4) para realizar a técnida do ensaio do gene replrter da
luciferase. Esse vetor contém a sequéncia do gene de resisténcia ao antibiotico
ampicilina, que é utilizado na selecédo das bactérias que receberam o vetor com o
inserto de interesse, além da sequéncia ori de origem de replicacdo em E. coli, onde
a transcricao se inicia. O vetor também possui 0 gene reporter firefly luciferase, que
permite a analise da expressdo da enzima luciferase determinada pela atividade da

regido promotora do gene alvo.
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Construcao dos plasmideos
Amplificacédo de parte daregiao 5’- flanqueadora do gene TPH1

Inicialmente, foi realizado uma PCR com o iniciador direto: 5’- AGCAACTT
TTCCACATGTTT -3’ e iniciador indireto: 5- GAAAAGAAGGGACACTGAGATC -3
para obtencédo de fragmentos com 867pb. Realizamos as PCRs usando o DNA de
individuos saudaveis o gendtipo homozigoto ancestral TPH1 TT e outra amostra de
um individuo controle com o gendtipo homozigoto variante TPH1 AA. As reacles
consistiram em 100ng de DNA, 1,25uL de DMSO 2%, 1,0uL de sulfato de magnésio
(MgS04) 50mM, 2,5uL de solugédo tampéo 10X, 0,5uL de dNTP 40mM, 0,1uL (2U)
de Platinum® Tag DNA Polymerase High Fidelity (Thermo Scientific®, Estados
Unidos). As misturas foram incubadas inicialmente por 2 minutos a 94°C, seguidas
de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 58°C e 1 minuto e 20 segundos
a 68°C, e extensao final de 5 minutos a 68°C.

Posteriormente, com objetivo de aumentar a sensibilidade e
especificidade de amplificacdo dos fragmentos, foi realizada uma nested-PCR
utilizando os produtos da PCR anterior em uma nova PCR, para obtencdo de
fragmentos com 376pb. A PCR consistiu em 1,0uL da PCR anterior, 1,25uL de
DMSO 2%, 1,0uL de MgSO4 50mM, 2,5uL de solucdo tampé&o 10X, 0,5uL de dNTP
40mM e 0,1uL de Dream® Taq DNA Polymerase High Fidelity (Thermo Scientific®,
Estados Unidos). Para a segunda PCR foi utilizado o iniciador direto: 5'-
CCTGCTAGCGTGTTAATTATCC -3’ (o sitio de restricdo da enzima Nhel esta
sublinhado) e iniciador indireto: 5- CCCTCGAGAAGTGACCATTTC -3’ (o sitio de

restricdo da enzima Xhol esta sublinhado).

Amplificacédo de parte da regiao 5’- flanqueadora do gene HTR1D

Foi realizado uma PCR com o iniciador direto: 5'-
CCCGGTACCTTCATGCTCACTATAG -3’ (o sitio da enzima de restricdo Kpnl esta
sublinhado) e iniciador indireto: 5’- CCCCCTCGAGTTCTAAAAAGTATCAG -3 (o
sitio da enzima de restricdo Xhol esta sublinhado) para obtencao de fragmentos com
318pb. A PCR consistiu em 50ng de DNA, 2,5uL de tampéo, 0,75uL de MgSOs4
50mM, 0,5uL dNTP, 0,5uL de iniciador direto, 0,5uL de iniciador indireto e 0,1uL Taq

DNA Polymerase Platinum (Invitrogen®, Estados Unidos).
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Digestao enzimatica

As PCRs dos alelos ancestral e variante, juntamente com o vetor pGL3
(Promega®, Estados Unidos), foram digeridas utilizando as respectivas enzimas de
restricdo. Para cada amostra (aproximadamente 150 ng), foram adicionados 10U de
cada enzima de restricdo e 2 yL da solucdo tampdo 10X de cada enzima (New
England Biolabs®, Estados Unidos), em uma mistura final de 20 pL. A reacdo de
digestéo foi realizada durante a noite a 37°C, seguida de uma inativacdo da enzima
por 20 minutos a 80°C.

Apods a digestdo enzimatica, os fragmentos das PCRs dos diferentes
alelos foram purificados novamente utilizando o kit QIAquick PCR Purification
(Qiagen®, Alemanha). Os vetores foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo, e em seguida, os fragmentos de
interesse foram purificados utilizando o kit QIAEX Il Gel Extraction (Qiagen®,

Alemanha).

Ligagéao

Apos a purificacdo das reacdes, os insertos foram clonados no vetor pGL3
(Promega®, Estados Unidos) na proporcdo de 1:5 (vetor:inserto). As misturas das
solugBes para um volume final de 10 pL estdo apresentadas na Tabela 3.

Apés o periodo de incubacdo, foram gerados os plasmideos pGL3-
TPH1_TT ou pGL3-HTR1D_GG (alelo ancestral) e pGL3-TPH1_AA ou pGLS3-
HTR1D_AA (alelo variante).

Tabela 3. Reagentes utilizados no ensaio de ligacéo dos insertos aos vetores

Reagente Tempo de incubacao
65 ng vetor pGL3*

24,2 ng de cada inserto

1 pL da enzima T4 DNA Ligase**

2 UL da solucdo T4 DNA Ligase Reaction Buffer 10X

*Promega®, Estados Unidos. **New England Biolabs®, Estados Unidos

24 horas a 14°C
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Transformacédo dos plasmideos em bactérias E. coli DH5a

Os plasmideos pGL3-TPH1_TT ou pGL3-HTR1D_GG (alelo ancestral) e
pGL3-TPH1_AA ou pGL3-HTR1D_AA (alelo variante) foram transformados em
bactérias E. coli DH5a (Life Technologies®, Estados Unidos) quimicamente

competentes. O processo de transformacao esta representado na Figura 8.

Bactérias E. coli DHS5a

Adicdo de buL da Em seguida, foi realizado As
mistura de cada reagdo choque térmico a 42°C por 30 foram

transformacgdes
semeadas em

de ligacdo (cerca de novamente
52ng) em um microtubo
contendo cerca de 25pL
de bactérias. A reagdo
foi incubada em gelo por
30 minutos;

segundos e
incubadas em gelo por 2
minutos. Apés o choque térmico,
foi acrescentado 300uL de meio
de cultura SOC: nessa etapa,
as bactérias foram incubadas a
37°C por 1 hora sob agitagdo
moderada (200rpm).

placas de Petri contendo
meio de cultura LB agar
(10g/L triptona; 10g/L
NaCl; 5g/L extrato de
levedura e 15g/L agar) e
antibiotico seletivo
ampicilina (100pug/mL) e
incubadas a 37°C por

cerca de 16 horas;

Figura 8. Representacdo esquematica do processo de transformacdo dos
plasmideos em em bactérias E. coli DH5a. O meio de cultura SOC contém: 5g/L de
extrato de levedura, 20g/L de triptona, 0,5¢/L de cloreto de s6dio, 2,5mM de cloreto
de potassio, 10mM de sulfato de magnésio, 10mM de cloreto de magnésio e 20mM
de glicose

Apo6s 16 horas de incubacdo, observou-se o crescimento de col6nias
transformadas (que incorporaram o plasmideo de interesse) na placa de Petri. As
colonias selecionadas e isoladas foram submetidas a expansao, separadamente em
tubos de polipropileno contendo 5mL de meio LB liquido (10g/L triptona, 5g/L extrato
de levedura, 10g/L NaCl) com antibiotico ampicilina (100ug/mL) a 37°C por cerca de

18 horas sob agitacdo moderada (200rpm).
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ApOs os processos de transformacéo e expansao, os clones obtidos foram
submetidos a extracdo do DNA plasmidial por meio do kit QlAprep Spin Miniprep
(Qiagen®, Alemanha). A concentracdo e a pureza do DNA plasmidial foram
determinadas por meio do espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop
Technologies®, Estados Unidos). Nessa etapa, a inser¢cdo e a orientacdo dos
fragmentos foram confirmadas por meio do Sequenciador Sanger 3730xL (Applied

Biosystems®, Estados Unidos).

Transfeccdo dos plasmideos na linhagem celular FaDu

Um dia antes da transfeccéo das células da linhagem Fadu, 1x10° células
foram cultivadas em placas de 12 pocos, em condi¢des étimas para o crescimento e
manutencao das células.

