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RESUMO
TESE DE DOUTORADO

Vagner Gongalves Bernardo

O céancer de boca é o oitavo tipo de cancer mais frequente no Brasil, sendo o 5° mais
comum entre os homens e o 11° entre as mulheres. O carcinoma de células escamosas
(CCE) compreende cerca de 90 a 95% de todas as neoplasias malignas de cavidade oral. O
sitio mais comum do CCE intraoral é a lingua (50% dos casos). O assoalho de boca é
afetado em 35% dos casos. Os demais sitios de acometimento (em ordem decrescente de
freqUuéncia) sdo gengiva, mucosa jugal, mucosa labial e palato duro. Tumores que ocorrem
nessas diferentes localidades, apesar de possuirem a mesma histopatologia, apresentam
diferentes progndsticos, sugerindo a presenca de distintos perfis moleculares entre essas
lesbes.Os fatores de risco mais associados ao CCE oral sdo o consumo de tabaco e o
consumo excessivo de &lcool. Os carcindgenos presentes no tabaco encontram-se, na
maioria das vezes, sob a forma de pré-carcin6genos, que precisam ser ativados nos tecidos
para exercer suas atividades carcinogénicas. As principais enzimas responsaveis pela
ativacdo sdo aquelas da familia dos citocromos P450 (CYPs). Nossa hipétese é a de que
existam diferencas na expressao das diferentes isoformas do citocromo P450 e um perfil
diferenciado de mutacdo em EGFR entre os varios sitios da cavidade oral que expliquem as
diferencas observadas em relacdo a localizacdo dos tumores. A expressdo de CYPs foi
analisada por RT-PCR seguido por PCR em tempo real em tecidos orais de 5 humanos (com
ou sem histérico de tabagismo e etilismo) e de modelos animais (Rato Wistar; Hamster Sirio;
Camundongos BALB/c, SV129, C57BL/6) a fim de compreendermos o padrdao de expressao
fisiolbégico dessas enzimas. Os resultados mostraram uma expresséao consistente de CYPs na
cavidade oral de todas as espécies estudadas, com predominio de expressdo em lingua e
assoalho; justamente as areas que concentram o maior nimero de tumores. O CYP2EL1 foi o
gene mais expresso nas espécies estudadas e na maioria dos sitios. A analise do perfil
mutacional de EGFR (hotspots - éxons 18 a 21) entre os sitios com diferentes prognésticos
esta sendo finalizada, utilizando material incluido em parafina de CCE orais de apenas um
sitio. Todos os CCE orais diagnosticados em 2005/2006 no INCA foram revistos sendo
identificados 161 pacientes portadores de tumores de apenas um sitio anatémico oral. Até o
presente momento 61 casos foram analisados, com 11 mutagfes detectadas. A analise de
sobrevida mostrou que os pacientes com CCE de labio apresentam melhor sobrevida global e
livre de doenca do que os tumores de outros sitios. Além disso, os tumores de labio foram
significativamente associados a um menor tamanho. Houve associagéo significativa entre os
tumores de assoalho com um historico de tabagismo, de etilismo e com o sexo masculino. Os
tumores de lingua foram significativamente associados ao sexo feminino. Tais achados
demonstram que existem diferencas consideraveis entre os tumores dos distintos sitios
anatdmicos da cavidade oral e indicam a necessidade de que essa varidvel seja corretamente
ajustada nas pesquisas sobre o CCE oral.



i

“ N\

N CA Ministério da Saude
Instituto Nacional de Cancer

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER

Coordenacao de Pds-graduacao  Stricto sensu

COMPARATIVE MOLECULAR ANALYSIS OF SQUAMOUS CELL
CARCINOMAS FROM DIFFERENT ORAL SITES

ABSTRACT
TESE DE DOUTORADO

Vagner Goncalves Bernardo

Oral cancer is the eighth most common cancer in Brazil, being the fifth and the eleventh most
common cancer in males and females, respectivelly. Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC)
comprises approximately 95% of all oral malignant neoplasms. The most commom site for
intraoral carcinomas is the tongue (50% of all intraoral cancers). Carcinoma of the floor of the
mouth represents 35% of all intraoral cancers. Other sites affected (in descending order of
frequency) are the gingiva, buccal mucosa, labial mucosa and hard palate. Different clinical
behaviors are observed comparing cancers from the various oral sites. Different prognosis
were associated with lesions sharing the same histopathologic features, suggesting that these
lesions, in fact, have different molecular profiles. The main risk factors associated with oral
tumors are tobacco and heavy alcohol consumption. Tobacco carcinogens are in fact pre-
carcinogens that require site specific metabolic activation to induce tumors. The main
enzymes responsible for pre-carcinogen metabolic activation are Cytochrome P450s (CYPs).
Here we hypothesize that there are differences in the expression of CYP enzymes and EGFR
mutations among oral sites that may explain, at least in part, different survival and metastatic
potential of tumors from different oral regions. CYP expression was analysed through RT-
PCR and gPCR in different oral sites from different experimental species (Wistar rat; Syrian
Hamster; BALB/c,Sv129, and C57BL/6 Mice) and 5 human beings exposed or not to tobacco
smoke and ethanol. A consistent expression was found in the oral cavity of all animals
studied. Tongue and oral floor had the most prominent CYP expression. A similar approach
was implemented in human samples and the same finding was observed. CYP2E1 was the
mostly expressed CYP gene in oral subsites of all species. The mutation profile of EGFR
(hotspots - exons 18 to 21) in tumors from different oral sites was done in 61 of the 161
samples from patients attended at INCA from 2005 to 2006 who presented a site specific oral
tumor. Eleven mutations were identified through PCR followed by direct sequencing. Survival
curves showed that patients with lower lip tumours had a significantly better overall and
disease-free survival. Furthermore, lower lip tumors presented a smaller size when compared
to other subsite tumors. Floor of the mouth tumours were positively associated with tobacco
and alcohol consumption, being more common among men. Tongue tumours were
significantly associated with females. These findings suggest significant differences among
tumors from different oral sites and suggest that future studies regarding OSCC require
careful adjustment for anatomical subsite.
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1. INTRODUCAO GERAL

Segundo dados do IARC, estima-se que em 2008 o cancer de labio e cavidade
oral foi responsavel por 263.020 novos casos de cancer, ocasionando 127.654
mortes, com uma prevaléncia mundial acumulada em cinco anos de 610.656
individuos. As predicbes para 2030 indicam 433.090 novos casos, com 215.644
mortes por tumores malignos nesses subsitios anatémicos (GLOBOCAN, 2008).
Com relacdo a sobrevida, dados compilados de 21 registros de cancer da Europa
indicam uma taxa de sobrevida em 5 anos de 48,5% no periodo de 1995-1999
(HASHIBE M; FERLAY J; SANKARANARAYANAN R, 2010).

No Brasil, o cancer de boca € o oitavo tipo de cancer mais frequente e a
estimativa de incidéncia para 2013 aponta esse tumor como o 5° mais frequente
entre os homens (com 9.900 casos estimados) e o 11° entre as mulheres (com
4.180 casos estimados — INCA, 2012). Dentre 184 nacOes analisadas, o Brasil
ocupa a posicdo de numero 38, sendo uma area de alta incidéncia de tumores
malignos dessa regido anatbmica, com uma taxa ajustada por idade para ambos o0s
sexos de 4,76 novos casos para cada 100.000 habitantes a cada ano (GLOBOCAN,
2008).



Introducao Geral

A cavidade oral € composta pelas seguintes regides anatdomicas: lingua,
assoalho de boca, gengiva inferior, gengiva superior, palato duro, labio superior,
labio inferior, trigono retromolar e mucosa jugal (bochecha). O palato mole, apesar

de sua continuidade com a cavidade oral, faz parte da orofaringe (Figura 1).

1 — Labio Superior
2 — L&bio Inferior
3 — Gengiva Superior
4 — Gengiva Inferior
5 — Lingua Oral
6 — Assoalho de Boca
7 — Trigono Retromolar
8 — Mucosa Jugal
9 — Palato Duro
10 — Palato Mole (orofaringe)

Figura 1 : Subsitios anatémicos da cavidade oral (adaptado a partir de medicinaedoctor2015.webs.com)

A cavidade oral é revestida em sua maior extensdo por um epitélio escamoso
estratificado ndo queratinizado. Esse epitélio encontra-se organizado em camadas,
com niveis crescentes de diferenciacdo ao longo de sua estrutura. A camada basal,
situada na porcdo mais profunda do epitélio € a responsavel por sua renovacao e
pela sintese dos componentes da membrana basal, que delimita o epitélio do tecido
conjuntivo subjacente. Acima dessa camada encontramos a camada espinhosa,
caracterizada pela presenca de numerosas pontes intercelulares. Na por¢do mais
externa do epitélio encontramos a chamada camada cérnea, de diferenciacdo

terminal, caracterizada por células de nucleos achatados e picnoticos (Figura 2).
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Figura 2 : Epitélio de revestimento da cai/id—éde oral (Aad‘aptado de www.masterfile.com)

O carcinoma de células escamosas (CCE) compreende cerca de 90 a 95% de
todas as neoplasias malignas de cavidade oral, sendo originario desse epitélio de
revestimento. O sitio intraoral mais comumente acometido pelo CCE é a lingua
(50% dos casos). O assoalho de boca € afetado em 35% dos casos. Os demais
sitios de acometimento (em ordem decrescente de freqiiéncia) sdo gengiva, mucosa
jugal, mucosa labial e palato duro (NEVILLE BW et al, 2008). E interessante notar
gue a grande maioria dos tumores ocorre em uma area que compreende apenas
10% da superficie da mucosa oral (KADEMANI D, 2007). Tumores que ocorrem
nessas diferentes localidades apresentam comportamentos diferentes de modo que
os tumores localizados no labio inferior exibem o0s melhores progndésticos
(PINDBORG JJ et al, 1997).

Pacientes com céancer de boca apresentam risco para o surgimento de um
segundo tumor primario no trato aerodigestivo superior, fato esse ocorrendo em 10 a
35% dos casos (JOHNSON N et al., 2005). Os tumores de assoalho sdo os mais
associados ao desenvolvimento de uma segunda malignidade primaria (NEVILLE
BW et al, 2008). Os segundos tumores primarios em pacientes com cancer de
cabeca e pescoco decorrem da formacdo do campo de cancerizagdo ao longo da
mucosa de revestimento do trato aerodigestivo superior, exposta ao longo de toda
sua extensdo aos mesmos fatores de risco que levaram ao surgimento do tumor
primério (SLAUGHTER DP; SOUTHWICK HW; SMEJKAL W, 1953). O risco relativo
para canceres primarios multiplos € maior em pacientes jovens, naqueles que
continuam a fumar e ingerir &lcool apdés o tratamento e nos tratados com

radioterapia exclusiva (WARNAKULASURIYA S, 2009). O surgimento de segundos
3



Introducao Geral

tumores primarios tém impacto direto na mortalidade dos pacientes com tumores de
cabeca e pescoco (WARNAKULASURIYA KAAS, ROBINSON D; EVANS H, 2003).

Uma avaliacdo de 320 pacientes portadores de CCE intraoral matriculados no
INCA em 1999 mostrou um predominio de pacientes do sexo masculino, tabagistas
e etilistas. A lingua foi o sitio mais comum de acometimento, seguido pelo assoalho
de boca, em um padrdo exatamente como o esperado. O estadiamento clinico
demonstrou associacdo significativa com a localizagdo em mucosa jugal (p=0,029),
gengiva inferior (p=0,015) e palato duro (0,013) — com grande parte dos tumores
nessas localizacdes em estagios Ill ou IV. Ja o 6bito demonstrou associa¢cdo com a
localizagdo em gengiva inferior (p=0,048). Os pacientes cujos tumores estavam
localizados tanto em palato duro quanto em mucosa jugal apresentaram pior
sobrevida global. As sobrevidas médias foram 16,2 meses e 13,9 meses para palato
duro (p=0,0057) e mucosa jugal (p= 0,0045), respectivamente. Quando submetidas
a analise multivariada, pelo modelo de regressao de Cox, verificou-se que apenas o
tamanho (T do TNM clinico), linfonodos (N do TNM clinico) e localizagdo em mucosa
jugal foram consideradas variaveis independentes relacionadas a sobrevida global,
sendo que pacientes com tumores T3 ou T4, com linfonodos acometidos e aqueles
localizados em mucosa jugal apresentaram pior sobrevida (HONORATO J et al,
2009).

COSTA et al.,, em 2002, observaram que a maioria dos casos classificados
como T1 acometeram o labio inferior e a medida que ia aumentando o estadiamento
clinico, o nimero de casos dessa localizacdo diminuia proporcionalmente. Além
disso, a maioria dos casos que acometeram a lingua e assoalho bucal foram
classificados clinicamente como T4. Tumores T2 de lingua e assoalho tém sido
tratados com remocado cirlrgica e esvaziamento cervical mesmo quando NO
(clinicamente ou por exame de imagem). Tal conduta diferenciada baseia-se no fato
de que existe uma alta probabilidade desses tumores gerarem metastases ocultas
no pescoc¢o (MILAS Z; MYERS J; CAULIN C, 2010).
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Dessa forma, esses diferentes progndésticos associados a tumores que
compartiham da mesma histopatologia sugerem a presenca de diferentes
mecanismos moleculares, que podem ser consequiéncia da ativacéo diferenciada de

carcindgenos entre 0s sitios orais.

Os tumores de cavidade oral estdo fortemente associados ao uso de tabaco
e alcool, podendo ser considerados os mais importantes fatores de risco ndo s6
para os tumores intraorais, mas também para a maioria dos tumores de cabeca e
pescoco. Um efeito mais que multiplicativo para o risco de desenvolvimento de um
cancer de cabeca e pescoco foi observado com o consumo diario de tabaco e
alcool. O risco populacional atribuivel para o uso de tabaco e &lcool nos tumores de
cavidade oral é de 64%, indicando que quase dois tercos dos casos poderiam ser
evitados com a remocao desses dois fatores de risco (HASHIBE M, 2010). Ja os
tumores localizados no labio inferior estdo relacionados aos niveis de exposicédo a
radiac&o ultravioleta (PINDBORG JJ et al, 1997). Dessa forma a exposicao a fatores
etiolégicos distintos pode justificar os diferentes prognésticos observados entre os

tumores de labio e os de cavidade oral.

O tabagismo é responsavel por mais mortes por cancer no mundo do que a
soma de todas as outras causas conhecidas de cancer. Cerca de 4 milhGes de
mortes ao ano por cancer sao causadas pelo tabaco (IARC, 2004. Disponivel em
http;//monographs.iarc.ffENG/Monographs). O uso de tabaco inclui o fumo de
produtos derivados do tabaco (como cigarros, charutos e cachimbo) e o habito de
mascar tabaco ou inalar tabaco (o chamado tabaco sem fumaca). O tabaco sem
fumaca é muito comum em paises como a india e outros do sudeste asiatico. Mais
de 600 milhdes de pessoas em todo o mundo mascam o chamado betel quid
(tablete de betel, composto de nozes da palmeira areca, folha de betel, cal hidratada
e folha de tabaco), consumido devido a seus efeitos psicoestimulantes. O risco para
o cancer oral associado ao betel quid chega a 8% na Asia (NEVILLE BW et al,
2008).
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No Brasil, os tumores de cavidade oral estdo fortemente associados ao
tabagismo e etilismo (HONORATO J et al., 2009). Apesar do HPV recentemente
ter sido fortemente associado ao CCE de orofaringe (GILLISON M, 2009), nenhum
virus foi comprovadamente envolvido na etiopatogenia do cancer oral (NEVILLE BW
et al, 2008).