Além dos plasmideos pGL3-TPH1 TT ou pGL3-HTR1D GG (alelo
ancestral) e pGL3-TPH1_AA ou pGL3-HTR1D_AA (alelo variante) e o vetor vazio, o
plasmideo Renilla Luciferase Control Reporter (pRL) (Promega®, Estados Unidos) foi
utilizado como controle interno das reacdes, a fim de reduzir as discrepancias das
transfeccbes entre 0s grupos.

A transfeccédo dos referidos plasmideos nas células FaDu foi realizada em
trés grupos: grupo 1) plasmideo pGL3-alelo_ancestral e pRL; grupo 2) plasmideo
pGL3-alelo_variante e pRL e grupo 3) pGL3-vazio e pRL. Os ensaios foram
conduzidos em triplicata e repetidos em trés experimentos independentes.

Foram utilizados cerca de 500ng dos respectivos plasmideos de
interesse, 50ng do plasmideo pRL, em meio de cultura Opti-MEM (Life
Technologies®, Estados Unidos) durante os ensaios de trasnfeccdo. As combinacdes
dos plasmideos de cada grupo foram incubadas com 3,0 uL/pog¢o do reagente
Lipofectamina 3000™ (Life Technologies®, Estados Unidos) a temperatura ambiente
por 15 minutos. Nessa etapa, ocorre a formacdo de um complexo entre o DNA
plasmidial e o lipossomo, que é capaz de ser internalizado pelas células FaDu.

As misturas de plasmideo-lipofectamina foram adicionadas as células dos
respectivos grupos, que ja continham 700uL de DMEM sem SFB. Depois de 6 horas,
foi realizado a troca do meio DMEM, adicionando 1 mL de meio DMEM com 2% de
SFB (Gibco®, Estados Unidos) e 100U/mL de penicilina e 100ug/mL de sulfato de

estreptomicina (Cultilab®, Brasil) por poco. As células foram mantidas em atmosfera
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umidificada contendo 5% de CO2 a 37°C até o momento do ensaio do gene reporter

da luciferase.

Ensaio do gene reporter da luciferase

Apos 48 horas da transfeccdo dos plasmideos em células Fadu, foi
realizada a quantificacdo da atividade da luciferase. A lise das células foi realizada
usando 100 pL do tampéo de lise PLB (Promega®, Estados Unidos), seguida da
quantificacdo das atividades das enzimas da luciferase dos plasmideos
transfectados. Essa quantificacdo foi feita utilizando um lumindémetro (Promega®,
Estados Unidos) e o kit Dual-Luciferase® Reporter (DLR™) Assay System
(Promega®, Estados Unidos). Esse kit permitiu medir a bioluminescéncia das
luciferases firefly e renilla no mesmo experimento. A atividade relativa da luciferase
firefly de cada amostra foi normalizada em relacdo aos valores da luciferase renilla.
Para medir a bioluminescéncia da luciferase firefly, adicionamos 20 pL do lisado de
células a 100 pL do reagente LAR II. Em seguida, adicionamos 100 uL do reagente
Stop & Glo a mistura para possibilitar a leitura da luciferase renilla (Promega®,
Estados Unidos).

Anadlise de sitios de fatores de transcrigcéo

A andlise de sitios de ligacdo de fatores de transcricdo foi realizada
usando o programa computacional atSNP (atsnp.biostat.wisc.edu). O atSNP avaliou
o impacto de SNVs nos sitios de ligacdo de fatores de transcricAo no genoma
humano.1% A significancia das alteracdes na ligacdo de fatores de transcricdo foi
determinada comparando a afinidade de ligacdo do fator de transcricdo para o0s
sitios que continham o alelo ancestral ou o alelo variante. O atSNP calcula o valor de
p da estatistica de log-rank avaliada nas melhores correspondéncias de sitios de
ligacdo com ambos os alelos, referido como valor p de impacto, e um valor p de
impacto abaixo ou igual a 0,001 foi considerado significativo.% Os resultados foram
representados como pontuacdes de log de odds. Fatores de transcricdo sem

expressdo conhecida em tecidos de cabeca e pescoco foram excluidos da andlise.



40

Anélise estatistica

Foi aplicado o teste de equilibrio de Hardy-Weinberg'® para verificar a
existéncia de distribuicdo preferencial de algum dos gendétipos dos genes TPH1,
TPH2 e HTR1D entre os pacientes e os controles.

As diferencas estatisticas significativas entre os grupos foram avaliadas
pelos testes de probabilidade exata de Fisher ou qui-quadrado.

A regressdo logistica multipla foi utilizada para calcular os riscos de
ocorréncia do CCEOF, com obtencéo das razdes das chances (ORs) ajustadas pela
idade, sexo e habito do tabagismo, considerando o intervalo de confianca (IC) de
95%.

Utilizamos as curvas de Kaplan-Meier (KM) para avaliar a sobrevida dos
pacientes, estimando os tempos de SLE e SG. A SLE foi determinada a partir do
diagnéstico até a ocorréncia da primeira progressédo, recidiva da doenca, Obito
relacionado a doenca ou perda de seguimento. A SG foi calculada desde o
diagnostico até o 6bito por qualquer causa ou perda de seguimento. A andlise
comparativa das curvas foi realizada utilizando o teste de log-rank. Avaliamos o fator
progndstico de cada variavel (caracteristicas clinicas e do tumor) por meio da andlise
univariada de Cox. Em seguida, incluimos todas as variaveis com p< 0,10 na anélise
multivariada de Cox. Os resultados significativos (p< 0,05) foram validados
internamente por meio da analise de bootstrap, uma técnica de reamostragem dos
dados originais para obter desvios-padrao mais confidveis (10.000 repetices).

Para analisar a atividade da luciferase entre os grupos, utilizamos o teste
de Shapiro-Wilk para avaliar a distribuicdo normal dos valores das amostras, e 0s
resultados da luciferase foram submetidos ao teste t de Student.

Foram considerados significativos os valores de p< 0,05. Todas as
andlises foram executadas no software estatistico SPSS 21.0 (SPSS Incorporation®,
Estados Unidos).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussdo do estudo foram publicados na revista
cientifica internacional Head & Neck e podem ser consultados no artigo intitulado
Influence of variants in serotonin modulating genes on the risk, aggressiveness, and
prognosis of oropharynx cancer (DOI: 10.1002/hed.27394) (Apéndice 1).
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CONCLUSOES
A SNV TPH1 rs623580 influenciou o risco de ocorréncia do CCEOF e

modulou a atividade transcricional do gene TPH1, possivelmente devido ao impacto
no sitio de ligacéo do fator de transcricdo RUNX1.

A SNV TPH2 rs4570625 nao apresentou influéncia no risco, nas
caracteristicas do tumor ou na sobrevida dos pacientes com CCEOF.

A SNV HTR1D rs674396 foi associada ao prognostico dos pacientes com
a doenca e com a alteracdo da atividade de transcricdo do HTR1D, possivelmente

devido a alteracéo do sitio de ligacao do fator de transcricdo SOX8.
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Versdo: 5
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Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

MNamero do Parecer: 4359 521

Apresentacio do Projeto:

Solicitagdo de emenda ao projeto orginal.

Segundo o documento F"B_INFDRMA{;DES_Eﬁ.SICAS_ﬁEQED‘I_ELpdf 21102020 ©  Justificativa da
EmendaVenho por meio desta solicitar a emenda para avaliacao adicional dos polimorfismas TPHA
rsB23580, TPH2 rs4570625 e 5-HTR1D rs674386 no projeto intitulado “Influéncia de variantes genéticas em
moduladores da serotonina no risco e progndstico de pacientes com cdncer de orofaringe” aprovado sob o
numero do parecer: 3.449 210 e CAAE: 15054219 8.0000.5404. O empréstimo de 55 paciente e
S5controles ird completar o total de 510 participantes. Vale comentar que os demais pacientes e controles
& foram submetidos a ligacao & posterior aprovacao.

Objetivo da Pesquisa:

Inclusdo de um objetivo secundrio:

Objetivos secundario 1) Verificar se os distintos gendtipos (hamozigoto selvagem, heterozigoto, homozigoto
variante) dos referidos SNPs influenciam o risco de ecorréncia do CCEOF em 255 pacientes e 255
controles, os aspectos clinicos dos pacientes (sexo, cor da pele, habitos do tabagismo & do etilismo) e as
caracteristicas do tumor (localizagao, grau de diferenciacio & estagio
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Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Inalterados

Comentérlos o Conslderactes sobre a Pesquisa:

O empréstimo com posterior devolugio de S5amostras de pacientes com cancer de orofaringe
amazenadas no Biorrepositdrio projeto “Andlize funcional de genes polimdrficos em carcinoma de células
escamosas de orofaringe’ (CAAE: 48904215.8.0000.5404 Je 55deindividuos saudaveis (controles)
amazenadas no Biomepositono do projeto “Influéncia de polimordfismos na via TNFR2 na susceptibilidade e
progndstico de pacientes com melanoma cutdneo” (CAAE n® 02607118 .9.0000.5404)para o
desenvolvimento do projeto completard o tamanho amostral do estudoi{n= 502).

Vale comentar quea pesquisadora responsavel pelo projeto Gabriela Souza Rodrigues de Queinoz realizara
ligagies via Skypesolicitando aautonzagio dos participantes, Aléemdisso,as referidas informagies foram
incluldas (tarja amarela) na nova versao do projeto,

Ha pesquisadores em comum em todos os projetos citados, garantindo que os dados dos participantes néo
serdo encaminhado a pesquisadores que ndo fizeram pare do estudo inicial.

Vale comentar que todas as amostras que serdo utilizadas no estudo ja se encontram armazenadas no
biorrepositdnio do Laboratério de Genética do Cancer (LAGECA) da Faculdade de Ciéncias Meédicas (FCM)
da UNMICAMP, vinculadas aos projetos de pesquisa que estido em andamento: CAAE:
48904215.8.0000.5404, 90922518.1.0000.5404 e 0:2607118.9.0000.5404, O armazenamento das refendas
amostras foi aprovado anteriormente pelo CEP da PRP da UNICAMP. Frente ao exposto, solicitamos o
compartilhamento das amostras para 8 execugio do nosso estudo.  Assim, sera necessano oblter o
consentimento livre e esclarecido dos 255 pacientes e 255 controles oralmente. As entrevistas serfio
realizadas por telefone, Para isto, serd ulilizado um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
para o5 pacientes {anexo 5) € um TCLE para os controles (anexo 6) que serfio lidos para os individuos que
serfio convidados & paricipar do estudo, Depois disso, sera dada a oportunidade para que os indiv(duos
fagam perguntas e esclaregam dividas. Quando o individuo se considerar satisfeito com as informagdes e
esclarecimentos recebidos, |he serd perguntado se aceita participar do estudo e se formalizara o seu
consentimento de forma oral, o que sera gravade. Vale comentar que somente a aluna de mestrado
Gabriela Souza Rodrigues de Queiroz tera acesso ao nome dos pacientes e dos controles e de seus
respectivos telefones para convida-los a paricipar do estudo. A participagiio na pesquisa desses individuos
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néo envolve riscos previsiveis, no entanto eles poderdo sentir um desconforto em responder as 15
perguntas. Caso isso ocomra, o individuo poderd avisar a entrevistadora e se desejar, encerrar a entrevista,
Para os individuos que evoluiram ao obito & para aqueles com perda de seguimento clinico, sem a
possibilidade de contato telefdnico, solicitamos a dispensa da aplicagio do TCLE ao CEP da PRP da
UMNICAMP,

Caracleristicas clinicas

Os dados relativos a identificagio, a idade, ao género, a cor da pele, ao habito de fumar e ao etilismo foram
coletados de pacientes e controles por meio de questionario espec(fico aplicado pelos pesquisad ores
responsdveis pelo estudo. Ressaltando que esses dados foram obtidos através dos estudos anteriores
(CAAE: 45904215.8,0000.5404, 90922518,1,0000,5404 e 02607118.9,0000.5404), sendo que serdo usados
no atual estudo mediante aprovacio do CEP & autonizagio dos pacientes @ controles.

Tamanho da Amostra no Brasil: 510,

Consideracdes sobre os Termos de apresentacéo obrigataria:
Para a presente versfo;

- Solicitacac_Emenda. pdf 08/11/2020:co0m destaque nas novas amaostras.

- Projato_Mestrado pdf 08/11/2020 : com destaque nas alteragdes da emenda,

= TCLE _pacientes_emenda,pdf 08/11/2020 .

- TCLE _controle_emenda, pdf 08/11/2020 ;

Recomendacbes:

O= projetos citados para utilizagdo de matenal bickigico ndo apresentam relatdno de acompanhamento ao
CEP como solicitado nos pareceres de aprovagao.

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequacdes:

Em consideragiio ao parecer anteror de 07 de Novembro de 2020, Nomero do Parecer; 4,384,634

- Apresenta TCLE para o nove grupe de participante.

- Atualiza PB,

Consideragdes Finais a critério do CEP:

= 0 participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre @ Esdlarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).
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= O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de refirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquiza, sem penalizagdo alguma e sem prejulzo ao seu cuidado (quando aplicdvel).

= ) pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagio do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apds andlise das
razdes da descontinuidade pelo CEF que o aprovou, O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto 4 descontinuacio, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagnostica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de acio imediata com intuito de proteger os
participantes,

= CEP deve =er informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso nommal do
estudo, E papel do pesquisador assegurar medidas imedialas adequadas frenle a evenlo adverso grave
ocomido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagio aos CEP e 4 Agéncia Macional de
Wigilancia Sanitada — ANVISA — junio com seu posicionamenta,

- Eventuais modificagfes ou emendas ao protocole devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovagio
do CEFP para continuidade da pesquisa.

- Em caso de projetos do Grupe | ou |l apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las tambem & mesma, junto com o parecer aprovatdrio do CEP, para serem
juntadas ao protocolo inicial,

- Relatonos parciais semestrais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a
data deste parecer de aprovagio e ao témino do estudo.

-Lembramos que sequndo a Resolugao 466/2012 | item XI.2 letra e, "cabe a0 pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONMEP a qualquer momento”.

-0 pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquive, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquinvg Postagem Autor Situagio
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_158920( 08/11/2020 Aceito
do Projeto 1 _E1.pdf 16:40:35
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Anexo 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Pacientes)

Titulo da pesquisa: Influéncia de variantes genéticas em moduladores da
serotonina no risco e prognostico de pacientes com cancer de orofaringe

Nomes dos responsaveis: Gabriela Souza Rodrigues de Queiroz e Gustavo Jacob
Lourenco

NUumero do CAAE: 15054219.8.0000.5404

Entrevista com paciente por meio de telefone

O(A) senhor(a) participou anteriormente da pesquisa sobre analise de polimorfismos
genéticos e o risco de desenvolvimento de cancer de cabeca e pescoco. Neste
momento, estamos realizando uma nova pesquisa que tem como objetivo avaliar
variagbes genéticas em moduladores da serotonina, relacionada ao
desenvolvimento tumoral. Gostaria de convida-lo(a) a participar como voluntario(a)
desta nova pesquisa. Eu vou ler um documento chamado Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido que visa assegurar seus direitos como participante e que tem
informagdes sobre a pesquisa e no que consiste a sua participacdo, para que o(a)
senhor(a) possa decidir se deseja ou ndo participar. Nao havera nenhum tipo de
penalizacdo ou prejuizo se o(a) senhor(a) ndo aceitar participar ou retirar sua

autorizacdo a qualquer momento.

Justificativa e objetivos:

Esta pesquisa tem como objetivo investigar variantes genéticas envolvidas com a
producdo e a captacdo da serotonina, que foi relacionada com o desenvolvimento
tumoral. Sera estudado uma predisposicdo pessoal para o desenvolvimento do
cancer de orofaringe por meio da analise de segmentos de DNA. Este estudo podera
ajudar a melhorar o entendimento sobre esse tipo de cancer e contribuir para o
melhor entendimento sobre a relacdo da genética e o desenvolvimento do cancer de

cabeca e pescoco.
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Procedimentos:

1) Se o(a) senhor(a) aceitar participar desta pesquisa, sera entrevistado(a), por
telefone via Skype, um programa que nos permite ligar diretamente no seu telefone
e/ou celular e gravar a entrevista mediante a sua autorizagdo. A entrevista sera
realizada em data e horario que lhe for mais conveniente. Durando
aproximadamente 10 minutos e sera realizada por uma entrevistadora que foi
especialmente treinada para isto. Serdo feitas perguntas sobre sua doenca e habitos
pessoais.