Tanto o tabaco quanto a fumacga do tabaco apresentam matrizes
extremamente complexas, formadas de milhares de compostos. Um total de 3044
constituintes foram isolados do tabaco e 3996 da fluxo principal da fumaca do
cigarro, inalado a partir da extremidade do cigarro que € colocada na boca. Pelo
menos 69 carcindbgenos podem ser identificados na fumaga do cigarro. Esses
carcindgenos incluem 10 espécies de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH),
seis hidrocarbonetos heterociclicos, quatro hidrocarbonetos volateis, trés
nitrohidrocarbonetos, quatro aminas aromaticas, oito aminas N-heterociclicas, dez
N-nitrosaminas, dois aldeidos, 10 compostos organicos de classes variadas, nove
compostos inorganicos e trés compostos fendlicos. Onze compostos (2-naftilamina,
4-aminobifenil, benzeno, cloreto de vinila, 6xido de etileno, arsénico, berilio,
compostos de niquel, cromo, cadmio e 210Po) sao classificados como carcin6genos
humanos do grupo 1 pelo IARC e estdo presentes no fluxo principal da fumacga do
cigarro. O foco da pesquisa em carcindégenos no tabaco e na fumaca do tabaco tem
sido sobre o benzopireno (um protétipo dos PAH), N-nitrosaminas especificas do
tabaco, especialmente N'-nitrosonornicotina (NNN) e 4-(N-nitrosometilamina)-1-(3-
piridil)-1-butanona (NNK) e aminas aromaticas, especialmente 4-aminobifenil (4-
ABP), devido a seus estabelecidos potenciais carcinogénicos. (IARC, 2004.

Disponivel em http;//monographs.iarc.frfENG/Monographs).

Pelo menos 28 carcindgenos ja foram identificados no tabaco sem fumaca. O
grupo principal e mais abundante de carcinégenos presentes no tabaco sem fumaca
sdo as N-nitrosaminas nédo volateis derivadas de alcaloides especificas do tabaco e
acidos N-nitrosoaminos. Outros carcindgenos presentes no tabaco sem fumaca
incluem N-nitrosaminas volateis, certos aldeidos volateis, tracos de certos PAH tais

210 235 238
P Ue

como o benzopireno, certas lactonas, uretano, metais, o, U. Existem

trés tipos principais de compostos nitrosos no tabaco sem fumaca: (a) N-
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nitrosaminas nao volateis derivadas de alcaldides especificas do tabaco, incluindo
NNK e NNN, (b) acidos N-nitrosaminos, incluindo N-nitrososarcosina (NSAR), acidos
3-(metilnitrosamino)propionicos (MNPA) e 4-(metilnitrosamino)butiricos (MNBA); e
(c) N-nitrosaminas, incluindo N-nitrosodimetilamina (NDMA), N-nitrosopirrolidina
(NPYR), N-nitrosopiperidina (NPIP) e N-nitrosomorfolina (NMOR) (IARC, 2007).

Os pré-carcindégenos presentes na fumaca do cigarro e em outras fontes de
exposicdo precisam ser ativados metabolicamente dentro das células em
carcinogenos finais para induzirem mutacdes. Esses carcinégenos apresentam uma
meia-vida muito curta, de modo que apenas reagem com as macromoléculas
presentes no local onde sédo formados. Dessa forma, somente sdo propensos a
desenvolverem tumores causados por pré-carcinogenos os tecidos que expressam

enzimas que ativam os pré-carcindégenos e os transformam em carcindgenos finais.

As principais enzimas responsaveis pela ativacdo dos carcin0genos
pertencem a superfamilia de mono-oxigenases Citocromo P450 (CYP). As enzimas
CYP sao capazes de metabolizar uma ampla variedade de substratos. Os CYPs sao
enzimas de fase | do metabolismo de xenobidticos, estando sempre ligadas a
membranas, predominantemente no reticulo endoplasmatico e na mitocéndria.
Através das reacdes catalisadas por eles, muitos compostos potencialmente
carcinogénicos sofrem modificacées quimicas que resultam em ativacdo metabdlica
(HASLER JA, 1999). Na grande maioria das vezes, esses carcindbgenos ambientais
sdo oxidados por enzimas de Fase | gerando intermediarios reativos (agentes
eletrofilicos) que podem se ligar ao DNA formando adutos (HASLER JA, 1999). Por
outro lado, as enzimas da Fase Il da biotransformacéo catalisam a conjugacéao de
substratos enddgenos hidrossolaveis aos metabdlitos reativos, inativando-os e
facilitando sua excrecdo (DALY AK, 2003). Complementarmente, uma série de
processos de reparo de DNA previnem na maioria das vezes que os adutos levem a

mutacdes que poderao contribuir para o aparecimento de tumores (Figura 3).
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Figura 3 : Esquema da ativacao dos carcindgenos

Dessa forma, tais enzimas desempenham papéis importantes no
metabolismo de substancias tanto enddégenas quanto de xenobidticos,
caracterizando-se como as principais enzimas responsaveis pelo metabolismo
desses ultimos (NEBERT DW; DALTON TP, 2006). A extensa lista de substratos
metabolizados por CYPs inclui acidos graxos, esteréides, prostaglandinas e uma
infinidade de compostos exdgenos tais como drogas, anestésicos, solventes
organicos, etanol, produtos de hidrocarbonetos alquil e aril, pesticidas e
carcinégenos (BERNHARDT R, 2006).

Um grande numero de isoenzimas CYP tem sido identificado e classificado
em familias e subfamilias génicas baseado na similaridade entre suas sequéncias
primarias de aminoacidos (KUROSE K et al, 1998). Cada gene dessa superfamilia
recebe a denominagdo CYP, seguida de um numero e uma letra. O numero esta
associado a familia génica enquanto a letra representa sua subfamilia génica. Os
genes dentro de cada subfamilia recebem uma numeracdo que finaliza a sua
identificacdo. Para que dois genes pertencam a mesma familia eles precisam de

uma similaridade na sua sequéncia de aminoacidos superior a 40%. Para que
8
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ocupem a mesma subfamilia essa similaridade precisa ser maior que 55%.
Sequéncias que tenham uma similaridade maior que 97% séao considerados como
alelos, a menos que existam evidéncias que demonstrem o contrario (DANIELSON
PB, 2009) As familias das mono-oxigenases CYP humana, de camundongo e do
rato contém 60, 103 e 89 membros, respectivamente (NELSON DR, 2009).

As familias 1, 2 e 3 correspondem a cerca de metade do numero total de
CYPs em mamiferos (CHOUDHARY D et al.,, 2005). A tabela abaixo mostra as
isoformas atualmente descritas em trés espécies de animais de laboratorio e no
homem. Tais dados (exceto o0s do hamster) estdo disponiveis em
http://drnelson.uthsc.edu/cytochromeP450.html (acessado em 19/02/2013).

Tabela 1: Principais familias CYP relacionadas ao metabolismo de xenobiéticos

CYP1 CYP 2 CYP3

2a4,2a5,2a12, 2a21, 2a22,2b9, 2b10,
2b13, 2b19, 2b23, 2¢29, 2¢37, 2¢38,

2c39, 2¢40, 2c44, 2¢50, 2¢52, 2¢54, 3all, 3a13, 3a16,

Camundongo lal, la2, 2¢h5, 2¢65, 2¢66, 2c67, 2¢68, 2¢69,
1b1 2¢70, 2d9,2d10, 2d13, 2d22, 2d26, 3a2§é§’$4§é§§44'
2d34, 2d38, 2d40, 2el, 22, 291,25, ’
2i6, 2j7, 2j8, 2j9, 2j11, 2j12, 213, 2r1,
2sl, 2t4, 2ul, 2wl
2A1,2A2,2A3,2B1,2B3,
2B12,2B21, 2C6, 2C7, 2C11
AL 1A 2C12,2C13, 2C22,2C23,2C24 ;ﬁggﬁgé
Rato v 2C79, 2C80, 2D1,2D2, 2D3,2D4,2D5, Py
2E1,2F4, 2G1, 2J3, 234, 235, 2310, 3A73. SAGS
2316, 2R1, 251, 2T1, 2U1, 2W1, ’
2AB1, 2AC1
Hamster 2A8,2A9,2A16,2C25,2C26,
1ALIAZ 5007, 2C28.2D20 261 3A10
2A6,2A7,2A13, 2B6, 2C8, 2C9, 2C18
Humanos 1A1,1A2, eAlEALS, 2BD, 246, 243, ' 3A4,3A5,
1h1 2C19, 2D6,2E1,2F1, 2J2, 2R1, 251, A7 3A03

2U1, 2w1

A familia CYP1l encontra-se fortemente associada a ativacdo de preé-
carcindgenos, sendo induziveis por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, alguns
dos quais encontram-se presentes na fumaca do cigarro (p.ex. benzo[a]pireno e o
dibenzoantraceno). O substrato endégeno de CYP1A1l é desconhecido e, em seres
humanos, esta enzima € fracamente expressa no figado, assim como observado no

rato e no camundongo. No ser humano, o gene que codifica o CYP1A1 dista cerca
9
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de 25kb de distancia de CYP1A2 no cromossomo 15. O CYP1A2 é o principal
representante dessa familia no figado, sendo envolvido na metabolizacdo de
aminas aromaticas presentes em alimentos cozidos e na fumaga do cigarro (2-
amino-3-metilimidazol[4,5f]quinolina — 1Q; e 2-amino-1-metil-6-fenilimidazol[4,5-
b]piridina - PhIP), enquanto o CYP 1B1 esté relacionado ao metabolismo de aminas
heterociclicas (LEWIS, 2001). Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos gerados
pela combustdo incompleta de material organico durante o fumo estado implicados
diretamente como componentes carcinogénicos da fumaca do cigarro. Apos
ativacdo metabdlica do benzopireno a benzopireno diol epoxido (BPDE) pelo
CYP1A1l, o mesmo liga-se diretamente ao DNA gerando adutos na posicdo N2 da
guanina (BUNZ F, 2008).

A familia CYP2 é responséavel pelo metabolismo de varias drogas e de alguns
carcinogenos. A isoforma humana CYP2A6 pode ser induzida por fenobarbital e
metaboliza nitrosaminas e aflatoxina B1, além de alguns medicamentos. Esse gene
€ parte de um grande cluster de genes CYP das subfamilias 2A, 2B e 2F localizado
no cromossomo 19q. A isoforma humana da famila 2B, denominado CYP2B6,
também se localiza em 19q e metaboliza alguns xenobidticos tais como as drogas

antineoplasicas ciclofosfamida e ifosfamida, além de nitrosaminas.

A subfamilia CYP2E é responsavel pela metabolizacdo de substratos com
relativo baixo peso molecular, participando da ativacdo de varios carcindgenos
(principalmente nitrosaminas) e outras substancias quimicas toxicas como benzeno,

dialquilnitrosaminas, halotanos e etanol dentre outras.

A familia CYP3A geralmente metaboliza compostos com alto peso molecular
como a eritromicina e a carbamazepina. Pode participar da ativacdo de um pequeno
namero de pré-carcinogenos e outros compostos téxicos como a aflatoxina Bl e

alcaléides como a pirrolizidina.

10
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Relativamente pouco se conhece sobre a expressao de CYPs especificos nos
tecidos orais humanos e de animais de laboratério (SARIKAYA D et al, 2007). A
maioria dos estudos utiliza linhagens celulares derivadas de determinadas regifes
anatdmicas (principalmente lingua e mucosa jugal). O fato da maioria dos estudos
utilizar mucosa jugal parece estar relacionado a maior facilidade de obtencédo de

material dessa localidade quando da cirurgia de remoc¢ao de sisos inclusos.

Dessa forma 85% dos tumores orais ocorrem em uma area que compreende
apenas 10% da superficie da mucosa oral (KADEMANI D, 2007). O mecanismo
responsavel pela ocorréncia preferencial nesses sitios é desconhecido e a
introducdo de um modelo animal que apresentasse um padrédo de expressdo de
CYPs similar ao observado nos tecidos orais humanos seria um bom alicerce para
estudos posteriores sobre a carcinogénese oral. O modelo de carcinogénese que
utiliza a mucosa jugal do hamster é um dos sistemas mais utilizados para analisar o
desenvolvimento do CCE oral. Tal modelo baseia-se na aplicacdo de 7,12-
dimetilbenzoantraceno (DMBA) a 0,5% diluido em parafina liquida sobre essa
superficie mucosa, trés vezes por semana durante 14 semanas (NAGINI S et al,
2009). Porém, esse modelo acarreta apenas o surgimento de tumores bem
diferenciados, que nunca exibem metéstases, tendo portanto suas limitacdes
(MILAS Z et al, 2010). Nenhum trabalho analisou de forma pormenorizada as

regides anatdomicas orais de animais de laboratorio.

Em cancer de esb6fago, também associado ao tabagismo e etilismo (onde até
93% dos tumores sdao CCE - RIBEIRO PINTO et al, 2003) existe um perfil
diferenciado de enzimas ativadoras de carcind6genos ao longo do 6rgédo. As por¢cdes
meédia e distal do esdfago concentram a vasta maioria dos tumores esofagianos,
seguindo exatamente o padrdo de distribuicdo das isoformas CYP2A6 e CYP2E1,
as principais enzimas responsaveis pela ativacdo dos carcinégenos mais potentes
presentes no tabaco, as nitrosaminas (GODOY W et al, 2002). Analises em animais
experimentais demonstraram semelhancas entre o esdfago de ratos e o humano.
(RIBEIRO PINTO LF et al, 2001; VISONI S, LANG M, RIBEIRO PINTO LF, 2008).

11
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As mutacdes causadas por adutos de DNA devem trazer necessariamente
uma desregulacdo em genes que controlam a homeostase celular, transformando-
0S em genes que podem propiciar o desenvolvimento do cancer. Duas classes
principais de genes se situam neste cenario: oncogenes e genes supressores de

tumor.

Genes supressores tumorais possibilitam o surgimento de um tumor quando
sofrem mutacbes que geram perda da funcdo da protéina. O protétipo dessa
categoria € 0 gene TP53, cujas mutacfes encontram-se presentes em quase todo
tipo de cancer humano, sendo o gene mais comumente mutado em tumores solidos
(BUNZ F, 2008). Em cabeca e pescoco TP53 encontra-se mutado em 42,5% dos
tumores perdendo apenas para os tumores colorretais, onde 43,3% dos canceres
apresentam mutacdo em TP53 (IARC TP53 database, 2013). Analisando-se as
mutagdes em TP53 encontradas em tumores de pulméo e laringe, mas nao de boca,
observou-se que as posicbes ocupadas pelas bases em que o BPDE
preferencialmente forma adutos superpdem-se significativamente aos conhecidos
hotspots de mutacdo de TP53 nessas neoplasias (BUNZ F, 2008). O benzopireno
normalmente gera transversdo G:T, com predominio de ocorréncia nos cédons 157
e 158. Isso demonstra uma associagao entre carcinébgenos e mutacdes especificas
(TOYOOKA S, TSUDA T, GAZDAR AF, 2003). No entanto, as possiveis razdes para
gue ndo exista uma assinatura molecular de alteragcbes em TP53 em tumores de
boca semelhante as de laringe ou de pulméo ainda nao esta claro. O papel do alcool
na indugdo de mutacées no gene TP53 foi verificado por HSIEH LL et al. (2001),
que identificou um aumento de transicbes G: C - A: T nos pacientes com esse

habito associado ao tabagismo.

Dessa forma observa-se que a analise do espectro de mutagcdes em TP53
gera uma “assinatura” que remete ao agente causal e, por conseguinte, a via de
ativacdo (no caso de um xenobidtico ativado metabolicamente por enzimas CYP).
De todas as mutacdes, 93% estdo presentes no dominio de ligagdo ao DNA e
correspondem aos exons 5, 6, 7 e 8 do gene TP53 (SZYMANSKA & HAINAUT,
2003, SOUSSI T, 2007). Uma vez que carcindgenos especificos geram padrdes de
mutacéo especificos em TP53 (BUNZ F,2008), a analise do espectro mutacional de
TP53 em tumores de apenas um sitio da cavidade oral pode ser mais uma evidéncia

12
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da ativacdo diferenciada de carcinégenos nos sitios que concentram a grande

maioria das lesdes orais (lingua e assoalho).

Por outro lado, os oncogenes sao a forma mutada de uma categoria de genes
normais denominada proto-oncogenes. Esses genes tipicamente regulam o
crescimento e a diferenciacao celulares, sendo transformados em oncogenes ativos
através da acdo de virus, radiacdo ou carcinébgenos quimicos. Uma vez que 0s
oncogenes estejam ativados, eles ocasionam perturbacdes no crescimento celular e

na diferenciacdo comumente observadas nas células tumorais (BUNZ F, 2008).

O EGFR (epidermal growth factor receptor) é um proto-oncogene membro da
familia dos receptores de membrana erbB que media a ativacdo de vias de
sinalizacao relacionadas a varias respostas celulares, incluindo proliferacdo celular,
sobrevivéncia, mobilidade celular, invasdo e adesdo. Até 98% dos tumores de
cabeca e pescoco expressam EGFR fosforilado e a alta expressdo de EGFR tem
sido correlacionada com invasividade tumoral (RAZFAR A; GRANDIS JR, 2010).