2) Antes de iniciar a entrevista, a entrevistadora perguntara se o(a) senhor(a)
aceita participar da pesquisa e se autoriza gravar a entrevista.

3) Informamos ao senhor(a) que apOs sua autorizacdo, alguns dados ja
coletados anteriormente, como data de nascimento, idade, sexo, cor de pele, habitos
de tabagismo e etilismo serdo novamente utilizados utilizados no atual estudo, assim
como, os dados obtidos do prontuério referidos a data do diagndstico, sitio, regido
do tumor, estagiamento, estagio do tumor e grau de diferenciacao celular.

4) Seu nome ndo sera registrado junto com a gravacao da entrevista, para que
nao seja possivel identifica-la. Para isto, o(a) senhor(a) sera identificado(a) somente
por um namero. Ninguém, além da equipe da pesquisa, tera acesso a gravacao.
Quando os resultados da pesquisa forem apresentados, a identidade das pessoas
que participaram da pesquisa nunca sera revelada.

5) O(A) senhor(a) pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento,
ou pode deixar de responder a qualquer pergunta, sem que isso Ihe cause qualquer

tipo de prejuizo.

Desconfortos e riscos:

A sua participacdo nesta pesquisa ndao envolve nenhum tipo de risco previsivel, no
entanto o(a) senhor(a) podera sentir um desconforto em responder as perguntas
durante a entrevista. Caso isso ocorra, podera avisar a entrevistadora e se desejar

encerrar a entrevista.
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Beneficios:

Participando da pesquisa o(a) senhor(a) ndo terd nenhum beneficio direto, porém
acreditamos que os resultados deste estudo poderdo contribuir para o melhor
entendimento sobre a relagéo da genética com o cancer de cabeca e pescoco.

Sigilo e privacidade:

O(A) senhor(a) tem a garantia de que sua identidade serd mantida em sigilo e
nenhuma informacgéo serd dada a outras pessoas que nao fagcam parte da equipe de
pesquisadores. Na divulgacdo dos resultados desse estudo, seu nome nao sera
citado. As entrevistas serdo armazenadas em local seguro e somente a equipe de
pesquisa tera acesso a esse material. ApOs cinco anos as entrevistas serao

destruidas.

Ressarcimento e indenizacao:

O(A) senhor(a) ndo recebera nenhum tipo de ressarcimento pela participacdo nesta
pesquisa porque a entrevista sera realizada por telefone. O(A) senhor(a) tera a
garantia ao direito de indenizacdo diante de eventuais danos decorrentes da

pesquisa.

Contato:

O(A) senhor(a) pode fazer perguntas, pedir esclarecimentos sobre esta pesquisa
sempre que quiser. Para isto, pode contatar o pesquisador responsavel pelo estudo
que é o Dr. Gustavo Jacob Lourenco pelo telefone (19) 3521-9120 ou a
pesquisadora Gabriela Souza Rodrigues de Queiroz pelo telefone (19) 3521-8695 de
segunda a sexta-feira das 8:30 as 17:30 horas. Caso tenha alguma reclamacéao
sobre os aspectos éticos desta pesquisa, pode contatar o Comité de Etica em
Pesquisa da Pré-Reitoria de Pesquisa da Universidade Estadual de Campinas, das
8:30hs as 11:30hs e das 13:00hs as 17:00hs, situado a Rua Tessélia Vieira de
Camargo, 126; Distrito de Bardo Geraldo, Campinas, SP, CEP: 13083-887; telefones
(19) 3521-8936 3521-7187; e-mail:

cep@fcm.unicamp.br.
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Responsabilidade do pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da Resolucdo 466/2012 CNS/MS e
complementares na elaboragdo do protocolo e na obtencdo deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e esclarecido
todas as duvidas. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o
projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos
nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou

conforme o consentimento dado pelo participante.

Consentimento livre e esclarecido:

Apbs ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos,
métodos, beneficios previstos, potenciais riscos e o0 incbmodo que esta possa
acarretar:

1) O(A) senhor(a) aceita participar da pesquisa?

[1] SIM

[2] NAO — AGRADECA E ENCERRE

2) Podemos fazer a entrevista agora?
[1] SIM (IR PARA 4)
[2] NAO (IR PARA 3)

3) Podemos agenda-la para quando?
4) Posso gravar a entrevista?

[1] SIM
[2] NAO — AGRADECA E ENCERRE A ENTREVISTA



61

Anexo 3

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Controles)

Titulo da pesquisa: Influéncia de variantes genéticas em moduladores da
serotonina no risco e prognostico de pacientes com cancer de orofaringe

Nomes dos responsaveis: Gabriela Souza Rodrigues de Queiroz e Gustavo Jacob
Lourenco

NUumero do CAAE: 15054219.8.0000.5404

Entrevista com controle por meio de telefone

O(A) senhor(a) participou anteriormente como voluntario da pesquisa “Influéncia de
polimorfismo no gene PDCD1, regulador da atividade linfocitaria, na expressao
génica e na suscetibilidade ao melanoma cutaneo”. Neste momento, estamos
realizando uma nova pesquisa que tem como objetivo avaliar variacdes genéticas
em moduladores da serotonina, relacionada ao desenvolvimento tumoral. Gostaria
de convida-lo(a) a participar como voluntario(a) desta nova pesquisa. Eu vou ler um
documento chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que visa
assegurar seus direitos como participante e que tem informacgdes sobre a pesquisa e
Nno que consiste a sua participacao, para que o(a) senhor(a) possa decidir se deseja
ou ndo participar. Nao havera nenhum tipo de penalizacdo ou prejuizo se o(a)

senhor(a) ndo aceitar participar ou retirar sua autorizacéo a qualquer momento.

Justificativa e objetivos:

Esta pesquisa tem como objetivo investigar variantes genéticas envolvidas com a
producdo e a captacdo da serotonina, que foi relacionada com o desenvolvimento
tumoral. Sera estudado uma predisposicdo pessoal para o desenvolvimento do
cancer de orofaringe por meio da analise de segmentos de DNA. Este estudo podera
ajudar a melhorar o entendimento sobre esse tipo de cancer e contribuir para o
melhor entendimento sobre a relacdo da genética e o desenvolvimento do cancer de

cabeca e pescoco.
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Procedimentos:

1) Se o(a) senhor(a) aceitar participar desta pesquisa, sera entrevistado(a), por
telefone via Skype, um programa que nos permite ligar diretamente no seu telefone
e/ou celular e gravar a entrevista mediante a sua autorizagdo. A entrevista sera
realizada em data e horario que Ihe for mais conveniente. Durando
aproximadamente 10 minutos e serd realizada por uma entrevistadora que foi
especialmente treinada para isto. Serdo feitas perguntas sobre sua doenca e habitos
pessoais.

2) Antes de iniciar a entrevista, a entrevistadora perguntara se o(a) senhor(a)
aceita participar da pesquisa e se autoriza gravar a entrevista.

3) Informamos ao senhor(a) que apOs sua autorizacdo, alguns dados ja
coletados anteriormente, como data de nascimento, idade, sexo, cor de pele, habitos
de tabagismo e etilismo serdo novamente utilizados no atual estudo.

4) Seu nome nao sera registrado junto com a gravacao da entrevista, para que
nao seja possivel identifica-la. Para isto, o(a) senhor(a) sera identificado(a) somente
por um numero. Ninguém, além da equipe da pesquisa, tera acesso a gravacao.
Quando os resultados da pesquisa forem apresentados, a identidade das pessoas
gue participaram da pesquisa nunca sera revelada.

5) O(A) senhor(a) pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento,
ou pode deixar de responder a qualquer pergunta, sem que isso lhe cause qualquer

tipo de prejuizo.

Desconfortos e riscos:

A sua participacdo nesta pesquisa ndo envolve nenhum tipo de risco previsivel, no
entanto o(a) senhor(a) podera sentir um desconforto em responder as perguntas
durante a entrevista. Caso isso ocorra, podera avisar a entrevistadora e se desejar

encerrar a entrevista.

Beneficios:
Participando da pesquisa o(a) senhor(a) ndo tera nenhum beneficio direto, porém
acreditamos que os resultados deste estudo poderdo contribuir para o melhor

entendimento sobre a relacdo da genética com o cancer de cabeca e pescoco.
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Sigilo e privacidade:

O(A) senhor(a) tem a garantia de que sua identidade sera mantida em sigilo e
nenhuma informacéo serd dada a outras pessoas que nao facam parte da equipe de
pesquisadores. Na divulgacdo dos resultados desse estudo, seu nome ndo sera
citado. As entrevistas serdo armazenadas em local seguro e somente a equipe de
pesquisa tera acesso a esse material. Ap0S cinco anos as entrevistas serao

destruidas.