Para analisar esse e outros importantes genes uma série de metodologias foi
empregada nesse trabalho, tais como extracdo de DNA, extracdo de RNA, RT-PCR,
PCR convencional, sequenciamento e PCR em tempo real. Essa ultima metodologia
foi utilizada para avaliar a expressao de CYPs entre os sitios de cavidade oral.
Durante esses experimentos foram observados problemas associados ao limite de
deteccdo dessa técnica, anteriormente descritos por WITTWER e KUSAKAWA em
2004. Por esse motivo experimentos especificos foram desenhados e geraram
o primeiro capitulo da presente tese, publicado recentemente na Analytical
Biochemistry (2013).

Dessa forma testaremos a hipétese de que existem diferencas nos niveis de
expressao constitutiva das diferentes isoformas do citocromo P450 entre os distintos
sitios da cavidade oral que explicam as diferencas na frequéncia em relagdo a
localizacdo associadas aos tumores que acometem cada uma dessas regibes

anatbmicas.
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2. HIPOTESE

Existem diferencas moleculares entre os sitios de cavidade oral que estao
relacionadas ao surgimento preferencial de tumores em determinados sitios
anatbmicos orais e diferencas clinicopatologicas entre os carcinomas de células

escamosas de sitio Unico oral.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Analisar e comparar 0s niveis de expressdo constitutiva de diferentes
marcadores moleculares entre os varios sitios orais, tanto na mucosa saudavel de
humanos e de modelos experimentais e o perfil clinicopatolégico de pacientes

portadores de carcinomas de células escamosas de apenas um sitio oral.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Otimizar a metodologia do PCR em tempo real para genes CYP pouco expressos

em amostras com pequena quantidade de tecido.

2- Avaliar e comparar os niveis de expressao constitutiva de enzimas Citocromos
P450 (CYP) que ativam carcindgenos em diferentes localidades da mucosa oral.

Comparacéao entre modelos experimentais e humanos, visando:

a- Correlacionar as diferentes incidéncias de tumores entre as variadas

localidades orais;

b- Sugerir um melhor modelo experimental para representar a carcinogénese
oral humana, levando-se em conta a expressao de CYPs entre os diferentes

sitios.
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3- Analisar as caracteristicas clinicopatolégicas, a sobrevida global e a sobrevida

livre de doenca dos pacientes portadores de tumores orais de sitio Unico.
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4. CAPITULO |

DEMONSTRACAO EXPERIMENTAL DOS LIMITES DE DETECCAO
DA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

17



INTRODUCAO

Durante a realizacdo dos experimentos de PCR em tempo real para a
quantificacdo da expressdo dos genes CYP na cavidade oral dos animais de
laboratério observamos que em certas situagbes a reprodutibilidade dos
experimentos era problematica. Em certas ocasibes, a partir de um mesmo cDNA,
ora as reacgdes funcionavam, ora geravam produtos inespecificos e algumas vezes
nenhuma amplificacdo especifica era observada. Esse fenbmeno era observado
guando da analise de alguns genes e ndo ocorria quando outros eram avaliados.
Esse fato gerou um problema pratico que era de poder afirmar se determinado gene
com tal comportamento era realmente expresso naguele subsitio anatémico. Dessa
forma decidimos executar os experimentos especificos que geraram a publicacéo
abaixo transcrita e que serviu de base para a interpretacdo dos resultados do

capitulo Il da presente tese de doutorado.
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Reverse transcription followed by real-time PCR (RT-gPCR) is the gold standard for quantifying gene
expression. However, because of PCR detection limits, theorized to be three template copies, the quanti-
fication of genes exhibiting great expression variability is challenging. Using genes with high to low
expression in rat tissues we experimentally demonstrated this limit and found it to be applicable only
for describing reactions in which stochastic events and the Monte Carlo effect are present. We also deter-
mined the lower limits of RNA input that should be used to prevent artifactual template quantification
and we propose a methodology to assess RT-qPCR detection limits in any qPCR platform.

© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

The advent of the polymerase chain reaction (PCR) created a
revolution in the biomedical sciences. Technological advances led
to the development of real-time PCR (qPCR), allowing more accu-
rate quantification than gel-based methodologies. Although it is
possible to achieve amplification using an input of one template
molecule, limitations of qPCR such as the Monte Carlo effect [1]
have been reported. This phenomenon is characterized by the
observation that below a certain copy number or dilution thresh-
old, PCR generates products of various sizes and abundance in a
non-reproducible fashion. Later, Wittwer and Kusukawa [2] de-
scribed the theoretical limit of gPCR detection using a Poisson dis-
tribution, concluding that an average of three template copies is
needed to reach a 95% positive reaction rate.

Reverse transcription followed by gPCR (RT-gPCR) is the meth-
od of choice for determining mRNA expression. However, some
genes display great variation in expression between tissues or indi-
viduals, posing problems for comparative analysis. Therefore, the
need for a clear definition of the detection limits of a qPCR system
has been advocated [3]. However, a clear methodological approach
to identify them has not been defined. Here we take advantage of
the great variation in expression exhibited by cytochrome P450
(CYP) genes in rat tissues to experimentally demonstrate the theo-
retical limit of gPCR detection through absolute quantification with
SYBR Green I chemistry.

Tissues (liver, lower gingiva, and hard palate) from five un-
treated 8-week-old male Wistar rats were collected. Total RNA

# Corresponding author. Fax: +55 21 2868 8036.
E-mail address: albano@uerj.br (R.M. Albano).

0003-2697($ - see front matter @ 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/i.ab.2012.09.029

was extracted with the TRIzol reagent (Invitrogen) and further
purified using an RNeasy kit (Qiagen). RNA purity and quantity
were determined with a spectrophotometer (Nanovue; GE Health-
care) and its integrity was assessed with the Agilent RNA 6000
Nano LabChip kit in a 2100 bioanalyzer (Agilent Technologies).
Only high-quality RNA was used in all experiments (data not
shown).

Increasing RNA amounts (from 10 to 2560 ng) were used in RT
reactions that were performed concomitant with the same reaction
mix according to Robottom Ferreira et al. [4]. Two other RT reac-
tions using 4 g of total RNA from liver and hard palate were also
implemented with the same protocol.

Primer sequences for Actb, Cyp2a3, and Cyp2el (Supplementary
Table 51) were tested in silico using Primer Premier 5.0 software.
All primers produced amplicons within the ideal range of product
length (80-150bp) [5]. Primer sequences for CypZa3 were re-
trieved from the literature [6]. Heterodimer analysis showed that
AG's were always above —9 kcal/mol.

qPCR was performed in 15-pl reaction volumes with the Rotor-
Gene SYBR Green PCR kit (Qiagen) on an RG 6000 thermal cycler
(Corbett Research). Four and 10 pmol of primer was added for
the reference and CYP genes, respectively. Forty cycles were per-
formed and the annealing temperature was set to 60 °C, according
to the manufacturer’s instructions. Melting point curves were in-
cluded at the end of the program. PCR products were visualized
on agarose gels and checked by direct sequencing. Three indepen-
dent experiments were done with quadruplicate reactions (0.5 pl
of cDNA per reaction). For absolute quantification we cloned the
three amplicons into PGMT (Promega) and plasmids were
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sequenced, linearized, and used to construct standard curves. The
curves ranged from 524,288 to 32 target molecules to derive the
equations needed for absolute quantification. Lower inputs were
not used to avoid reducing the determination coefficient (r*). Effi-
ciencies and r? were all within an acceptable range (Supplemen-
tary Table S2). Annealing temperature curves for each primer
were performed to determine the best reaction efficiencies, show-
ing that 60 °C was adequate (Supplementary Table S3).

According to Bustin et al. {3], 95% of the replicates of a sample
tested by gPCR must show positive amplification. In other words,
only when 20 replicates are performed can we accept a failed gPCR
reaction (20 x 5% = 1 reaction). Therefore, in our experimental de-
sign of 10-12 replicate reactions, the presence of 1 failed amplifi-
cation is enough to classify a data series as being “below the limit
of detection”.

Because of a high variation in CYP mRNA levels in rat tissues, a
100% positive amplification rate in RT-qPCR was not achieved for
some genes in certain anatomical sites (Supplementary Table S4).
We hypothesized that this could be caused by mRNA levels
that were at qPCR detection limits. To test this, our data series
were divided into two groups according to the presence of failed
amplifications. Eighty-one data series were generated, each
consisting of 10-12 replicate gqPCRs, representing all possible
RNA input/gene/anatomical site combinations {Supplementary
Table S4).

Group 1, with 33 data series, was composed of series having at
least one failed reaction. In this group, template inputs were not
statistically different from the theoretical lower limit of 3 copies
{(p=090) and did not show normality, being represented by the
median value of 2.89 copies (Fig. 1). Using the Wilcoxon signed
rank test we tested whether template inputs of 1 to 4 copies per
qPCR could reproduce the same results observed with 2.89 copies.
In fact, with 1 (p <0.0001) and 2 template copies (p = 0.0063) the
previously observed median value was not reached, while border-
line p values were obtained with 4 template copies (p = 0.0594).
Considering that nonparametric tests are less powerful, these
observations demonstrate that Group 1 data series were at the the-
oretical limit of 3 template copies at the beginning of the reaction.
Group 1 showed normally distributed ;s with a mean of 31.68
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Fig. 1. Reactions grouped according to the presence of failed amplifications, Group 1
reactions show at least one failed reaction per series and Group 2 reactions show
100% positive amplification.
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(31.22-32.14; 95% C1}. Group 2, with 48 data series, had no failed
reactions and was represented by the median value of 1365 tem-
plate copies per reaction tube (Fig. 1). Cgs were also normally dis-
tributed, with a mean of 24.03 (22.84-25.22; 95% ClI).

As expected, the number of positive reactions increased accord-
ing to RNA input in the original RT reaction. The lowest RNA inputs
(10 to 80 ng) were significantly associated with the presence of
failed reactions (p =0.0013, Fisher's exact test). However, highly
expressed genes such as Actb and Cyp2el in liver were less affected
by lower RNA inputs {Supplementary Table S4).

When all expression data were pooled we concluded that the
detection limit of the described system, RT-PCR with SYBR green
chemistry and the Rotor-Gene platform, was 11 copies per reac-
tion. Below this threshold, inconsistent results were found and
data series with failed amplifications were detected in at least
one anatomical site.

After the removal of both Group 1 data series and series below
11 copies per reaction, we observed high intra-assay variability in
some of the remaining data series. We hypothesized that this could
be related to template inputs. Using raw data, the median coeffi-
cient of variation (CV) for intra-assay variance was 7.5% for highly
expressed genes (Actb and CypZel, Supplementary Fig. S1). We no-
ticed that CVs were higher for lower RNA inputs, for which tem-
plate numbers decrease. This assumption was confirmed by
assessing Cyp2a3 expression in the three anatomical sites. This
low-expression gene was much more influenced by experimental
errors (Supplementary Fig. S2) and the median CV was 28.5%.
Therefore, samples showing a high intra-assay variation probably
carry template copy numbers near qPCR detection limits,

We also assessed the effect of PCR detection limits on relative
quantification. Because of a high variation in expression, the
assessment of CYP mRNA levels by relative quantification is trou-
blesome and in some instances dilution curves with more than five
points cannot be constructed. We hypothesized that this phenom-
enon is also related to gPCR detection limits. To test this we con-
structed dilution curves using liver cDNA made from 4 pg of total
RNA. We observed that dilution curves of the highly expressed
genes (Acth and Cyp2el) did not exceed the system's detection lim-
its even when high dilutions such as 1:800 were used, exhibiting
lower C; and standard deviation {SD: Table 1). However, for low-
expressed genes such as Cyp2a3 in the liver, only five serial dilu-
tions had specific melting curves. The 1:50 dilution showed a
low template input, a representative C, over 30, and a SD of almost
1 cycle. Dilutions over 1:50 showed nonspecific melting curves and
were not reproducible, according to the Monte Carlo effect [1].
Therefore, as expected, relative quantification can also be affected
by PCR detection limits.

Cyp2el expression showed the highest variation in the tissues
tested, being higher in liver than in gingiva (unpaired t test;
p <0.0001) and below the limit of detection in the hard palate. This
motivated us to further evaluate its expression in the latter, using
this minimally expressed gene to additionally demonstrate qPCR
detection limits in an independent experiment. When a higher
hard palate RNA input in the RT reaction (4 pg) was used all reac-
tions were positive. The median number of CypZel template copies
detected was 600 (median C, = 24.37). The dilution of the cDNA to
1:12.5 also resulted in 100% positive reactions and a median num-
ber of 141 detected copies (median C, = 26.46). Based on these two
dilutions, we tested if additional dilutions would lower template
numbers until the gPCR theoretical detection limit of 3 copies
was reached. In fact, the dilution of this ¢cDNA to 1:400 resuited
in a median number of 2.75 template copies {median C,=32.14).
However, when these 12 replicate reactions were assessed qualita-
tively we observed that seven tubes showed specific amplification,
three showed specific and nonspecific amplicons, and two
reactions failed, confirming that this theoretical limit does not
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Tabie 1
Dilution curves constructed using cDNA from 4 ug of total liver RNA.
Dilution Relative quantification {(; 5D}
n Cyp2a3 n Cyp2ed n Acth
1:3.125 144 2606011 143,187 1646 £0.03 110,938 1737004
1:6.25 64 2723007 74,813 17.40:0.02 55,187 18381 0.02
1:125 45 2735027 39,426 18.33£0.09 28,800 18321006
1:25 16 2025:030 20785 1825 £0.02 15,031 2026006
1:50 591 3066 £099 9751 2034 :003 7036 21360
1:100 4649 21.41:0.09 3306 2245003
1:200 2817 2213003 2052 23.14+008
1:400 1284 2327 £005 892 2434+ 008
1:800 510 2434018 462 2529+010

SD, standard deviation of (;: n, mean copy number.

represent the real quantification limit of our qPCR system (Supple-
mentary Fig. S3).

Our experimental data proved that the actual qPCR limit is
higher than the theoretical one, as three template copies do not
perfectly represent the stochastic events occurring in this low-copy
number range. Possible losses of low concentration templates due
to adherence to surfaces could additionally explain this phenome-
non. Burns and Valdivia {7], using hydrolysis probes, showed that
dilutions with four, two, or one template copy suffered from sto-
chastic sampling effects, as seen in our data series and in the liter-
ature [8~10]. These observations suggest that the theoretical PCR
detection limit is applicable in another sense that can be called
“extreme limit” or absolute detection limit [8].

Practical considerations also emerge from our analysis in the
form of guidelines to enable researchers to accurately measure
the levels of low-expressed genes with SYBR green chemistry. First,
one should be aware of PCR detection limits in a given system and
try to use cDNA inputs that are above these limits. Second, our data
suggest that the RNA input for the RT step should be higher than
80 ng of total RNA, as lower amounts produced artifactual results
and were significantly associated with the presence of failed
amplifications. Third, for the relative quantification of given tar-
gets, the C; can be used to evaluate if target numbers are within
PCR detection limits. Samples that show both a high €, and a high
intra-assay variation are close to the PCR detection limit. Finally,
the presence of a failed amplification can be a useful marker to
identify samples at the absolute PCR detection limit (considering
qPCR assays with fewer than 20 replicates per sample).
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Supplemental Materials

SUPPLEMENTAL MATERIALS

Table S1: Primers used in qPCR reactions

GC
, , Tm  PRODUCT  ACESSION
GENE 5-PRIMER- 3 COIZIO'/I;;ENT © o NUMBER
F :AGCATTGCGTGAGAGTAAAGGGA  47.8 63.1
CYp283 R CCCCTTCTCTGGCTCTACCTTTG 56.5 65.1 129bp  NM_012542.2
F :GTCACTGGACATCAACTGCG 55.0 56.6
Cyp2el L GTTCTTGGCTGTGTTTITCCT 42.9 57.9 80bp ~ NM_031543
F :CCGCATCCTCTTCCTCCCT 63.2 61.2
ACD . GCCACAGGATTCCATACCCAG 57.1 58.6 131bp  NM_031144

Table S2: Absolute curves and associated parameters.