Ressarcimento e indenizacao:

O(A) senhor(a) ndo recebera nenhum tipo de ressarcimento pela participacdo nesta
pesquisa porque a entrevista sera realizada por telefone. O(A) senhor(a) terd a
garantia ao direito de indenizagdo diante de eventuais danos decorrentes da

pesquisa.

Contato:

O(A) senhor(a) pode fazer perguntas, pedir esclarecimentos sobre esta pesquisa
sempre que quiser. Para isto, pode contatar o pesquisador responsavel pelo estudo
que é o Dr. Gustavo Jacob Lourenco pelo telefone (19) 3521-9120 ou a
pesquisadora Gabriela Souza Rodrigues de Queiroz pelo telefone (19) 3521-8695 de
segunda a sexta-feira das 8:30 as 17:30 horas. Caso tenha alguma reclamacao
sobre os aspectos éticos desta pesquisa, pode contatar o Comité de Etica em
Pesquisa da Pré-Reitoria de Pesquisa da Universidade Estadual de Campinas, das
8:30hs as 11:30hs e das 13:00hs as 17:00hs, situado a Rua Tessélia Vieira de
Camargo, 126; Distrito de Bardao Geraldo, Campinas, SP, CEP: 13083-887; telefones
(19) 3521-8936 3521-7187; e-mail:

cep@fcm.unicamp.br.

Responsabilidade do pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da Resolucdo 466/2012 CNS/MS e
complementares na elaboragdo do protocolo e na obtencdo deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e esclarecido
todas as duvidas. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o
projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos
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nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou

conforme o consentimento dado pelo participante.

Consentimento livre e esclarecido:
Apos ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos,
meétodos, beneficios previstos, potenciais riscos e o incobmodo que esta possa

acarretar:

1) O(A) senhor(a) aceita participar da pesquisa?
[1] SIM
[2] NAO — AGRADECA E ENCERRE

2) Podemos fazer a entrevista agora?
[1] SIM (IR PARA 4)
[2] NAO (IR PARA 3)

3) Podemos agenda-la para quando?
4) Posso gravar a entrevista?

[1] SIM
[2] NAO — AGRADECA E ENCERRE A ENTREVISTA
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Background: Serotonin (5-HT) is involved in regulating tumor growth, as well
as psychiatric disorders. It is synthesized by tryptophan hydroxylase (TPH) and
acts through 5-HT receptors (HTRs). Single-nucleotide variations (SNVs) in
TPH1 15623580 (T>A), TPH2 154570625 (G>T), and HTRID rs674386 (G>A)
may affect 5-HT levels. However, the effect of these SNVs on oropharynx carci-
noma (OPC) is unknown.

Methods: DNA from 251 patients with OPC and 254 controls was analyzed by
RT-PCR. Transcriptional activity of TPHI rs623580 and HTRID rs674386 was
studied by luciferase assays. Multivariate statistical tests were utilized to evalu-
ate group differences and survival outcomes.

Results: TPH1 TT was more frequent in patients than in controls (OR: 1.56,
p = 0.03). Patients with HTRID GG/GA showed invasive tumors (p = 0.01)
and shorter survival (HR: 1.66, p = 0.04). TPH1 TT (0.79-fold, p = 0.03) and
HTRI1D GG (0.64-fold, p = 0.008) presented lower transcriptional activity.
Conclusion: Our data suggest that SNVs in 5-HT modulating genes can
influence OPC.

KEYWORDS

aggressiveness, oropharynx cancer, prognosis, risk, serotonin, single-nucleotide variant

nervous system and peripheral circulation, respectively.’
While the study of 5-HT has traditionally focused on its

Oropharynx (OP) squamous cell carcinoma (SCC) is a
significant contributor to morbidity and mortality." In
2020, it was estimated that there were over 98 000 cases
of oropharynx cancer.” Smoking and alcohol consump-
tion® as well as infection by human papillomavirus
(HPV)* have been established as the key risk factors for
OPSCC.

Serotonin, also known as 5-hydroxytryptamine
(5-HT), is a multifunctional molecule that has properties
of both a neurotransmitter and a hormone in the central

role in regulating mood and behavior, its significance in
cancer biology has become increasingly recognized.>°
5-HT has been implicated in the development and
progression of various types of cancer, including
prostate,”® bladder,” lung,'® colorectal,"* breast,"* and
hepatocellular carcinoma.'*'* Studies have shown that
stimulation of tumor cells by 5-HT leads to the activation
of oncogenic signaling pathways, such as the PI3K/Akt
and MAPK pathways, which contribute to tumor growth,
invasion, and metastasis.®*®!'> However, other studies

1790 | © 2023 Wiley Periodicals LLC.
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have reported that 5-HT could inhibit tumor growth, pri-
marily via the vasoconstrictive effects of 5-HT on tumor
vessels.'® These findings suggest that the role of 5-HT in
tumor growth is concentration-dependent and tissue-
specific.®’

5-HT is synthesized from tryptophan through a two-
step process catalyzed by the enzymes tryptophan hydrox-
ylase (TPH) and decarboxylase.® Recent research has
shown that TPH1 contributes to the regulation of cellular
proliferation, migration, and chemoresistance in glioma
cells through its involvement in the NF-kB signaling.'®

The effects of 5-HT are mediated through several
5-HT receptors (HTRs).® HTR subtypes have been impli-
cated in the progression of specific solid tumors,'”' with
the HTR1D overexpressed in head and neck tumors.'>*
Activation of HTR1D has been shown to promote lung
metastasis of colorectal cancer through the axinl/p-cate-
nin/MMP7 pathway,”' increase tumor proliferation in
pancreatic®>** and gastric cancer cells,** and inhibit apo-
ptosis of pancreatic cancer cell lines via PI3K-Akt signal-
ing pathway.>

The prognostic value of HTRID expression has been
demonstrated in specific cancer types, with low expres-
sion predicting a worse outcome in colorectal cancer,*
while upregulation has been associated with poor over-
all survival in hepatocellular carcinoma*® and oral
scc.®

Single-nucleotide variants (SNVs) in 5-HT modulator
genes, including TPH1 (gene ID 7166), TPH2 (gene ID
121278), and HTR1D (gene ID 3352), have been shown to
impact 5-HT levels?’*® and have been linked to behav-
ioral and psychological symptoms.>*

SNVs located in the 5-flanking region (regulatory
region) of a gene can impact gene expression and may play
a role in the development of OPSCC.' TPHI rs623580,
TPH?2 rs4570625, and HTRID rs674386 are SNVs in this
region that have the potential to alter the function of regula-
tory elements and influence gene transcription.””**

The A allele of TPHI rs623580 (T>A)*'>? and the T
allele of TPH2 rs4570625 (G>T)***** have been associ-
ated to depressive disorders, while the A allele of HTRID
1674386 (G>A) has been linked to anorexia nervosa.**
The T allele of TPH2 rs4570625 has been shown to
reduce TPH2 expression.”’*® However, the functional
effects of TPH1 rs623580 and HTRID rs674386 are still
unknown.

Despite this, the potential impact of these SNVs on
cancer development and progression, including OPSCC,
is yet to be studied. Thus, we hypothesize that these
SNVs in the genes regulating the 5-HT system may affect
the risk, progression, and outcome of OPSCC. To the best
of our knowledge, this investigation is the first study to
explore this hypothesis.
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2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Study population

This retrospective study included 251 patients with
OPSCC who attended the Clinical Oncology Service of
the University Hospital between March 2002 and August
2016. The control sample included 254 blood donor
volunteers recruited from the Hematology and
Hemotherapy Center of our University in the same
period. Our University's Institutional Research Ethical
Committee approved the study (reference number:
15054219.8.0000.5404). Our study followed the ethical
guidelines of the Declaration of Helsinki. All partici-
pants signed informed consent.

All participants afforded age, sex (female or male),
and tobacco habits (no smoker, active, or former
smoker). For patients, the World Health Organization
and the TNM system criteria of the American Joint Com-
mittee of Cancer Staging assessed the diagnosis and
tumor stage, respectively.”> P16 immunohistochemistry
and in situ hybridization were performed in tumor frag-
ments, aiming to test the presence of human papillomavi-
rus type 16 (HPV 16).!