ABSOLUTE QUANTIFICATION

2

Gene slope y intercept r Efficiency
Cyp2a3 -3.311 33.214 0.985 1.00
Cyp2el -3.323 33.598 0.998 1.00

Actb -3.327 34.157 0.996 1.00

Table S3: Effect of annealing temperature on reaction efficiency

Annealing Temperature
Gene | 54C | 56C |58C |[60C |62T
Cyp2a3| 1.00 1.00 1.00 1.00 1.14
Cyp2el| 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Actb 1.08 1.08 1.04 1.00 1.02
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Table S4: Expression of CYP and Actb genes in different tissues tested according
to RNA input in RT reaction

GINGIVA
RNA input Actb Cyp2a3 Cyp2el
(ng) G Amp n (Ch G Amp n (Ch {Q} [G Amp n (Ch {Q}

10 1 10/12 84 (56 - 112) 1 3/12 | 0.81* | {0.4-4.0} |1 3/12 2.80* {1.4-2.9}

20 2 12/12| 184 (107 — 261) 1 2/12 | 2.67* | {1.7-3.6} |1 0/12 -

40 2 12/12| 362 (330 —393) 1 4/12 | 2.69* | {1.4-5.7} |1 4/12 1.87* {1.1-2.6}

80 2 12/12| 639 (537 —742) 1 6/11 | 5.60 (26-8.6) |1 3/11 2.97* {1.5-4.2}
160 |2 12/12] 1617 (1329 — 1905) 1 9/12 | 512 (33-7.0 |1 511 1.87 (0.8-3.0)
320 |2 12/12] 2102 (1869 — 2336) 2 12/12 11 (6.4-17) |1 11/12 3.13 (1.7-4.6)
640 |2 12/12| 4642 (4253 - 5032) 2 12/12 19 (13-26) |2 11211 3.66 (2.8-4.6)
1280 |2 12/12] 9356 (8441 -10271) |2 12/12 30 (24-35) |1 11/12 10 (8.4-13)

2560 |2 12/12| 18510 (15987 —21032) |2 12/12 68 59-77) |2 11211 12 (8.5-15)
HARD PALATE
RNA input Actb Cyp2a3 Cyp2el
(ng) |G Amp n (Ch) {Q} G Amp| n CH {Q} |G Amp n (C) {Q}
10 1 11/12 35 (26 — 44) 1 4/12| 289* | {15-4.0} |1 0/12 -
20 2 12/12 89 (70 -107) 1 6/12] 3.00 (20-4.1) |1 0/12 -
40 2 10/10| 180 (154 — 205) 1 9/12| 5.19 (22-8.2) |1 0/12 -
80 2 12/12| 308* {262 — 400} 1 11/12] 4.20 (31-5.3) |1 212 2.08* {1.3-2.9}
160 2 12/12| 573* {531 -871} 1 11/12| 7.49 (40-11) |1 2/112 1.49* {1.4-1.5}
320 2 11/11| 1329 (1099 — 1559) 2 12/12] 13 (8.4-18) |1 4/12 1.34* {1.2-1.9}
640 2 12/12| 2643* {2426 — 3607} |2 12/12] 25 (19-31) |1 6/12 1.38* {0.7-2.9}
1280 2 12/12] 6193 (5188 — 7198) 2 12/12| 46 (36-57) |1 7/12 4.59 (2.4-6.8)
2560 2 10/10| 14509 (12390 —16629) |2 12/12| 134* | {106 —497} |1 10/12 3.77 (2.3-5.2)
LIVER
RNA input Actb Cyp2a3 Cyp2el
(ng) G Amp n (ChH G Amp n Ch {Q} G Amp n (Ch {Q}
10 2 12/12 825 (719 — 931) 1  2/12| 2.13* | {0.7-3.5} |2 12/12 736* {700 — 877}
20 2 12/12| 1403 (1316 —1491) |1 6/12| 2.62 (0.9-4.4) |2 12/12 1401 (1289 — 1512)
40 2 12/12| 3041 (2857 —-3225) |1 10/12| 3.89* | {2.0-13} |2 12/12 3007 (2869 — 3144)
80 2 12/12| 5462 (5055-5869) |1 8/12| 3.33 (20-4.7) |2 12/12 5744 (5458 — 6030)
160 2 12/12| 10870 (10297 —11443) |1 10/12| 4.87 (24-7.4) |2 12/12| 12080 (11606 — 12554)
320 2 12/12| 19955 (18388 —21522) |2 12/12| 8.12 (5.5-11) |2 12/12| 18392 (17567 — 19218)
640 2 12/12| 33929 (30535 -37323) |2 12/12| 13 (11-15) |2 12/12] 34431 (32756 — 36107)
1280 2 12/12| 67292 (64928 — 69656) |2 12/12| 34 (24-43) |2 12/12] 75471 (73608 — 77334)
2560 2 12/12) 168423 | (161274 —175573)|2 12/12| 70* {66 —187} |2 12/12| 187608 (175844 — 199372)

G- group; Amp — amplicons detected; n- number of copies; (Cl)- 95% confidence interval of mean; n*- median number of copies in data
series without normality; {Q}- 25% and 75% percentiles or upper and lower limit in data series <4
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Figure S1: Coefficients of variation (CV) of highly expressed genes according to
RNA input. The median CV representing this group was 7.5%. Each bar represents
the amplitude observed in the specific input.
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Figure S2: Coefficients of variation (CV) of a low expressed gene (Cyp2a3)
according to RNA input. The median CV representing this group was 28.5%. Each
bar represents the amplitude observed in the specific input.
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Figure S3: Limits of PCR detection. Monte Carlo effect on Cyp2el expression in the
hard palate using a 1:400 dilution of cDNA made with 4 ug of total RNA. First of three
independent runs. Tubes #1 and #4 show specific and non specific products. Tube
#2 shows negative amplification. Tubes #3, #5 and #6 show specific amplification
(1.27; 319 and 301 copies of target template at the beginning of the reaction,
respectively).
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CONCLUSAO

Foi possivel, por meio desses experimentos, demonstrar que o limite tedrico
de WITTWER e KUSAKAWA (2004) na verdade representa o limite extremo
(absoluto) da reagdo de PCR, onde a quantidade das moléculas alvo encontra-se no
limite de deteccdo de trés coépias. Além disso, esse fendbmeno €& também
caracterizado pela presenca de falhas de amplificacdo e pela formacéo de produtos
inespecificos (efeito Monte Carlo). Dessa forma, pudemos utilizar essas informacdes

para estabelecer o critério de andlise de amostras que se encontram com expressao

no limite de detecc¢éo da técnica de PCR.
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5. CAPITULO Il

EXPRESSAO DE ENZIMAS DA FAMILIA DOS CITOCROMOS P450
EM DIFERENTES SITIOS ORAIS DE HUMANOS E DE ANIMAIS
DE LABORATORIO
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5.1 — MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no laboratério de Bioquimica e Toxicologia
Molecular do Departamento de Bioquimica do Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes (IBRAG/UERJ) e nas dependéncias da Divisdo de Patologia
(DIPAT), da Divisdo de Genética (CPQ) e do Programa de Carcinogénese Molecular

(CPQ), todas essas pertencentes ao Instituto Nacional de Cancer (INCA).

5.1.1- SELECAO DA AMOSTRA

Foram coletadas amostras dos seguintes sitios orais de animais de laboratério:
gengiva (inferior), palato duro, labio inferior, labio superior, mucosa jugal, lingua e
assoalho. Em animais de laboratorio, amostras de figado e epitélio nasal também
foram coletadas como controles positivos da expressdao de CYPs. As espécies
testadas (n = 5/espécie) foram o rato (Wistar), trés linhagens de camundongos
(C57BL/6, BALB/c e SV129) e o hamster (Sirio), todos machos e com oito semanas
de idade. Os animais foram provenientes do biotério do Departamento de
Bioquimica e foram mantidos em ciclo de 12h de claro/escuro. Os animais

receberam livre acesso a é&gua e a racdo peletizada padréo.
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Material e Métodos

Os animais nao receberam qualquer tipo de tratamento e foram sacrificados
em camara de CO,. Esse trabalho ndo foi submetido a comité de ética animal pois o
mesmo ainda ndo havia sido implementado na instituicdo quando do planejamento e

realizacdo desses experimentos.

Todos os fragmentos foram imediatamente colocados em eppendorfs estéreis
contendo TRIzol® (Invitrogen, EUA) e congelados a -70C em freezer, até a sua

utilizagéo.

Cinco pesquisadores voluntarios, sem cancer e sem lesdes precursoras na
cavidade oral foram os doadores das amostras de sitios orais normais. Trés
voluntarios ndo possuiam qualquer historico de tabagismo e mantiveram pelo
menos 15 dias de abstinéncia no consumo de bebidas alcodlicas ou no uso de
enxaguatorios bucais com etanol. Com relagdo aos demais voluntarios, um era
etilista, sem histérico de tabagismo e outro era tabagista e etilista. Os sitios
coletados foram gengiva superior (entre 0 segundo pré-molar e o primeiro molar),
gengiva inferior (entre primeiro e segundo molares), trigonoretromolar, mucosa
interna de labio inferior, mucosa interna de labio superior, lingua (borda lateral),
assoalho (anterior), palato duro (entre o segundo pré-molar e o primeiro molar) e
mucosa jugal (a cerca de 2cm do ramo da mandibula), todos ipsilateralmente. Para
a realizacao dessas biopsias incisionais sob anestesia local foi utilizado um punch
circular com 0,3cm de diametro na ponta ativa (Punch dermatologico n° 3, Kolplast
Ci Ltda, Sao Paulo). Uma cuidadosa anamnese foi realizada antes da realizagcéo do
procedimento para avaliacdo do estado geral de saude de cada voluntario. Os leitos
cirurgicos foram suturados e, nagueles onde houve indicacdo, a ferida foi recoberta
com cimento cirdrgico (Periobond®, Dentsply, Petrépolis). AINES foram prescritos
para um melhor pds-operatorio. Como controles positivos da expressdo de CYPs em
humanos, cDNAs de figado estocados no laboratorio foram utilizados (GODOY W et
al, 2002).
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Devido ao pequeno tamanho dos espécimes obtidos dos subsitios anatémicos
da cavidade oral de cada um dos animais de laboratorio testados optamos por fazer
um pool de amostras para cada subsitio anatdmico a fim de obtermos quantidade

suficiente de RNA para a realizacdo dos experimentos subsequentes.

5.1.2 - METODOLOGIA

A. EXTRACAO DE RNA

O RNA total foi extraido dos tecidos utilizando-se o reagente TRIzoI®,
seguindo o protocolo descrito pelo seu fabricante. Para cada 0,1 g de tecido em um
tubo eppendorf foram adicionados 1 mL de TRIzol®, que foi incubado a temperatura
ambiente por 5 minutos. Apds essa etapa, a cada tubo foi acrescentado 0,2 mL de
cloroformio. Os tubos foram entdo agitados por 15 segundos e incubados por 3
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
12.000g por 15 minutos a 4T (centrifuga refrigerad a EPPENDORF modelo 5417R).
A fase aquosa (sobrenadante) foi entéo transferida para tubos novos e o restante do
material foi descartado. Um volume de 0,5 mL de isopropanol foi acrescentado a
fase aquosa e os tubos agitados. A seguir os tubos foram incubados por 30 minutos
a temperatura ambiente e centrifugados a 12.000g por 10 minutos a 4TC. O
sobrenadante foi descartado, o sedimento lavado com 1 mL de etanol 75% (v/v) e
centrifugado a 12.000g por 10 minutos a 4C. O RNA foi entdo submetido a uma
etapa adicional de purificacdo utilizando-se o kit RNeasy (Qiagen), segundo
instrucdes do fabricante. O RNA foi eluido em 12 uL de agua RNAse free, seguindo-

se a quantificagao do RNA.

B. QUANTIFICACAO DO RNA

Apos a extracdo, os RNAs foram quantificados através da absorvancia
medida em 260 e 280 nm em espectrofotdmetro (Nanovue, GE Healthcare Bio-

sciences, Upsala, Suécia). A razdo de Ao € Azgo deve ser igual ou superior a 1,75
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para, entdo, calcular-se a concentragdo do RNA. (SAMBROOK J et al., 2001). Uma

unidade de absorvancia corresponde a uma concentracdo de 40 pg/mL de RNA.

C. REACAO DE TRANSCRICAO REVERSA ( Reverse Transcription Polimerase
Chain Reaction — RT- PCR)

A partir do RNA total, o cDNA foi sintetizado através de uma reacdo de
transcricdo reversa com a enzima M-MLV, seguindo o protocolo de ROBOTTOM-
FERREIRA; RIBEIRO PINTO; ALBANO (2003). A cada tubo de reacdo contendo
pelo menos 100ng de RNA total foram adicionados 250 ng de oligonucleotideo
randémico e agua DEPC para completar o volume de 8 pL. Apés incubacédo a 70C
por 10 minutos, os tubos foram transferidos para um recipiente com gelo. Foram
adicionados a cada eppendorf 6uL de tampdo de RT 5X, 1 uL de cada
desoxirribonucleotideo a 10 mM, 1 puL de RNAsina, 3 pL de DTT 0,1M, 1 yL de M-
MLV contendo 200 U e 12 pL de trealose a 1,5 M. Os tubos foram incubados a 37C
por 1 hora, e posteriormente a 70C por 15 minutos. Em seguida os mesmos foram

armazenados a -20T até sua utilizagao.

D. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA (Qua_ntitative

Polimerase Chain Reaction - PCRQ)

A reacdo de PCRq foi realizada utilizando-se a plataforma Rotor-Gene da
QIAGEN, contendo em cada minitubo: 7,5 uL do reagente Fast SYBR® Green, 25
pmoles de cada um dos oligonucleotideos senso e antissenso (10 pmoles de cada
oligonucleotideo no caso do gene de referéncia), 0,5 yL de cDNA e agua deionizada
estéril para completar o volume final de 15 pL. A reacdo de amplificacdo foi
realizada com uma pré-desnaturacdo (5 minutos a 95°C), seguida de 40 ciclos
consistindo de duas etapas: desnaturacio (5 segundos a 95°C),
anelamento/extensdo (10 segundos a 60°C) e um ciclo final de desnaturagdo com

temperatura variando de 65C a 95C em incrementos de 1°C. Oligonucleotideos
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especificos para cada um dos CYPs a serem analisados foram construidos,
utilizando o programa Primer Premier 5.0, buscando-se sempre que possivel pelo
menos uma jungdo éxon-éxon, a fim de evitar possivel amplificacdo de DNA

gendmico (esses oligonucleotideos encontram-se descritos na Tabela 2).

Tabela 2: Condi¢des da PCR para genes CYP: oligonucleotideos e tamanho dos produtos em pares
de base.