Our survival analysis included 245 patients. Six of our
patients searched for other treatment services and no
consistent clinical information could be obtained. The
treatment protocol included surgery, chemotherapy
(CT) based on cisplatin (80-100 mg/m?) or carboplatin
(area under the curve), and radiation therapy
(RT) (35 sessions, 2 Gy per session). Medical records pro-
vided information on treatment and follow-up data. The
end of the follow-up period was March 2022.

2.2 | Selection of SNVs

The TPHI 1rs623580, TPH2 rs4570625, and HTRI1D
1s674386 SNVs were chosen using the University of Cali-
fornia Santa Cruz (UCSC) Genome Browser Database
(genome.ucsc.edu). Searches were conducted based on
the following criteria: SNVs location at the 5'-flanking
region, a minor allele frequency of 0.20 or grander in the
1000 Genomes Project combined population,*® and those
previously published in the literature (Table S1, Support-
ing Information).

2.3 | Genotyping

DNA was isolated from the leukocytes of all partici-
pants. The genotypes of studied SNVs were obtained
by polymerase chain reaction using TaqMan® assays
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(rs623580: C_2645676_10, 1s4570625: C_226207_10,
and rs674386: C_3278318_10; Applied Biosystems),
according to manufacturer's instructions. For quality
control, 10% of the samples were genotyped twice in
two independent reactions.

24 | Transcriptional activity

Due to a significant result obtained, we examine whether
SNVs rs623580 and rs674386 modulate the transcription
activity of TPH1 and HTRID, respectively, using luciferase
reporter gene assay in the human pharyngeal SCC cell line
(FaDu) purchased from the American Type Culture Col-
lection (ATCC, HTB-43).

2.5 | FaDu cell line

The FaDu was cultured in Dulbecco's modified Eagle's
medium (DMEM) (Gibco) supplemented by fetal bovine
serum (FBS) (10%) and penicillin-streptomycin (100 pg/mL)
(Sigma-Aldrich) in an incubator at 37°C with a humidified
atmosphere and 5% CO,. All cells were free of mycoplasma.
Tandem repeat analysis validated the FaDu cells.

2.6 | Construction of plasmids

The 5'-flanking region of TPHI rs623580_T (ancestral
allele) and rs623580_A (variant allele) DNA of individuals
with known TPHI TT and AA genotypes, respectively,
were amplified by nested-PCR using 2U of Platinum Taq
DNA Polymerase High Fidelity (Thermo Scientific) and
specific ~ primers  (forward: 5-AGCAACTTTTCCA
CATGTTT-3' and reverse: 5-GAAAAGAAGGGACACT
GAGATC-3') to obtain fragments with 867 base pairs
(bps). After, the obtained fragments were amplified by
PCR using 2U of Platinum Taq DNA Polymerase High
Fidelity (Thermo Scientific) and specific primers with
restriction site for Nhel (forward: 5-CCTGCTAGCGTGT
TAATTATCC-3', where the Nhel site is underlined) and
Xhol (reverse: 5-CCCTCGAGAAGTGACCATTTC-3;
where the Xhol site is underlined) to obtain fragments
with 376 bps. Fragments were inserted into the Nhel and
Xhol cloning sites in the pGL3-basic luciferase reporter
vector (Promega) by sticky-end ligation. Fragments were
placed upstream of the firefly luciferase reporter gene. Plas-
mids were transformed into DH5a competent Escherichia
coli cells (Invitrogen). The sequence and cloning orientation
in the pGL3 vector was determined via direct sequencing.
After procedures, the plasmids pGL3_rs623580_T and
pGL3_rs623580_A were obtained.

Similarly, the 5'-flanking regions of HTRID
rs674386_G (ancestral allele) and rs674386_A (variant
allele) DNA were amplified from individuals with
HTRID TT and AA genotypes, respectively, using PCR
with specific primers containing restriction sites for
Kpnl (forward: 5-CCCGGTACCTTCATGCTCACTA-
TAG-3'; where the Kpnl site is underlined) and Xhol
(reverse: 5-CCCCCTCGAGTTCTAAAAAGTATCAG-3,
where the Xhol site is underlined). The resulting frag-
ments of 318-bp fragments were then inserted into the
Kpnl and Xhol cloning sites in the pGL3-basic luciferase
reporter vector using the same method described above.
Subsequently, the plasmids pGL3_rs674386_G and pGL3_
rs674386_A were generated.

2.7 | Dual-luciferase reporter assay

FaDu cells were transiently transfected with the obtained
plasmids, empty pGL3-basic vector, and Renilla luciferase
control reporter (pRL) (normalizing control) (Promega)
using Lipofectamine 3000 (Invitrogen), according to the
manufacturer's instructions. FaDu cells (1 x 10°) were
seeded in 12 well plates with DMEM medium 24 h prior to
transfection. In summary, cells were transfected in three
different groups in each assay: 500 ng of constructed pGL3
(pGL3_rs623580_T or pGL3_rs674386_G) co-transfected
with 50 ng of pRL and 500 ng of constructed pGL3
(pGL3_rs623580_A or pGL3_rs674386_A) co-transfected
with 50 ng of pRL.

Cells were harvested 48 h after transfection and lucif-
erase activity was measured using the Dual-Luciferase
Reporter Assay System kit (Promega), according to the
manufacturer's instructions. Relative firefly luciferase
activity was normalized to the pRL vector activity. Assays
were performed in triplicate, repeated, and included a
negative control in each reaction.

2.8 | Transcription factor binding motif
analysis

The predicted binding scores of transcription factors (TFs)
were calculated using atSNP (atsnp.biostat.wisc.edu).
atSNP tested the impact of SNVs on TF binding motifs in
the human genome.”” The significance of changes in TF
binding was determined by comparing the binding affinity
of the TF for motifs that contained either the ancestral
allele or the variant allele. The atSNP search calculates the
p-value of the log-rank statistic evaluated at the best motif
matches with both alleles, referred to as the p-value
impact, and a p-value impact below or equal to 0.001 was
considered significant.’” The results were represented as
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log odds scores. TFs with no known expression in head
neck tissues were excluded from the analysis.

2.9 | Statistical analysis
The Hardy-Weinberg (HW) equilibrium was tested using
the chi-square (y?) statistics for the goodness-of-fit test.

Comparison of groups (bivariate analysis) was per-
formed by t test and y* or Fisher's exact test. Multivariate
analysis using logistic regression model (backward
method) served to obtain age, sex, and tobacco status
adjusted crude odds ratios (ORs) with 95% confidence
intervals (CI), and to assess associations between geno-
types and OPSCC. The statistical power was obtained by
the G*Power tool (gpower.hhu.de).

For survival analysis, the event-free survival (EFS)
was calculated from the date of diagnosis until the date
of progression of disease, the first relapse, death by dis-
ease, or the last follow-up. Overall survival (OS) was
calculated from the date of diagnosis until the date of
death, resulting from any cause, or the date of last
follow-up. EFS and OS curves were plotted using the
Kaplan-Meier method. The prognostic impact of
patients’ characteristics (age, sex, tumor location,
tumor stage, and surgery procedures) on survival of
patients was assessed by Cox proportional hazard ratio
(HR) regression. In a second step, all variables with
p < 0.10 were included in a multivariate Cox regression
(backward conditional stepwise selection). A bootstrap
analysis (n = 10 000) based on random resampling was
applied to ensure the stability of the Cox regression
model.

For all statistical tests, significance is two-sided and
achieved when p-values were <0.05. All tests were car-
ried out using the SPSS 21.0 software (SPSS Inc.).

3 | RESULTS

3.1 | Study population
Demographics from 251 patients with OPSCC and
254 healthy subjects are presented in Table S2. Patients
were older than the control individuals (p < 0.0001).
The percentages of men (90.8% vs. 78.0%), smokers
(or formers) (95.6% vs. 76.8%) were higher in patients
than in controls (p < 0.0001). These differences were
corrected in all comparisons using multivariate statisti-
cal analysis.

Frequencies of tumor characteristics are shown in
Table S2. Tumors located at the base of the tongue
(45.8%) and at an advanced staged (TNM stage IV)
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(73.7%) were observed in most patients. Eight patients
(3.2%) had a positive tumor for HPV type 16.