HUMANO
GENE 5- OLIGONUCLEOTIDEO- 3 TAMANHO | ENTRADA
PRODUTO
CYP1AL S - CCC ACA __A CAA CAA GAG ACAC -
AS:- TCA GGT AGG AAC TCA GAT GGG TT- | 130pb | NM_000499.3
CYP1A2 S -CTTTGGAGC ACC ATTTGACACA -
AS: - CTC CCT GCC AAT CACAGT GTC C - 121pb | NM_000761.3
CYP2A6 S GAC CAG GAG AAG AAC CCC AAC
AS: TGA GCA GCA AGA AGC CAT AGC 124pb | NM_000762.5
CYP2B6 S . GGA AAA /A GAA ATC CAA CGC A
AS: CAG GAA GCC GTA GCG GAG 121pb NM_000767.4
CYP2E1 S - AAG GCG GTG AAG GAA GCG -
AS: - ATG ATT CCC CTG TCC CTG TGC G - 9pb | NM_000733.3
GAPDH S~ CAA CAG CCT CAA GAT CAT CAC (AA-
AS:-AGT GAT GGC ATG GAC TGT GG CAT- | 124PP NM_002046
CAMUNDONGO
GENE 5- OLIGONUCLEOTIDEO- 3 TAMANHO | ENTRADA
PRODUTO
CYPlal S -TCC CCC ACA CCA CCA CAA -
AS: - GTC ACC CCA CAG TTC (G - 113pb NM_009992
CYP1a2 S -GCT G/ CAC GGT GGT TGG -
AS: - TGT CCC TCG TTG TG TGT GG - 143pb NM_009993
CYP2a5 S -TCC GAATGC TGG A" AGA AGA -
AS: - TGG TGC TGA CGG TCT CTG TG - 118pb NM_007812
CYP2b9 S - TGA AGA AAT ACC AGC CAG TGC C-
AS: - AAA CGC TCT CCA AAG ACA ATG G - 94pb NM_010000
CYP2b10 S -CATTCTCCAGCCAL . TGTTTG A-
AS: - TTT TGG AGA TTT GTC TGT GGG C - 78pb NM_009999.3
CYP2el S - TGG AAA AGC CAA GGA ACA CC -
AS: - TCT TGG CTG TGT TTT TCC TTC T - 102pb NM_021282
GAPDH S -ACC .C CAA GTATGA TGACA -
AS: - GGC ATC GAA GGT GGA AGA GTG - 13%pb | NM_008084.2
RATO
GENE 5- OLIGONUCLEOTIDEO- 3 TAMANHO | ENTRADA
PRODUTO
CYP1A1 S -GCATIG TGC CTG CCT CCT AC -
AS: - GGT CTC TGC TGT GCC CAG TG - 73pb NM_012540
CYP1A2 S . GAA CAG TAT CCA GGA CAT CAC AGG -
AS: - CTG AGG GAT GAG ACC ACC GTT G - 79pb NM_012541
CYP2A3 S -AGC ATT GCG TGA GAG TAA AGG GA -
AS: - CCC CTT CTC TGG CTC TACCTTTG - | 129Pb | NM_012542.2
CYP2B1 S -GTTCATTCT CCAGCCA . TGTT-
AS: - GAT TTC CTG GAG GTT TTT GGA GA- 95pb | NM_001134844
CYP2E1 S -GTC ACT GGA CAT CAA CTG CG -
AS: - GTT CTT GGC TGT GTT TTT CCT - 80pb NM_031543
GAPDH S -ACC [C.C CAA GTATGA TGACA -
AS: - GC ATC GAA GGT GGA AGA GTG - 138ph NM_017008
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HAMSTER
GENE 5’- OLIGONUCLEOTIDEO- 3’ TAMANHO ENTRADA
PRODUTO

CPIAL| ST RIS IS Is, | o oo
CYPIRE |5 AICACAMACCASICANCA | wie [owores
CYPPE | SISO IeSACOSCAS | wive oot
CYPPRD | ST CRCTOREIETASA | o owessa
CYPOAS |, ST CMACRCTCCIEeT oS | e oo
R A e el
RPN |3 SOLSISC OIS | o Jooumons

Entradas disponiveis em genome.ucsc.edu e www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank

O par de oligonucleotideos para CYP2A3 foi retirado da literatura
(KALSCHEUER S et al, 2008). O par de oligonucleotideos para CYP1A1 humano foi
obtido do RT-primer database (entrada n°1809, disponivel em
http://www.rtprimerdb.org). Os primers do hamster ndo puderam ser desenhados
dessa forma pela dificuldade de obtencédo de detalhes sobre as jungdes éxon-éxon
nas sequéncias depositadas no Genbank. Devido a esse fato apenas tais amostras
foram tratadas com DNAse. O RNA desses animais foi tratado com a enzima DNase
I, RNase-free (Fermentas, Maryland, USA) seguindo o protocolo descrito pelo seu

fabricante para eliminar qualquer DNA genémico contaminante.

Apenas reacfes que apresentaram curva de desnaturacdo especifica foram
consideradas. Quadruplicatas foram feitas para cada amostra. Os resultados foram
expressos em numero de copias do RNA mensageiro do gene de interesse, pelo

uso do método de quantificacdo absoluta, normalizadas para 1ug de RNA.

E. PURIFICACAO DO PRODUTO DE PCR

Os produtos de PCR foram purificados com o kit PureLink PCR Purification de

acordo com o protocolo do fabricante (Invitrogen, EUA). A cada tubo, com 50 uL de
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produto de PCR foram adicionados 200 pL de tampé&o de captura. Posteriormente,
essa solucao foi colocada em uma coluna PureLink™ spin com tubo coletor e
centrifugada a 10.000g por um minuto. O liquido no tubo coletor foi descartado e a
coluna foi lavada com 650 pL de tampéao de lavagem centrifugado a 10.000g por um
minuto. O liquido no tubo coletor foi descartado e nova centrifugacédo a 13.400 rpm
foi realizada durante trés minutos para remover qualquer residuo do tampao de
lavagem. O tubo coletor foi desprezado e substituido por um microtubo de 1,7 mL.
Em seguida, foram adicionados ao centro da coluna 50 puL de tampéo de eluicéo,
que ficou em incubacdo por um minuto. Por fim este material foi centrifugado a

13.400 rpm por dois minutos e no microtubo estava o produto de PCR purificado.

F. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

A eletroforese em gel de agarose a 3% em tampao SB 1X foi implementada a
fim de analisar os produtos da reacdo de PCR. Foram aplicados 2 pL de cada
produto de PCR e um microlitro de GelRed (Invitrogen, Grand Island , EUA - diluido
a 1:1000) e um microlitro de tampao de carregamento foram adicionados a cada
amostra. O tampao de carregamento é composto de glicerol 50 % (V/V), azul de
bromofenol 0,25 % (P/V) e xileno cianol 0,25 % (P/V). A eletroforese foi realizada a 4
V/cm, por 40 minutos em cuba horizontal (Life Technologies). O DNA foi visualizado
e fotodocumentado em um transiluminador de luz ultravioleta acoplado a um

sistema de captura de imagem (Alphalmager® mini, Alpha Innotech Corp, Taiwan).

G. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Quando necesséario foi realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida
para analisar os produtos da reacdo de PCR. O gel foi composto de 8,0 mL de
solugcéao de acrilamida:bis acrilamida 30 % (29:1) (Invitrogen, S&o Paulo), 6,0 mL de
tampao TBE 5X (0,45 M Tris-borato e 0,01 M EDTA - MERCK), 15,74 mL de agua
deionizada, 0,25 mL de persulfato de aménio 10% (APS — MERCK) e 10 pL de
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N’N’N’N’tetrametiletilenodiamina (TEMED - BIO-RAD) (SAMBROOK et al., 2001).
Apbs a eletroforese o gel foi incubado em solugéo fixadora por 20 minutos (&cido
acético a 10 %). Posteriormente a fixacdo, o gel foi lavado 2 vezes com agua
deionizada, por 2 minutos cada lavagem e corado com solucdo de nitrato de prata
por 30 minutos (0,1% de nitrato de prata, 0,15% de formaldeido — MERCK). Apos a
coloragédo, o gel foi novamente lavado com agua deionizada por 10 segundos e
revelado em solugcédo contendo Na,CO3 anidro a 3 %, 0,15% formaldeido e 0,02% de
tiossulfato de sodio 10 mg/mL (MERCK) até aparecerem as bandas. Depois da
revelacdo, o gel foi incubado em solucédo fixadora por 10 minutos e colocado para

secar.

H. CLONAGEM EM VETOR

Para a quantificacdo absoluta, curvas padrdo foram construidas a partir da
clonagem dos produtos de PCR em E. coli, produtos esses da amplificacdo de CYPs
a partir dos cDNAs obtidos das amostras de figado de cada espécie. Para tal, 100uL
de cada produto de PCR foram purificados de acordo com o procedimento descrito
no item E, gerando aliguotas de 30uL para cada amplicon purificado. Esses
produtos foram visualizados em gel de agarose a 3% para avaliagdo de seu

respectivo tamanho.

O vetor utilizado foi o0 pGEM-T easy (3018pb, cod A137A, Promega). Para o
procedimento de ligagao foram adicionados a cada tubo de reagdo 1pL de tampéao
10X (T4 DNA ligase 10X buffer, cod C126B, Promega), 7,5 pL de produto de PCR,
0,5uL de vetor e 1 uL de ligase (T4 DNA ligase, cod M180A, Promega). Em seguida
os tubos foram submetidos a uma centrifugacéo rapida e levados ao termociclador

a 4C por doze horas.

As bactérias foram submetidas a transformacéo quimica, segundo protocolo
descrito por SWORDS (2003). Para o preparo de bactérias E. coli competentes,
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culturas saturadas foram diluidas na propor¢cdo 1:100 em meio LB e permitiu-se o
seu crescimento por trés horas e meia a 200rpm em frasco de 500mL contendo
50mL de meio a 37C em incubador orbital (Excella E 24 Incubator Shaker, New
Bruswick Scientific). Apos esse periodo a cultura foi transferida para um tubo falcon
de 50mL e colocada em gelo por cinco minutos. A seguir as bactérias foram
separadas por centrifugacao (5000g por 10 minutos). O sobrenadante foi descartado
e 0 precipitado bacteriano foi ressuspendido em 5mL (0,1X o volume original da
cultura) de CaCl, a 0,1M gelado. As células ressuspendidas foram entdo colocadas
em gelo por 10 minutos. Depois desse tempo, foi realizada nova centrifugacéo, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado bacteriano foi ressuspendido em 2mL

(0,04X o volume original da cultura) de CaCl, a 0,1M gelado.

Para cada produto de PCR, 5 pL de sua respectiva ligagdo foram adicionados
a 200uL de suspensdo bacteriana, acondicionados em microtubos estéreis. Os
eppendorfs foram entdo colocados no gelo por 30 minutos. Apds esse periodo os
microtubos foram inseridos em suporte de isopor e colocados em um becker com
agua a 42T, sendo incubados por exatos 30 segundos, ap6s o que foram
transferidos para o gelo e ai mantidos por dois minutos. Um mililitro de meio LB pré-
aguecido a 37<C foi adicionado a cada eppendorf e o conteudo foi transferido para
tubos falcon de 50mL, que foram incubados a 37CC por uma hora no incubador
orbital (100rpm).

Para crescimento foram plaqueados 300uL de bactérias transformadas em
placas com 100 pg/mL de ampicilina (estoque 100 mg/ml) + 50 puL IPTG (0,5mM; 50
pL/mL) + 80 pL Xgal (80 pg/mL). O meio usado foi o LB a 40 g/L com 1,5% de agar
(autoclavado). As bactérias foram plaqueadas com auxilio da alca e mantidas em
estufa a 37C doze horas. Uma colbnia branca de cada placa foi selecionada e
incubada em respectivo tubo falcon identificado contendo cinco mililitros de meio
circle grow (40g/L) contendo ampicilina e tetraciclina (ambas a 100 pg/mL) por doze
horas a 37C no incubador orbital (200rpm). A fim de arma zenar essas bactérias
transformadas, 500uL de bactéria foram adicionados a 145uL de glicerol 65% e

congelados em freezer -70C, gerando uma solucéo de glicerol a 15%.
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Em novos minitubos, 1,5mL de bactérias foram colocados e centrifugados a
13400rpm durante cinco minutos. O meio foi removido e a seguir 240uL de GET
foram adicionados a cada eppendorf e a solucdo foi agitada no vortex até
ressuspender todas as células. A cada tubo foi entdo adicionado 80mL de NaOH a
0,2N/ SDS a 1%, sendo feita mistura por inversdo até a obtencdo de uma solucéo
limpida. Apo6s 10 minutos de incubacao a temperatura ambiente, foram adicionados
a cada eppendorf 80 uL de KOAc a 3M gelado. Seguiu-se nova incubacéo por 10
minutos e na sequéncia, os eppendorfs foram centrifugados a 13400rpm durante 10
minutos. Todo o sobrenadante (400uL) foi transferido para novos eppendorfs e foi
adicionado isopropanol gelado na quantidade de 0,8X do volume transferido. Foi
feita entdo a mistura das solugdes por inversao (30 vezes), seguindo-se um periodo
de incubacdo de uma hora. Apds essa etapa, os eppendorfs foram centrifugados por
10 minutos a 13400rpm. Todo o liquido foi removido vertendo-se os microtubos na
pia e adicionando 400uL de etanol 70% gelado. Seguiu-se uma centrifugacdo por
cinco minutos a 13400rpm. Todo etanol foi entdo removido seguindo-se a adicdo de
5uL de RNAse a 10ug/puL+ 45 pL de agua miliQ para cada minitubo, mantendo-os
por doze horas a 4C. Em seguida, a solucdo foi purificada de acordo com o
protocolo descrito no item E e 2uL foram utilizados para eletroforese em gel de
agarose a 1% para visualizacdo dos produtos de ligacdo de cada gene estudado. O

DNA plasmidial foi entdo quantificado de acordo com o descrito no item B.

Para linearizacdo dos plasmideos foi utilizada a enzima de restricdo Pst |
(cod. E1073Y; 12U/uL - Amersham Life Science, Pittsburgh, EUA). Foram utilizados
10uL de tampdo 10x, 5uL de enzima Pst |, 2,5ug de DNA plasmidial e agua
suficiente para completar 100pL de solugdo em cada eppendorf (Anexo 1). A reacéo
foi mantida a 37C overnight. Dois microlitros foram utilizados para eletroforese em
gel de agarose a 2% para visualizacdo dos produtos de digestdo de cada gene

clonado.

|. CONFECCAO DAS CURVAS PADRAO E QUANTIFICACAO ABSO LUTA DAS
AMOSTRAS
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Apbs a linearizacdo dos plasmideos, tais DNAs foram quantificados através da
absorvancia medida em 260 e 280 nm em espectrofotbmetro a fim de obter-se a
concentracdo do DNA. (SAMBROOK J et al., 2001). Esse valor foi entéo utilizado na
férmula abaixo descrita para converter a concentracdo em g/uL no numero de

moléculas, a fim de confeccionar a curva padréo de quantificacdo absoluta:

Y g/uL DNA x 6,022 x 10°® = n moléculas/pL

[comprimento do plasmideo em pares de bases x 660]

Diluicbes apropriadas foram feitas para permitir curvas padrdo de oito pontos,
representando quantidades de moléculas utilizando log, como referéncia em virtude

da grandeza Cq ser expressa dessa forma.

J. CRITERIOS UTILIZADOS NO LIMITE DE DETECCAQO

De acordo com os resultados obtidos no capitulo | e ainda segundo BUSTIN
SA. et al.,2009 a analise da expressao génica foi feita utilizando-se os critérios

abaixo descritos:

Gene expresso

Curva de Desnaturacéo Especifica

Deteccgao Auséncia de falhas de amplificacdo

Numero de copias

(normalizadas para 1ug RNA) n maior ou igual a 3

Tabela 3: Critérios para analise da expresséo por PCR em tempo real

Amostras apresentando menos de trés copias ou com falhas de amplificacédo
foram denominadas de amostras com expressdo génica “no limite de deteccao”.
Genes nao expressos em determinada amostra foram denominados de “nao

detectados".
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5.2 - RESULTADOS

5.2.1 DADOS QUALITATIVOS E QUANTITATIVOS DA
EXPRESSAO DE CYPs NOS SITIOS ORAIS DE
HUMANOS E ANIMAIS DE LABORATORIO

Foi observada durante a extracdo do RNA total dos sitios orais dos animais
de laboratorio uma grande variabilidade na quantidade de RNA obtido. Essa
variabilidade estava diretamente associada a limitagdo na quantidade de tecido
proveniente de certos sitios anatémicos da cavidade oral, principalmente assoalho
de boca e gengiva (Tabela 4). Contudo, o objetivo dessa etapa inicial era o
rastreamento da expressdo de CYPs na cavidade oral desses animais, de tal forma
gue optamos por utilizar a maior quantidade possivel de RNA durante a etapa de
transcricdo reversa e apo0s isso normalizar os resultados, uma vez que fizemos
quantificacdo absoluta. Um cenario similar também foi observado quando do

processamento das amostras humanas (Tabela 6).
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Resultados
Tabela 4: Dados referentes a quantidade e qualidade do RNA recuperado de cada sitio oral
dos animais de laboratério testados (Dados referentes ao pool dos cinco animais de cada
espécie/linhagem).

Espécie (linhagem) Sitio [ ]RNA pg/pl | RNA - RT(ug) 260/280
Camundongo (BALB/c) | Gengiva 0,088 0,616 2,009
Camundongo (BALB/c) | Palato duro 0,070 0,490 2,047
Camundongo (BALB/c) | Labio inferior 0,293 0,999 2,050
Camundongo (BALB/c) | Labio superior 0,120 0,840 2,027
Camundongo (BALB/c) | Epitélio nasal 0,455 1,001 2,034
Camundongo (BALB/c) | Mucosa jugal 0,148 1,000 2,039
Camundongo (BALB/c) | Figado 0,436 1,003 2,047
Camundongo (BALB/c) | Lingua 0,173 1,000 2,028
Camundongo (BALB/c) | Assoalho 0,015 0,105 1,745
Camundongo (C57BL/6) | Gengiva 0,015 0,105 1,767
Camundongo (C57BL/6) | Palato duro 0,37 2,590 2,046
Camundongo (C57BL/6) | Labio inferior 2,75 4,125 2,056
Camundongo (C57BL/6) | Labio superior 2,815 4,223 2,055
Camundongo (C57BL/6) | Epitélio nasal 0,636 4,007 2,042
Camundongo (C57BL/6) | Mucosa jugal 0,648 4,018 2,047
Camundongo (C57BL/6) | Figado 4,142 4,142 2,050
Camundongo (C57BL/6) | Lingua 2,301 3,912 2,077
Camundongo (C57BL/6) | Assoalho 0,206 1,442 1,955
Camundongo (SV129) | Gengiva 0,453 3,171 2,043
Camundongo (SV129) | Palato duro 0,467 3,269 2,049
Camundongo (SV129) | Labio inferior 0,111 0,777 1,993
Camundongo (SV129) | Labio superior 0,071 0,497 2,034
Camundongo (SV129) | Epitélio nasal 0,308 2,156 2,045
Camundongo (SV129) | Mucosa jugal 0,097 0,679 2,000
Camundongo (SV129) | Figado 2,344 3,985 1,984
Camundongo (SV129) | Lingua 0,046 0,322 2,035
Camundongo (SV129) | Assoalho 0,066 0,462 2,012

Rato (Wistar) Gengiva 1,208 3,986 2,03
Rato (Wistar) Palato duro 3,997 3,997 2,029
Rato (Wistar) Labio inferior 4,526 3,621 2,018
Rato (Wistar) Labio superior 3,203 3,844 2,032
Rato (Wistar) Epitélio nasal 3,202 3,842 2,051
Rato (Wistar) Mucosa jugal 0,654 3,989 2,02
Rato (Wistar) Figado 4,98 3,984 1,752
Rato (Wistar) Lingua 2,362 3,779 2,038
Rato (Wistar) Assoalho 0,559 3,913 2,017
Hamster (Sirio) Gengiva 0,136 0,952 2,042
Hamster (Sirio) Palato duro 0,596 3,993 2,048
Hamster (Sirio) Labio inferior 1,253 4,010 2,065
Hamster (Sirio) Labio superior 0,838 3,939 2,063
Hamster (Sirio) Epitélio nasal 0,439 3,073 2,041
Hamster (Sirio) Mucosa jugal 0,464 3,248 2,057
Hamster (Sirio) Figado 0,378 2,646 2,026
Hamster (Sirio) Lingua 0,547 3,829 2,071
Hamster (Sirio) Assoalho 0,239 1,673 2,027

Legenda: [ ] RNA pg/ul : concentracéo obtida do RNA extraido de cada sitio; RNA — RT(ug): Quantidade de RNA

utilizada na reacao de transcricao reversa.

A Figura 4 apresenta DNAs plasmidiais apds a utilizacdo da enzima de

restricdo Pst I.
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Figura 4: Gel de agarose a 3% mostrando a clivagem do DNA plamidial com inserto pela enzima de

restricdo Pst | (Rato - CYP1A1). Legenda: L — Ladder (padrdo de peso molecular de 100pb)

P — Plasmideo circular; PC — Plasmideo clivado

A Tabela 5 descreve os parametros obtidos quando da confeccdo das

curvas-padrdo de quantificacdo absoluta. Podemos observar que todas as curvas

apresentaram eficiéncia e coeficiente de determinacdo variando dentro de limites

adequados. A Tabela 6 mostra que obtivemos RNA de qualidade satisfatéria e em

guantidade suficiente para todas as analises subsequentes.

Tabela 5: Curvas padrdo de quantificacdo absoluta

2

Gene Eficiéncia | Slope Intercept r
CYPlal camundongo 0,99 -3,349 33,387 0,998
CYPla2 camundongo 1,00 -3,317 33,536 0,998
CYP2a5 camundongo 1,00 -3,326 33,737 0,999
CYP2b9 camundongo 0,95 -3,436 33,625 0,993
CYP2b10 camundongo 0,95 -3,448 33,288 0,999
CYP2el camundongo 1,00 -3,311 33,563 0,999
GAPDH camundongo 1,00 -3,334 33,370 0,999
CYP1Al rato 1,06 -3,181 33,607 0,996
CYP1A2 rato 1,06 -3,181 33,880 0,998
CYP2A3 rato 1,00 -3,311 33,214 0,985
CYP2B1 rato 0,97 -3,384 33,578 0,998
CYP2E1 rato 1,00 -3,323 33,598 0,998
GAPDH rato 1,00 -3,334 33,370 0,999
CYP1Al1 hamster 0,96 -3,414 33,568 0,999
CYP1A2 hamster 0,97 -3,396 33,341 0,997
CYP2A8 hamster 0,99 -3,350 33,441 0,992
CYP2A9 hamster 1,00 -3,327 33,688 0,998
CYP2A16 hamster 0,97 -3,399 33,466 0,999
GAPDH hamster 1,00 -3,332 33,437 0,999
CYP2E1 hamster 0,97 -3,408 33,547 0,999
CYP1A1 humano 1,02 -3,265 33,558 0,997
CYP1A2 humano 0,98 -3,378 33,584 0,999
CYP2A6 humano 0,99 -3,340 33,529 0,997
CYP2B6 humano 0,99 -3,346 33,735 0,999
CYP2E1 humano 1,00 -3,316 33,344 0,996
GAPDH humano 1,00 -3,328 33,246 0,981

Legenda: A esquerda: a eficiéncia de cada reacdo. A direita: o coeficiente de determinacéo entre a
quantidade de moléculas em cada diluicédo e os Cqgs
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Tabela 6: Dados referentes a quantidade e qualidade do RNA recuperado de cada sitio oral

em humanos.
Humano Sitio [ IRNA pg/pl | RNA - RT(ug) 260/280

1 (NT,NE, M) Gengiva inferior 0,058 0,151 2,028
1 (NT,NE, M) Gengiva superior 0,042 0,151 2,059
1 (NT,NE, M) Labio inferior 0,032 0,150 2,026
1 (NT,NE, M) Labio superior 0,023 0,152 1,966
1 (NT,NE, M) Palato duro 0,069 0,152 2,024
1 (NT,NE, M) Mucosa jugal 0,035 0,151 1,977
1 (NT,NE, M) Trigonoretromolar 0,077 0,154 2,043
1 (NT,NE, M) Lingua 0,073 0,153 2,033
1 (NT,NE, M) Assoalho 0,128 0,154 2,019
2 (NT, Etilista, F) Gengiva inferior 0,242 0,174 2,041
2 (NT, Etilista, F) Gengiva superior 0,191 0,176 2,078
2 (NT, Etilista, F) Labio inferior 0,046 0,175 2,018
2 (NT, Etilista, F) Labio superior 0,025 0,175 1,956
2 (NT, Etilista, F) Palato duro 0,383 0,176 2,054
2 (NT, Etilista, F) Mucosa jugal 0,138 0,175 2,018
2 (NT, Etilista, F) Trigonoretromolar 0,081 0,175 2,010
2 (NT, Etilista, F) Lingua 0,129 0,175 2,031
2 (NT, Etilista, F) Assoalho 0,043 0,175 2,038
3 (NT, 15 dias NE, M) | Gengiva inferior 0,740 0,252 2,078
3 (NT, 15dias NE, M) | Gengiva superior 0,466 0,252 2,064
3 (NT, 15dias NE, M) | Lébio inferior 0,037 0,250 2,091
3 (NT, 15dias NE, M) | Labio superior 0,056 0,250 2,090
3 (NT, 15dias NE, M) | Palato duro 0,685 0,250 2,088
3 (NT, 15dias NE, M) | Mucosa jugal 0,069 0,250 2,084
3 (NT, 15 dias NE, M) | Trigonoretromolar 0,962 0,250 2,089
3 (NT, 15dias NE, M) | Lingua 0,307 0,249 2,053
3 (NT, 15dias NE, M) | Assoalho 0,837 0,251 2,083
4 (NT, 15dias NE, F) Gengiva inferior 0,421 0,501 2,035
4 (NT, 15dias NE, F) Gengiva superior 0,440 0,502 2,054
4 (NT, 15dias NE, F) Labio inferior 0,164 0,500 2,040
4 (NT, 15dias NE, F) Labio superior 0,084 0,500 2,049
4 (NT, 15dias NE, F) Palato duro 0,445 0,498 2,044
4 (NT, 15dias NE, F) Mucosa jugal 0,261 0,501 2,034
4 (NT, 15dias NE, F) Trigonoretromolar 0,226 0,499 2,036
4 (NT, 15 dias NE, F) Lingua 0,700 0,497 2,050
4 (NT,15dias NE, F) | Assoalho 0,175 0,501 2,037
5 (T,E, F) Gengiva inferior 0,366 0,300 2,027
5 (T,E, F) Gengiva superior 0,230 0,299 2,007
5 (TE,F Labio inferior 0,054 0,300 2,000
5 (T,E, F) Labio superior 0,044 0,308 2,000
5 (TE,F) Palato duro 0,474 0,299 2,038
5 (T,E, F) Mucosa jugal 0,333 0,300 2,022
5 (T,E, F) Trigonoretromolar 0,299 0,299 2,019
5 (T,E,F) Lingua 0,630 0,299 2,042
5 (TE,F) Assoalho 0,209 0,301 2,023
Legenda: NT — N&o tabagista, T — Tabagista, NE — N&o etilista, M- Sexo masculino, F- Sexo Feminino, 15 dias
NE — 15 dias sem consumo de bebidas alcodlicas, E - Eltilista, [ ] RNA pg/ul : concentracédo obtida do RNA extraido

de cada sitio; RNA — RT(ug): Quantidade de RNA utilizada na reacéo de transcri¢éo reversa.

As Tabelas 7 a 16 mostram a analise quantitativa da expressao de CYPs,
onde os dados sdo expressos em numero de copias por micrograma de RNA
extraido em cada sitio. Os experimentos foram realizados em quadruplicatas

(Figuras 5 a 12) e os valores sdo a mediana do numero de copias das plicatas.
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Tabela 7: Expressao de CYPs em diferentes sitios da cavidade oral do camundongo BALB/c

lal [ 1a2 | 2e1 | 2a5 [ 269 |20 | GAPDH | RIN

Gengiva 25 52 4415 289 E 182 41843 N/A
Palato Duro 21 643 411 E 327 54235 N/A
Labio Inferior 56 9 423 65 E 277 3671 N/A
Labio Superior 192 18 980 50 330 593 7872 N/A
Mucosa Jugal 395 E 152 1094 E 517 44054 N/A
Lingua 9 32 2782 266 880 262 46828 N/A
Assoalho 25 51 5075 1291 1419 536 158095 N/A
Epitélio Nasal 400 902 1673 13443 Nd 550 33392 N/A
Figado 13 1281 137696 1746 23750 1745 1970 N/A

Demais 6rgéos listados foram usados como controles positivos da expressédo de CYPs (resultados expressos em nimero

de cépias do RNAm do gene por pg de RNA extraido ).
com expressao nado detectada, N/A — Nao disponivel, RIN — RNA Integrity Number. Pool dos cinco animais dessa linhagem.

Legenda:
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Tabela 8: Expressédo de CYPs em diferentes sitios da cavidade oral do camundongo C57BL/6

lal | 1a2 [ 2el | 2a5 | 269 [12b20| GAPDH | RIN
Gengiva 49 E 822 E E E 43024 N/A
Palato Duro E E 15 7 E 82 3605 3,7
Labio Inferior E E E E E 6 1193 3,3
Labio Superior E E E E 39 E 493 2,7
Mucosa Jugal 3 E 21 E E 8 750 1,9
Lingua E E 45 E 133 7 3915 4,1
Assoalho 3 11 214 E 63 15 25156 2,5
Epitélio Nasal 28 18 82 287 Nd 294 3074 5,2
Figado E 268 36483 85 3180 202 1902 2,7

Demais 6rgéos listados foram usados como controles positivos da expresséo de CYPs (resultados expressos em nimero

de copias do RNAm do gene por ug de RNA extraido ). Legenda:
com expressdo ndo detectada, N/A — N&o disponivel, RIN — RNA Integrity Number. Pool dos cinco animais dessa linhagem.

E — Gene expresso no limite de deteccao, Nd — Gene
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Tabela 9: Expressao de CYPs em diferentes sitios da cavidade oral do camundongo SV129

lal [ 1a2 | 2e1 | 2a5 [2b9 [12B20°] GAPDH | RIN
Gengiva 173 89 207 30 E 23 14201 81
Palato Duro E E E E E 20 21695 9,2
Labio Inferior 406 3 E 268 E 994 57014 9,0
Labio Superior 352 E E E E 563 34869 9,7
Mucosa Jugal 73 4 E E E 30 26598 9,9
Lingua 40 102 2820 11 E 127 216398 9,5
Assoalho E 99 2535 11 E 64 128377 9,3
Epitélio Nasal E 1508 1725 5450 Nd 1426 28850 8,6
Figado 3 7609 | 57763 1317 38 169 13948 9,5

Demais 6rgéos listados foram usados como controles positivos da expressédo de CYPs (resultados expressos em nimero

de cépias do RNAm do gene por pug de RNA extraido ). Legenda:

E - Gene expresso no limite de detecc¢éo, Nd — Gene

com expressao nado detectada, N/A — N&o disponivel, RIN — RNA Integrity Number. Pool dos cinco animais dessa linhagem.
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Tabela 10: Expresséao de CYPs em diferentes sitios da cavidade oral do rato Wistar
1A1 | 1a2 | 21 | 2a3 [12BL | GAPDH | RIN
Gengiva 41 35 571 25 E 38180 7,1
Palato Duro 37 13 220 130 359 43558 7,0
Labio Inferior 1311 17 149 9 533 21694 6,7
Labio Superior 1349 3 43 6 758 14390 7,0
Mucosa Jugal 136 379 667 2417 E 72542 6,5
Lingua 27 96 632 14 E 24727 6,6
Assoalho 108 106 548 446 E 48019 6,9
Epitélio Nasal 4719 300724 24849 308847 11807 44946 7,2
Figado 17 12585 299027 79 3826 15710 9,6

Demais 6rgéos listados foram usados como controles positivos da expressédo de CYPs (resultados expressos em nimero
E — Gene expresso no limite de detecgéo, Nd — Gene
com expressao nao detectada, N/A — Nao disponivel, RIN — RNA Integrity Number. Pool dos cinco animais dessa espécie.

de cépias do RNAm do gene por pg de RNA extraido ).
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Tabela 11: Expresséo de CYPs em diferentes sitios da cavidade oral do Hamster Sirio

1A1 | 1a2 | 248 [JBRGBIRZAIGN] 2EL [ GAPDH | RIN
Gengiva 4 3 329 Nd 160 153 256513 6,8
Palato Duro E E 9 Nd 87 22 29876 7,6
Labio Inferior E E 283 Nd 77 41 124800 7,5
Labio Superior E E 178 Nd 44 75 152795 7,6
Mucosa Jugal E E 71 Nd 61 63 23224 N/A
Lingua E 26 46 19 13 347 94411 N/A
Assoalho 3 302 510 159 201 2425 198027 7,4
Epitélio Nasal 46 10889 40 Nd 80882 6124 84771 6,0
Figado 14 2180 4238 5803 1158 16969 6240 2,7

Demais 6rgaos listados foram usados como controles positivos da expressao de CYPs (resultados expressos em nimero de

copias do RNAm do gene por pg de RNA extraido ). Legenda:

E — Gene expresso no limite de deteccdo, Nd — Gene com

expressdo ndo detectada, N/A — N&o disponivel, RIN — RNA Integrity Number. Pool dos cinco animais dessa espécie.
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Tabela 12: Humano 1 (Nunca fumou e ndo etilista). Expressdo de CYPs em cavidade oral

1A1 | A2 GAPDH [ RIN
Gengiva Inferior E E 13 115 13 182702 6,8
Gengiva Superior E 1592 98 449 32 261768 6,5
Labio Inferior E E 297 275 14 235307 6,3
Labio Superior E E 632 302 28 501651 6,9
Palato Duro E E 259 468 33 178421 5,6
Mucosa Jugal E E 342 425 36 288715 6,3
Trigono retromolar E E 138 251 25 420656 N/A
Lingua Nd E 729 115 E 375444 N/A
Assoalho Nd Nd 795 320 27 344942 N/A
Figado* 4648 105594 1027875 63656 9028 556400 N/A