Out of 245 patients, information on therapy could not
be obtained for six of them. The remaining 239 patients
underwent treatment with a combination of CT, RT, and
surgery. Among these, 199 patients received neoadjuvant
therapy, with 189 receiving concomitant CT and RT, four
receiving only CT, and six receiving only RT. The remain-
ing 40 patients underwent surgery, with 11 of them hav-
ing received neoadjuvant therapy with RT and 25 having
received neoadjuvant therapy with concomitant CT
and RT.

3.2 | Genotyping

Patient and control samples did not deviate from HW
equilibrium for TPHI rs623580 (y* = 0.01, p = 0.92 and
;(2 =0.59, p=0.44, respectively), TPH2 134570625
(#*=0.59, p=044 and y*=123, p=0.26, respec-
tively), and HTRID 15674386 (y> = 0.67, p = 0.41 and
x° = 0.55, p = 0.45, respectively) loci.

3.3 | OPSCCrisk and SNVs
Carriers of TPH1 rs623580 TT genotype (44.8% vs. 34.6%,
p=0.03) and T allele (66.3% vs. 59.8%, p = 0.02) were
more common in patients than in controls. Subjects with
reported variants had a 1.56-fold (95% CI: 1.02-2.37) and
1.41-fold (95% CI: 1.05-1.91) increased risk for OPSCC
than others (Table 1).

Frequencies of TPH2 rs4570625, HTRID rs674386,
and combined genotypes were similar in patients and
controls (Table 1).

3.4 | Tumor malignancy and SNVs

No associations were observed between tumor location

and TPHI1 rs623580, TPH2 rs4570625, and HTRI1D

rs674386 genotypes in our sample (data not shown).
The HTRID GG or GA genotypes were more frequent

in invasive tumors (T4) than in the others (T1, T2, or T3)

(91.5% vs. 80.6%, p = 0.01) (Table 2).

3.5 | Survival of patients with OPSCC

The mean follow-up was 54 months (range: 2-
200 months). At the final follow-up, 190 patients died
from the disease and 55 patients were alive (12 with
the disease and 43 without the disease). Sixty-five
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TABLE 1 Frequencies of TPHI 15623580, TPH?2 rs4570625, and HTR1D rs674386 genotypes in 251 patients with oropharynx squamous
cell carcinoma and 254 controls

Genotype Patient, N (%) Control, N (%) OR (95% CI) p-value

TPH1 rs623580
TT 110 (44.8) 88 (34.6) 2.07 (1.05-4.07) 0.03*
TA 113 (45.0) 128 (50.4) 1.45 (0.93-2.26) 0.09
AA 28 (11.2) 38 (15.0) Reference
TT or TA 223 (88.8) 216 (85.0) 1.66 (0.89-3.11) 0.10
AA 28 (11.2) 38 (15.0) Reference
TT 110 (44.8) 88 (34.6) 1.56 (1.02-2.37) 0.03**
TA or AA 141 (56.2) 166 (65.4) Reference
T allele 333 (66.3) 304 (59.8) 1.41 (1.05-1.91) 0,02+
A allele 169 (33.7) 204 (40.2) Reference

TPH?2 rs4570625
GG 131 (52.2) 134 (52.8) 1.25 (0.55-2.83) 0.59
GT 104 (41.5) 96 (37.8) 1.42 (0.65-3.10) 0.37
TT 16 (6.3) 24 (9.4) Reference
GG or GT 237 (93.7) 231 (90.6) 1.32 (0.61-2.87) 0.47
TT 16 (6.3) 24 (9.4) Reference
GG 131 (52.2) 134 (52.8) 1.00 (0.65-1.48) 0.96
GT or TT 120 (47.8) 120 (47.2) Reference
G allele 366 (72.9) 364 (71.7) 1.04 (0.75-1.43) 0.79
T allele 136 (27.1) 144 (28.3) Reference

HTRID rs674386
GG 105 (41.8) 101 (39.9) 1.39 (0.68-2.86) 0.36
GA 110 (43.9) 122 (48.2) 0.76 (0.40-1.43) 0.40
AA 36 (14.3) 30(11.9) Reference
GG or GA 215 (85.7) 223 (88.1) 0.76 (0.41-1.40) 0.38
AA 36 (14.3) 30 (11.9) Reference
GG 105 (41.8) 101 (39.9) 1.06 (0.70-1.60) 0.77
GA or AA 146 (58.2) 152 (60.1) Reference
G allele 320 (63.7) 324 (64.0) 0.96 (0.71-1.30) 0.82
A allele 182 (36.3) 182 (36.0) Reference

TPH1 and TPH2
TT+GG 56 (45.9) 50 (37.9) 1.46 (0.79-2.70) 0.22
TA or AA+GT or TT 66 (54.1) 82 (62.1) Reference

TPH1 and HTRID
TT+GG 50 (36.8) 34 (25.8) 1.75 (0.96-3.20) 0.06
TA or AA+GA or AA 86 (63.2) 98 (74.2) Reference

TPH2 and HTR1D
GG+GG 50 (43.1) 53 (42.7) 1.07 (0.59-1.92) 0.81
GT or TT+GA or AA 66 (56.9) 71 (57.3) Reference

Note: Statistical power: *0.45, **¥0.65, and ***0.57. p < 0.05 is indicated by bold letters.
Abbreviations: CI, confidence interval; N, number of patients or controls; OR, odds ratio adjusted by age, sex, and tobacco habit.
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TABLE 2
stratified by tumor aspects

TPH1 15623580, TPH2 rs4570625, and HTR1D rs674386 variants in 251 oropharynx squamous cell carcinoma patients

Tumor size Nodal stage Tumor stage

Genotype 1-3, N (%) 4, N (%) None, N (%) 1 or more, N (%) I-111, N (%) IV, N (%)

TPH1 rs623580
TT or TA 116 (86.6) 107 (91.5) 60 (85.7) 163 (90.1) 60 (89.6) 166 (89.2)
AA 18 (13.4) 10 (8.5) 10 (14.3) 18 (9.9) 7(10.4) 20 (10.8)
p-value 0.22 0.32 1.00
TT 63 (47.0) 47 (40.2) 27 (38.6) 83 (45.9) 31 (46.3) 81 (43.5)
TA or AA 71 (53.0) 70 (59.8) 43 (61.4) 98 (54.1) 36 (53.7) 105 (56.5)
p-value 0.30 0.29 0.70

TPH2 rs4570625
GG or GT 126 (94.0) 109 (93.2) 65 (92.9) 170 (93.9) 62 (92.5) 175 (94.1)
TT 8(6.0) 8(6.8) 5(7.1) 11 (6.1) 5(7.5) 11 (5.9)
p-value 0.80 0.77 0.77
GG 66 (49.3) 65 (55.6) 39 (55.7) 92 (50.8) 33 (49.3) 99 (53.2)
GT or TT 68 (50.7) 52 (44.4) 31 (44.3) 89 (40.2) 34 (50.7) 87 (46.8.)
p-value 0.37 0.48 0.57

HTRID rs674386
GG or GA 108 (80.6) 107 (91.5) 61 (87.1) 154 (85.1) 58 (86.6) 158 (84.9)
AA 26 (19.4) 10 (9.5) 9(12.9) 27 (14.9) 9 (13.4) 28 (15.1)
p-value 0.01* 0.67 0.84
GG 56 (41.8) 49 (41.9) 28 (40.0) 77 (42.5) 27 (40.3) 78 (41.9)
GA or AA 78 (58.2) 68 (58.1) 42 (60.0) 104 (57.5) 40 (59.7) 108 (58.1)
p-value 0.98 0.71 0.81

Note: Tumor size, nodal status, and tumor stage were classified according to the American Joint Committee of Cancer Staging. Statistical power: *0.69. p < 0.05

is indicated by bold letters.
Abbreviation: N, number of patients.

patients showed relapse of disease. The 5-year EFS and
OS rates were 41.4% and 40.0%, respectively.

The univariate Cox analysis for EFS and OS of
patients with OPSCC is presented in Table 3.

Sex (p =0.07), tumor location (p = 0.008), tumor
stage (p < 0.0001), surgery status (p < 0.0001), and
HTRID rs674386 genotypes (p = 0.05) were included in
multivariate Cox regression for EFS analysis (Table 3).
After multivariate analysis, tumor location (base of ton-
gue) (HR: 1.41, 95% CI: 1.02-1.93, p = 0.03), advanced
tumor stage (stage IV) (HR: 1.75, 95% CIL: 1.15-2.67,
p = 0.008), unresectable tumors (HR: 1.90, 95% CI:
1.11-3.27, p = 0.01), and GG or GA genotypes (HTR1D
rs674386) (HR: 1.66, 95% CI. 1.01-2.77, p =0.04)
(Figure 1A) were found to be a predictor of worse EFS
(Table 3).