*Amostra de figado humano néo pareada. (resultados expressos em nimero de cépias do RNAm do gene por pg de RNA extraido).
Legenda: E — Gene expresso no limite de deteccdo, Nd — Gene com expressédo ndo detectada, N/A — N&o disponivel, RIN — RNA
Integrity Number
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Tabela 13: Humano 2 (N&o tabagista e etilista). Expresséo de CYPs em cavidade oral

1A1 | 1a2 | 2E1 [ 2ne/7 |12B6lE | GAPDH | RIN
Gengiva Inferior E Nd 274 28 15 91707 N/A
Gengiva Superior E Nd 125 46 E 119224 N/A
Labio Inferior E Nd 73 241 3 140555 6,6
Labio Superior 12 Nd 125 603 12 134897 7,7
Palato Duro Nd Nd 108 59 E 74066 N/A
Mucosa Jugal Nd Nd 254 96 3 91207 8,3
Trigono retromolar E Nd 120 149 10 43776 5,2
Lingua E Nd 436 247 7 229891 N/A
Assoalho 68 Nd 1006 166 9 176933 7,5

Resultados expressos em numero de cépias do RNAm do gene por ug de RNA extraido. Legenda: E — Gene expresso no

limite de detecgdo, Nd — Gene com expressédo ndo detectada, N/A — N&o disponivel, RIN — RNA Integrity Number
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Tabela 14: Humano 3 (N&o tabagista e com 15 dias de abstinéncia de bebidas alcodlicas)
Expressdo de CYPs em cavidade oral

1A1 | 1A2 GAPDH [ RIN
Gengiva Inferior E Nd 392 36 E 75655 8,6
Gengiva Superior Nd Nd 352 49 E 154226 8,3
L&bio Inferior E Nd 125 186 4 224256 8,2
Labio Superior E Nd 146 80 3 170024 8,9
Palato Duro E Nd 153 53 E 108972 8,2
Mucosa Jugal E Nd 502 59 E 130936 7,5
Trigono retromolar Nd Nd 113 28 E 145552 8,6
Lingua E Nd 632 13 E 182590 9,7
Assoalho E Nd 1160 57 E 204024 8,5

Resultados expressos em numero de copias do RNAm do gene por pg de RNA extraido. Legenda: E — Gene expresso no
limite de detecgdo, Nd — Gene com expressado ndo detectada, N/A — N&o disponivel, RIN — RNA Integrity Number
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Tabela 15: Humano 4 (Nunca fumou e com 15 dias de abstinéncia de bebidas alcodlicas)

Expressdo de CYPs em cavidade oral

1A1 | 1A2 GAPDH [ RIN
Gengiva Inferior E Nd 56 31 E 109625 8,4
Gengiva Superior E Nd 41 39 E 69305 8,1
Labio Inferior E Nd 72 38 E 140622 9,1
Labio Superior E Nd 70 33 E 117784 8,6
Palato Duro E Nd 46 50 E 89546 7,3
Mucosa Jugal Nd Nd 107 50 E 174132 8,0
Trigono retromolar Nd Nd 35 39 E 133397 9,0
Lingua Nd Nd 300 31 E 229531 9,0
Assoalho E Nd 511 95 E 233345 9,2
Resultados expressos em nimero de cépias do RNAm do gene por pg de RNA extraido. Legenda: E — Gene expresso no

limite de detecgdo, Nd — Gene com expressao ndo detectada, N/A — N&o disponivel, RIN — RNA Integrity Number
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Tabela 16: Humano 5 (Tabagista e Etilista). Expressdo de CYPs em cavidade oral
1A1 1A2 2A6/7 GAPDH RIN
Gengiva Inferior 42 E 62 25 E 93659 6,6
Gengiva Superior 50 E 75 70 E 110793 7,2
Labio Inferior 81 E 211 175 9 263936 N/A
Labio Superior 109 Nd 275 127 4 219617 7,7
Palato Duro 186 E 79 48 E 122128 7,1
Mucosa Jugal E E 281 27 E 131915 7,7
Trigono retromolar E Nd 260 40 E 113007 8,1
Lingua 278 E 709 55 E 252615 7,3
Assoalho 561 E 235 116 3 184835 7,6

Resultados expressos em numero de cépias do RNAm do gene por pg de RNA extraido. Legenda:

limite de deteccdo, Nd —

E - Gene expresso no
Gene com expressdo ndo detectada, N/A — N&o disponivel, RIN — RNA Integrity Number
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Figuras 5 a 12 - Géis de agarose a 3% das reacfes de gPCR da andlise de expressao de CYPs em
cavidade oral de humanos (Ladder 100pb, exceto CYP1A2 humano 1 - 50pb).
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Os resultados demonstram uma expressao constitutiva de enzimas CYP na
cavidade oral do camundongo BALB/c. A enzima CYP2E1 é a mais expressa, com
destaque para sua expressdo em assoalho, gengiva inferior e lingua. Lingua e

assoalho concentraram a maior quantidade e a maior variedade de enzimas CYP.

O camundongo C57BL/6 apresentou expressdo constitutiva de enzimas CYP
em sua cavidade oral, mas em uma quantidade muito inferior ao BALB/c. Mais uma
vez a gengiva inferior apresentou expressao destacada de CYP2EL e assoalho de
boca e lingua expressaram a maior variedade e quantidade de enzimas CYP. Nessa
linhagem em particular, observamos que os resultados foram influenciados pela
qualidade do RNA extraido, como demonstrado pelos valores RIN (RNA integrity

number).

O camundongo SV129 apresentou expressao menor de CYP2E1 em gengiva
inferior, que notadamente foi mais expressa em lingua e assoalho de boca. Essa
linhagem apresentou expressédo intermediaria de CYP em cavidade oral, maior que
o camundongo C57BL/6, mas menor que o BALB/c. Mais uma vez lingua e assoalho

concentraram a maior variedade e quantidade de enzimas CYP.

O rato Wistar também apresentou expressao constitutiva de enzimas CYP em
toda a cavidade oral, porém em um padrdao bem diferente do observado nos
camundongos. As maiores expressfes foram observadas em labio superior, labio

inferior e em mucosa jugal, destacando-se ai a expressao de CYP2A3.

O Hamster sirio mostrou um padrdo de expressdo de enzimas CYP mais
similar ao observado nos camundongos. Merece destaque a expressao de CYP2E1
em lingua e assoalho, onde retorna o padrédo de expressao de maior diversidade e

guantidade nesses sitios.
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A andlise da expressdo de enzimas CYP na cavidade oral de humanos
demonstrou que existe expressao constitutiva de CYP2A6/7, CYP2B6/7 e CYP2EL1l
em todos os sitios orais. Houve variabilidade interindividual com relacdo ao nivel de
expressdo dessas enzimas. A expressao de CYP1A1l foi muito baixa na cavidade
oral dos humanos exceto no individuo tabagista. Trés dos cinco individuos nao
expressaram CYP1A2. O individuo tabagista demonstrou expressao baixa enquanto

um individuo nao tabagista e ndo etilista apresentou expressdo muito alta

de CYP1A2 em gengiva superior juntamente com expressao mais baixa nos outros

sitios de cavidade oral.

De forma geral observamos que a lingua e o assoalho de boca dos humanos
testados apresentaram maior variedade de enzimas CYP expressas e em maior

nivel que os outros sitios orais.
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6. CAPITULO llI

ANALISE DAS CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS E DE
SOBREVIDA DE PACIENTES PORTADORES DE CARCINOMAS DE
CELULAS ESCAMOSAS DE DIFERENTES SITIOS ANATOMICOS
DE CAVIDADE ORAL

59



6.1 — MATERIAL E METODOS

A. SELECAO DA AMOSTRA

Foi realizada uma busca retrospectiva utilizando-se 0s arquivos
informatizados da Divisdo de Patologia (DIPAT/INCA), de forma a identificar todos
0s casos de carcinomas de células escamosas de cavidade oral diagnosticados por
esse servico no periodo de 2005 a 2006. Foram utilizadas as palavras-chave
carcinoma epidermoide e carcinoma de células escamosas e os CIDs topogréaficos
foram ajustados para a regido de cavidade oral. A seguir foi feita uma segunda
busca utilizando-se as mesmas palavras-chave, poréem sem especificar o CID, de
modo a recuperarmos 0s carcinomas de células escamosas de todo o corpo
diagnosticados no periodo de 2005 a 2006 pela DIPAT. Tais bancos foram
cruzados, permitindo a identificagcdo de todos os pacientes portadores de carcinoma
de células escamosas de cavidade oral no respectivo biénio. A carta de aprovacao

por parte do comité de ética encontra-se no anexo 2.

B. DADOS DEMOGRAFICOS

Todos os 824 pacientes selecionados do banco de dados da DIPAT tiveram

seus dados demograficos, clinicos e de evolucao recuperados de seus respectivos
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prontuarios por meio de uma ficha de coleta de dados padronizada (anexo 3). As
informacdes clinicopatoldgicas coletadas de cada caso incluiram idade, sexo, uso de
tabaco e alcool, localizagdo tumoral, tipo de tratamento, tempo de espera entre a
bidpsia e o tratamento, estadiamento clinico e patolégico, presenca de recidiva
tumoral, surgimento de segundo tumor primario (STP) e sobrevida do paciente. Foi
construido um banco de dados digital utilizando-se a plataforma Epi info para
digitacdo das fichas dos pacientes que se enquadraram nos critérios de inclusao,
descritos a seguir. Um segundo pesquisador reviu cada um desses prontuarios para

confirmagédo das informagdes coletadas.

C. CRITERIOS DE INCLUSAO

Os critérios avaliados para inclusdo dos pacientes neste trabalho foram:

. Pacientes que, na primeira consulta, apresentavam carcinomas de
células escamosas em APENAS uma regido anatébmica oral. Casos

gue acometessem qualquer regido de orofaringe foram excluidos;

. Pacientes sem histérico prévio de cancer (exceto pele ndo melanoma).
. Pacientes ndo submetidos a quimioterapia e/ou radioterapia prévia,
. Pacientes com diagnoéstico histopatologico de CCE confirmado pela

DIPAT no periodo de 01/01/2005 a 31/12/2006;
. Pacientes cujos prontuarios encontravam-se acessiveis para consulta;

. Pacientes cujas amostras de tumor emblocadas em parafina

encontravam-se arquivados na DIPAT;
. Material exibindo histopatologia caracteristica;

. Boa qualidade e preservacao do material.

Para a andlise de sobrevida foram excluidos pacientes que apresentaram

metéstase a distancia ao diagnostico, com margens positivas na histopatologia, com
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dados clinicopatolégicos incompletos ou que ndo tivessem tratamento com intencao
curativa. Somente pacientes com um minimo de 12 meses de acompanhamento (ou
que evoluiram a Obito pela doenca nesse periodo) foram incluidos. A sobrevida
global e a sobrevida livre de doenca foram calculadas (CAMISASCA DR et al, 2009).
Pacientes que apresentavam tumores sincronicos (diagnosticados em até seis
meses apos o diagndstico do tumor indice) também néo foram incluidos na anélise

de sobrevida.

Para a andlise de segundos tumores primarios (STP) foram utilizados os
critérios de Warren e Gates, modificados pelo National Cancer Institute. Um STP foi
definido como um céncer soélido invasivo metacrbnico diagnosticado apds seis
meses do CCE indice. Se o segundo cancer nao teve origem de célula escamosa ou
se desenvolveu em uma localizagdo anatdbmica diferente foi considerado como um
segundo tumor primario. Se o segundo cancer foi um CCE e se desenvolveu na
mesma localizacdo anatdomica do cancer indice, ele foi considerado como um
segundo tumor primario apenas se 60 meses tivessem se passado desde o
diagnéstico do cancer indice. Casos em que 0s registros médicos indicassem como
sendo recidivas ou metastases foram desconsiderados. Tais critérios sé&o
conservadores e tem como objetivo minimizar a classificagdo de recidivas como
STPs (MORRIS LGT et al, 2011).

Os blocos de parafina contendo as amostras de tumor dos pacientes que se
enquadraram nos critérios de inclusado foram recuperados dos arquivos da DIPAT e

empregados para analises moleculares.

D. EXTRACAO DE DNA A PARTIR DE MATERIAL PARAFINADO

A extracao foi realizada como descrito pelo manual de uso do QlAamp DNA
FFPE Tissue kit (QIAGEN®), com modificacdes. Anteriormente ao processamento
do material parafinado foi realizada a macrodisseccdo a partir da avaliacdo das

laminas espelho. Esta macrodisseccdo consistiu ha remocédo da area tumoral de
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cortes de tecido estendidos sobre laminas histolégicas com o uso de bisturi
descartavel de modo que a porcédo tumoral pode ser isolada e coletada dentro de
microtubos com capacidade de 1,5 mL. Desta forma, foram utlizadas para a
extracdo de DNA 15 seccOes com 5um de espessura dos blocos contendo material
de resseccao cirurgica de CCE oral e 20 sec¢des com 5um de espessura dos blocos

contendo material de biopsia de CCE oral.

Esta etapa foi seguida pelo processo de desparafinizacao realizado a partir
da adicdo de 1 mL de xilol aos cortes isolados em microtubos, homogeneizagao por
equipamento de geracao de vortex e centrifugacdo a 14000 rpm por dois minutos
para a sedimentacdo do material celular. Apés o descarte do sobrenadante, esta
etapa foi repetida trés vezes. A retirada do xilol ocorreu com a adicdo de 1 mL de
alcool etilico absoluto nos microtubos contendo o material, homogeneiza¢cdo com o
uso de equipamento de geracao de vortex e centrifugacdo a 14000 rpm por dois
minutos para a sedimentagdo do material celular. Apos o descarte do sobrenadante,
esta etapa foi repetida trés vezes. O residuo de alcool etilico foi evaporado a partir
do acondicionamento dos microtubos a uma temperatura de 37°C por 10 minutos.
Foi entdo adicionado o tampé&o de digestado (ATL) e a proteinase K, contidos no Kkit, e
as amostras foram incubadas a 56°C em agitacdo constante (600rpm) por doze

horas no equipamento Thermomixer Comfort (EPPENDORF®).

A inativacdo da proteinase K foi realizada pela manutencdo das amostras a
90°C em agitagcdo constante durante uma hora. As amostras foram entao
centrifugadas a 14000 rpm por 30 segundos e foram adicionados 200uL de tampé&o
de ligacdo AL e 200 pL de alcool etilico absoluto. Apés a homogeneizagdo das
solucdes, este conteudo foi entdo transferido para uma coluna com tubo coletor
(contidos no kit) e centrifugado a 14000 rpm por um minuto. A solugéo coletada no
tubo foi descartada. Foram adicionados em seguida 500 pL de tampdao de lavagem
a coluna e esta foi centrifugada a 14000 rpm por um minuto. A solucéo coletada no
tubo foi descartada. Foram adicionados em seguida 500 pL de um segundo tampé&o
de lavagem a coluna e esta foi centrifugada a 14000 rpm por um minuto. A solucao
coletada no tubo foi descartada. Foi realizada uma centrifugacdo a 14000 rpm por

trés minutos para a retirada de quaisquer residuos do tampao. O tubo coletor foi
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entdo descartado e substituido por um microtubo de capacidade de 1,5 mL. Em
seguida, foram acrescentados ao centro da coluna 30 puL de tampao de eluicéo
(contido no kit) e esta etapa teve duragcdo de 5 cinco minutos a temperatura
ambiente. Este material foi centrifugado a 14000 rpm por trés minutos e em seguida

congelado em freezer a -20°C.

E. QUANTIFICACAO DO DNA

Apos a extracdo, os DNAs foram quantificados através da absorvancia
medida em 260 e 280 nm em espectrofotdmetro (Nanodrop, Thermo Scientific,
Wilmington, EUA). A razdo de Ay € Azgo deve ser igual ou superior a 1,75 para,
entdo, calcular-se a concentracdo do DNA. (SAMBROOK J et al., 2001).

F. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE ( Polimerase Chain Reaction - PCR)

A técnica de PCR foi utilizada para amplificar as regiées do DNA genémico
correspondentes ao gene EGFR. Foram amplificados por PCR os éxons 18, 19, 20 e
21 para a andlise do status mutacional deste gene (hotspots). As condi¢des
especificas das reacfes estdo ilustradas na Tabela 17, sendo que estas condi¢des

e as concentracoes finais dos reagentes foram padronizadas em nosso laboratério.