Considering OS analysis, tumor location (p = 0.001),
tumor stage (p = 0.001), and surgery status (p = 0.001)

were included in the multivariate Cox regression. After
multivariate analysis, tumors located in the base of
tongue (HR: 1.51, 95% CI: 1.13-2.01, p = 0.005), advanced
tumor stage (stage IV) (HR: 149, 95% CI: 1.04-2.13,
p = 0.02), and unresectable tumors (HR: 1.61, 95% CI:
1.05-2.48, p = 0.02) were found to be a predictor of poor
OS (Table 3).

3.6 | Transcriptional activity of TPH1
and HTR1D

Luciferase transcriptional activity was 25.5% lower in
FaDu cells transfected with TPHI T allele plasmid
(0.79-fold decreased, p = 0.03) (Figure 1B) and 57.4%
lower in cells with HTRID G allele (0.64-fold decreased,
p = 0.008) (Figure 1C) than in those with the A allele
and A allele, respectively.
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FIGURE 1 (A) Association between HTRID rs674386 GG or
GA genotypes and event-free survival, showing a hazard ratio of
1.66 (95% CI: 1.01-2.77, p = 0.04) indicating a predictor of worse
survival. (B) Luciferase transcriptional activity in FaDu cells
transfected with TPH1 rs623580 T allele plasmid compared to those
with the A allele, showing a significant 0.79-fold decrease

(p = 0.03). (C) Luciferase transcriptional activity in cells with
HTRID rs674386 G allele plasmid compared to those with the A
allele, showing a significant 0.64-fold decrease (p = 0.008).

(D) Transcription factor (TF) binding sites for the TPHI rs623580
(T>A) single-nucleotide polymorphism (SNP). PWM, position
weight matrix of TF RUNXI1. (E) TF binding sites for the HTRID
15674386 (G>A) SNP. PWM of TF SOX8. The dashed square
represents the SNP alleles

3.7 | TF binding motif analysis

We performed a motif binding affinity analysis to investi-
gate whether the SNVs rs623580 (T>A) and rs674386

(G>A) alter the TF binding sites in the regulatory region
of TPH1 and HTRID, respectively.

The analysis indicated that the T allele of TPHI is
predicted to reduce the binding affinity of RUNX1 result-
ing in a decrease in log odds from —17.9 to —41.8 (p-
value impact = 0.0005) (Figure 1D). Additionally, the
G allele of HTRID is predicted to reduce the binding
affinity of SOXS, leading to a decrease in log odds from
—29.3 to —41.8 (p-value impact = 0.001) (Figure 1E).

4 | DISCUSSION

The present study aimed to investigate the impact of the
TPH1 rs623580, TPH2 rs4570625, and HTR1D rs674386
SNVs on the risk, tumor characteristics, and prognosis of
OPSCC. Furthermore, this study aimed to evaluate the
effect of the SNVs rs623580 and rs674386 on the tran-
scriptional activity of TPHI and HTRI1D, respectively, in
a pharynx SCC cell line.

5-HT has been linked to the carcinogenesis of solid
tumors, in addition to their well-known role in regulating
psychiatric and neurological disorders.'” 5-HT is synthe-
sized from the tryptophan, and the conversion of trypto-
phan to 5-HT is catalyzed by enzyme TPH.° TPH1 is
expressed widely in the periphery, with highest expression
in the enterochromaffin cells of the intestine.*® The effects
of 5-HT are mediated through tissue specifics HTRs.°

Our results showed that individuals with TT genotype
of TPH1 rs623580 (T>A) had a 1.56-fold increased risk of
OPSCC compared to those with other genotypes. This is
the first investigation to evaluate the role of studied SNV
in OPSCC risk. Previous studies have linked this SNV to
depressive disorders®™** and anorexia nervosa.** The
SNVs TPH?2 rs4570625 and HTR1D rs674386 were found
to have no influence on the risk of OPSCC.

The SNV TPHI rs623580 results in the exchange of
thymine (T) for adenine (A) in the regulatory region (5'-
flanking region) of TPH]I. Our transcription activity anal-
ysis showed that the FaDu cell line transfected with the
TT genotype displayed lower luciferase activity compared
to those transfected with the AA genotype. Furthermore,
our in silico analysis showed that the T allele could lose
the binding site for TF RUNX1 compared to A allele.
Previous study has linked RUNX1 to the progression of
disease in patients with head and neck tumors.*”

The activity of TPH1 is considered to be the rate-
limiting step in the 5-HT synthesis pathway,'” and 5-HT
has been suggested to act as a growth factor in tumor
cells, although its effects remain unclear due to conflict-
ing reports.'”***! Some of the observed effects on cell
growth were observed at physiological concentration of
5-HT,'® while others were observed at higher
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concentrations.” Our results support the idea that indi-
viduals with the TPH1 TT genotype may be at increased
risk of OPSCC due to TPH1 downregulation and conse-
quent lower synthesis of 5-HT.'®'” Large-scale studies
and additional functional experiments are necessary to
provide a clearer picture of the relevance of TPHI
rs623580 SNV in OPSCC risk.

Our results showed that patients with GG or GA
genotypes of HTR1D rs674386 (G>A) had more invasive
tumors and worse survival. This is the first study to
examine the association between the studied SNV and
OPSCC aggressiveness and survival. However, previous
research has linked this SNV to anorexia nervosa.** The
SNVs TPHI rs623580 and TPH2 rs4570625 did not have
any influence on tumor characteristics or patient survival
in OPSCC.

The HTRID rs674386 SNV involves a substitution of
guanine (G) with adenine (A) in the regulatory region of
HTRID. Our analysis of transcriptional activity showed
that FaDu cells transfected with the GG genotype had
lower luciferase activity than those with the AA geno-
type. Furthermore, our in silico analysis suggested that
the G allele might result in a loss of binding sites for TF
SOX8, in contrast to the A allele. A previous study dem-
onstrated that SOXS8 is involved in regulating cancer
stem-like properties and cisplatin-induced epithelial-
mesenchymal transition in tongue SCC.*

HTRID overexpression has been observed in head
and neck tumors.”>?° Previous studies have demon-
strated that 5-HT can have both stimulatory and inhibi-
tory effects on carcinogenesis, indicating that the
response of HTRs may be tissue-specific or influenced by
multiple receptors.'” Low HTRID expression has been
associated with worse outcomes in colorectal cancer,
while upregulation has been linked to poor overall sur-
vival in hepatocellular carcinoma®® and oral SCC.*

Based on our findings, patients carrying the HTR1D
GG or GA genotypes may present with invasive tumors
and worse EFS due to lower HTRID expression, leading to
tumor proliferation. Furthermore, the expression of
HTRID may be correlated with the levels of 5-HT.'” The
effect of low levels of 5-HT on tumor progression could be
attributed to the specific vasodilatory effect of 5-HT on the
vessels that supply oxygen and nutrients to tumors,
through the modulation of nitric oxide production in a
concentration-dependent manner.'®*" To better under-
stand the role of HTR1D in tumor invasion and prognosis,
a functional analysis of HTRID expression modulation
during OPSCC progression would be informative.

Our study has several limitations. First, our associa-
tions were established based on a relatively small number
of patients. Second, HPV infection is one of the primary

risk factors in OPSCC. However, our conclusions may
only be applicable to cases of HPV-negative OPSCC due
to the association of our sample with alcohol and tobacco
consumption. Third, the underlying biological mecha-
nisms of the detected associations remain unclear.
Although we have presented some evidence through
in vitro transcriptional activity analysis and in silico anal-
ysis of TF binding motifs, further verification of the
involvement of SNVs in 5-HT-related genes in target tis-
sues or cell lines will be necessary.

5 | CONCLUSION

In summary, our data demonstrate for the first time that
genetic variants in 5-HT modulating genes can influence
the risk and aggressiveness of OPSCC, and can serve as
independent prognostic factors in patients with OPSCC.
Once validated by larger studies with functional protein
analyses, these findings suggest the potential for using
these variants to select patients for differentiated treat-
ment approaches.
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