As reacoes de PCR foram realizadas utilizando-se a termocicladora Veriti da
Applied Biosystems, contendo em cada minitubo: 300ng de DNA proveniente dos
tumores emblocados em parafina; 2,5 yL de tampé&o de reacéo 10x; 1,5 yL de MgCl,
50mM; 1 pL de cada desoxirribonucleotideo a 10 mM; 10 pmoles de cada um dos
oligonucleotideos (senso e antissenso); 1,25U de Taq platinum; 8,3uL de trealose a

1,5M e agua deionizada estéril para completar o volume final de 25 pL.
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Tabela 17: Condicbes das reacBes de PCR para amplificacdo de EGFR: regifes
amplificadas, oligonucleotideos especificos, temperatura de anelamento, nimero de ciclos
das reacdes e o tamanho do produto amplificado.

GENE EGFR HUMANO
Exon Temperatura | Niumero | Tamanho
5'- OLIGONUCLEOTIDEOS- 3’ de de do
EGFR .
anelamento ciclos Produto

S . CTTGTCTCTGTGTTCTTGTCCC

18 | AS: GGCTCCCCACCAGACCAT 60T 40 215pb
S . CGTCTTCCTTCTCTCTCTGTCATAG

19 |AS: GACCCCCACACAGCAAAGC 60T 40 153pb
S . CCCTCCCTCCAGGAAGCC

20 | AS: GCACACACCAGTTGAGCAGG 60T 40 187pb
S . AGCAGGGTCTTCTCTGTTTCA

21 |AS: ACCTCCTTACTTTGCCTCCTT 60T 40 188pb

Legenda: S — Senso, AS — Antissenso

G. VISUALIZACAO DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS DE _EGFR

A eletroforese em gel de agarose a 3% em tampao SB 1X foi implementada a
fim de analisar os produtos da reacdo de PCR. Foram aplicados 2 pL de cada
produto de PCR. Um microlitro de GelRed (Invitrogen, Grand Island , EUA - diluido a
1:1000) e um microlitro de tampédo de carregamento foram adicionados a cada
amostra. O tampado de carregamento é composto de glicerol 50 % (V/V), azul de
bromofenol 0,25 % (P/V) e xileno cianol 0,25 % (P/V). A eletroforese foi realizada a 4
V/cm, por 40 minutos em cuba horizontal (Life Technologies). O DNA foi visualizado
e fotodocumentado em um transiluminador de luz ultravioleta acoplado a um

sistema de captura de imagem (Alphalmager® mini, Alpha Innotech Corp, Taiwan).

H. PURIFICACAO DO PRODUTO DE PCR

Os produtos de PCR foram purificados com o kit PureLink PCR Purification de

acordo com o protocolo do fabricante (Invitrogen, EUA). A cada tubo, com 50 uL de
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produto de PCR, foram adicionados 200 pyL de tampé&o de captura. Posteriormente,
essa solucao foi colocada em uma coluna PureLink™ spin com tubo coletor e
centrifugada a 10.000g por um minuto. O liquido no tubo coletor foi descartado e a
coluna foi lavada com 650 pL de tampé&o de lavagem e centrifugada a 10.000g por
um minuto. O liquido no tubo coletor foi descartado e nova centrifugacdo a 13.400
rpm foi realizada durante trés minutos para remover qualquer residuo do tampéao de
lavagem. O tubo coletor foi desprezado e substituido por um microtubo de 1,7 mL.
Em seguida, foram adicionados ao centro da coluna 50 pyL de tampéo de eluicéo,
que ficou agindo por um minuto. Por fim, este material foi centrifugado a 13.400 rpm

por dois minutos e no microtubo estava o produto de PCR purificado.

|. SEQUENCIAMENTO

As reacbOes de sequenciamento foram feitas utilizando-se o kit Big Dye
Terminator 3.1 (Applied Biosystems), de acordo com o protocolo do fabricante. Para
cada reacao foram utilizados 10 ng do produto de PCR purificado, 3,2 pmoles de um
dos oligonucleotideos (senso ou anti-senso), 0,5uL de Big Dye 3.1, 1,5uL do tampao
de reacdo e 4gua deionizada estéril para completar o volume final de 10 pL. As
reagOes foram feitas na termocicladora Veriti nas seguintes condi¢des: um ciclo
inicial de desnaturacdo de um minuto a 96°C; 35 ciclos de 15 segundos a 96°C, 15
segundos a 50°C e 1 minuto e 15 segundos a 60°C. Os oligonucleotideos utilizados
foram os mesmos da reacdo de PCR. Para cada produto foram feitas 6 reacdes de
sequenciamento, 3 com oligonucleotideos senso e 3 com oligonucleotideos anti-
senso. Cada reagdo de sequenciamento foi precipitada com 2 pyL de EDTA a
125mM, e 30 pL de etanol absoluto (MERCK). Apss o selamento da placa, a mesma
foi envolta em papel aluminio e as solu¢des foram misturadas por inversao (quatro
vezes), seguindo-se incubacgdo por 15 minutos a temperatura ambiente. Apés esta
etapa, cada reacdo foi centrifugada por 45 minutos a 4.000 rpm (4C) e o
sobrenadante foi descartado. A placa foi submetida a uma rpida centrifugacéo
invertida a 900 rpm. O sedimento foi lavado com 35 pyL de etanol 70% por 15
minutos a 4.000 rpm (4<C). A placa foi submetida a uma outra rapida centrifugacéo

invertida a 900 rpm, removida da centrifuga e as amostras ressuspendidas no
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tampéo de injecdo. A analise das sequéncias foi feita utilizando o programa Mutation
Surveyor DNA Variant Analysis Software (disponivel no site:

http://www.softgenetics.com/mutationSurveyor.html).

J. ANALISE ESTATISTICA

Os testes estatisticos foram feitos utilizando o programa GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Incorporated, San Diego, CA, USA). Para a andlise de
associacdo entre variaveis categoricas foram utilizados os testes Quiquadrado e
exato de Fischer. Para a analise de sobrevida dos pacientes portadores de tumores
orais de apenas um sitio anatdmico foram utilizados a curva de sobrevida de
Kaplan-Meier e o teste de log rank. Todas as decisdes estatisticas foram tomadas

ao nivel de significancia de 0,05 (cinco por cento).
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6.2 - RESULTADOS

6.2.1 PERFIL CLINICOPATOLOGICO DOS PACIENTES
PORTADORES DE TUMORES DE APENAS UM SITIO
ANATOMICO DA CAVIDADE ORAL NO PERIODO
2005/2006

No biénio em questdo foram diagnosticados na DIPAT 824 pacientes com
carcinomas de células escamosas de cavidade oral. Um total de 161 pacientes
enquadrou-se nos critérios de inclusdo do estudo. Desses 161 pacientes, seis nao
eram de nacionalidade brasileira e os 156 pacientes restantes eram prioritariamente
nascidos na regido Sudeste (n=122 pacientes). A ampla maioria desses pacientes
residia no estado do Rio de Janeiro (n = 156 pacientes). Foi observado um
predominio de pacientes do sexo masculino, e com histérico de tabagismo e
etilismo, conforme esperado (Tabela 18). Para as analises de sobrevida, 123
pacientes enquadraram-se nos critérios de inclusdo. N&o houve alteracéo
significativa na amostra apés a aplicacdo dos critérios de inclusdo para a sobrevida.
Os 38 pacientes excluidos receberam tratamento n&o curativo ou evadiram-se do
tratamento antes do seu término (14 pacientes), apresentaram acompanhamento
inferior a 12 meses (12 pacientes), apresentaram lesdes sincrénicas ao diagnodstico
(6 pacientes) ou apresentaram margens cirargicas comprometidas na histopatologia
(6 pacientes). Para as analises estatisticas os tumores de trigonoretromolar, mucosa
jugal e gengiva inferior foram agrupados em uma Unica categoria, denominada

“outros sitios”.
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Tabela 18: Caracteristicas clinicopatolégicas dos pacientes portadores de lesbes de apenas um
sitio em cavidade oral, tratados no INCA no biénio 2005/06 (n=161) antes e ap6és a aplicagéo dos
critérios de inclusdo para sobrevida (n=123), evidenciando que ndo houve alteracdo significativa
nas proporcdes de distribuicdo da amostra entre as variadas categorias

n=161 n=123
. : n°de % dos n°de % dos
Variavel Categoria
casos casos casos casos
Género Masculino 110 68,3 82 66,7
Feminino 51 31,7 41 33,3
Idade 18-40 16 10,0 13 10,6
41-60 70 43,4 56 45,5
61-99 75 46,6 54 43,9
Etilismo Sim 113 70,2 84 68,3
Nao 45 27,9 38 30,9
N&o Informado 3 1,9 1 0,8
Tabagismo Sim 127 78,9 96 78,0
Nao 33 20,5 26 21,2
N&o Informado 1 0,6 1 0,8
Estadiamento clinico I 47 29,2 37 30,1
Il 61 37,9 49 39,8
1 25 15,5 20 16,3
v 14 8,7 8 6,5
N&o Informado 14 8,7 9 7,3
Tratamento Cirurgia 85 52,8 67 54,5
Cirurgia + RXT 60 37,3 50 40,7
Cirurgia + RXT + QT 1 0,6 1 0,8
RXT 7 4.3 3 2,4
RXT + QT 1 0,6 1 0,8
RXT + Cirurgia 1 0,6 1 0,8
Suporte 1 0,6 0 0
Nenhum 5 3,2 0 0
Estadiamento patolégico | 56 34,8 46 37,4
Il 35 21,7 26 21,1
1 20 12,4 16 13,0
v 34 21,1 29 23,6
N&o Disponivel 1 0,6 1 0,8
N&o Pertinente 15 9,4 5 4,1
Regido anatdbmica Lingua 83 51,5 63 51,2
Labio Inferior 39 24,2 29 23,6
Assoalho 26 16,1 20 16,3
Gengiva Inferior 6 3,7 6 49
Mucosa Jugal 4 2,5 3 2,4
Trigono retromolar 3 2,0 2 1,6
Gengiva Superior 0 0 0 0
Palato Duro 0 0 0 0
Labio Superior 0 0 0 0

Seis pacientes

pacientes (8,7%) apresentaram segundos tumores primarios (Tabela 20).

apresentaram tumores sincrénicos, (Tabela 19) e 14

69



Resultados

Tabela 19: Descricao dos pacientes portadores de tumores sincrénicos

Sitio Oral

Tumor Sincrénico

LINGUA
TRM
ASSOALHO
ASSOALHO
LINGUA
LINGUA

PALATO MOLE
ASSOALHO
ASSOALHO
OROFARINGE
PALATO MOLE
PALATO MOLE

Tabela 20: Descrigcdo dos pacientes portadores de segundos tumores primarios

Sitio Oral Segundo Tumor Primario
LINGUA PROSTATA
ASSOALHO LOJA AMIGDALIANA
LINGUA REBORDO GENGIVAL INFERIOR
LINGUA LOJA AMIGDALIANA ESQ
ASSOALHO SEIO PIRIFORME
ASSOALHO VALECULA
ASSOALHO LARINGE
TRM ESOFAGO E PALATO MOLE
ASSOALHO PULMAO
LINGUA SEIO PIRIFORME
MUCOSA JUGAL COLO DE UTERO
LINGUA LARINGE
LINGUA PALATO MOLE
ASSOALHO FIGADO

Houve associacao significativa entre o sexo do paciente e o sitio anatdmico

do tumor (Teste Quiquadrado, p=0,01). Os tumores de assoalho ocorreram

preferenciamente em pacientes do sexo masculino (Teste exato de Fisher,

p=0,0028) enquanto que os tumores de lingua estiveram significativamente

associados ao sexo feminino (Teste exato de Fisher, p=0,0278). Excluindo-se os

tumores de labio inferior da anéalise essas associacfes mantiveram-se significativas.

Tabela 21: Distribuicdo por sexo dos pacientes com tumores de sitio Unico em cavidade oral

SEXO
M F
ASSOALHO 24 (92%) 2 (8%)
LABIO INF 29 (74%) 10 (26%)
GENG INF 4 (67%) 2 (33%)
LINGUA 50 (60%) 33 (40%)
M JUGAL 0 4 (100%)
TRM 3 (100%) 0

Houve associacdo significativa entre a idade dos pacientes e o sitio

anatbmico do tumor (Teste Quiquadrado, p=0,0007). Os tumores de assoalho

70



Resultados

ocorreram preferenciamente em pacientes adultos (Teste Qui-quadrado, p=0,0001).
Os tumores de labio inferior também exibiram uma distribuicdo pelas faixas etarias
significativamente diferente dos demais sitios (Teste Quiquadrado, p=0,0169).
Excluindo-se os tumores de labio inferior da analise, os tumores de assoalho
mantiveram-se estatisticamente associados aos pacientes adultos (Teste
Quiquadrado, p=0,0186).

Tabela 22: Distribuicao por idade dos pacientes com tumores de sitio Gnico em cavidade oral

IDADE
18-40 41-60 61-99
ASSOALHO 0 21 (81%) 5 (19%)
LABIO INF 7 (18%) 10 (26%) 22 (56%)
GENG INF 0 2 (33%) 4 (67%)
LINGUA 9 (10%) 33(40%) 41 (50%)
M JUGAL 0 1 (25%) 3 (75%)
TRM 0 3 (100%) 0

Houve associagdo significativa entre o tabagismo e o sitio anatémico do
tumor (Teste Quiquadrado, p=0,0014). Os tumores de assoalho ocorreram apenas
em pacientes com historico de tabagismo (Teste exato de Fisher, p=0,0013). Os
tumores de lingua ndo foram associados ao tabagismo (Teste exato de Fisher, p=1).
Os tumores de “outros sitios” foram associados com um histérico negativo de
tabagismo (Teste exato de Fisher, p=0,0103). Excluindo-se os tumores de labio
inferior da andlise as associagfes mantiveram-se significativas e os tumores de

lingua permaneceram sem associa¢cao com o tabagismo.

Tabela 23: Distribuicao dos pacientes com tumores de sitio Unico em cavidade oral de acordo com
o historico de tabagismo

HISTORICO DE TABAGISMO

PRESENTE AUSENTE
ASSOALHO 26 (100%) 0
LABIO INF 28 (72%) 11 (28%)
GENG INF 5 (83%) 1(17%)
LINGUA 64 (78%) 18 (22%)
M JUGAL 1 (25%) 3 (75%)
TRM 0 3 (100%)
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Houve associacao significativa entre o etilismo e o sitio anatémico do tumor
(Teste Quiquadrado, p<0,0001). Os tumores de assoalho ocorreram apenas em
pacientes com histérico de etilismo (Teste exato de Fisher, p<0,0001). Os tumores
de labio inferior foram associados com um histérico negativo de etilismo (Teste
exato de Fisher, p=0,0066). Uma tendéncia foi observada na associacdo entre
tumores de “outros sitios” orais e histérico negativo de etilismo (Teste exato de
Fisher, p=0,0513). Os tumores de lingua ndo foram associados ao etilismo.
Removendo-se os tumores de labio da analise os tumores de assoalho mantiveram
sua associacdo com historico de etilismo (Teste exato de Fisher, p=0,0009) e os
tumores de outros sitios orais alcancaram associacéo significativa com o historico
negativo de etilismo (Teste exato de Fisher, p=0,0092). Os tumores de lingua

permaneceram nao associados ao etilismo.

Tabela 24 : Distribuicao dos pacientes com tumores de sitio Unico em cavidade oral de acordo com
o historico de etilismo

HISTORICO DE ETILISMO

PRESENTE AUSENTE
ASSOALHO 26 (100%) 0
LABIO INF 20 (53%) 18 (48%)
GENG INF 4 (67%) 2 (33%)
LINGUA 61 (75%) 20 (25%)
M JUGAL 0 4 (100%)
TRM 2 (67%) 1 (33%)

A Tabela 25 descreve a distribuicdo desses 161 casos por sitio anatdmico,

de acordo com estadiamento clinico e o estadiamento patolégico (Anexo 4).

Tabela 25: Estadiamento clinico e patol6gico da amostra de pacientes com tumores de sitio Gnico em
cavidade oral

cTNM pTNM
I+l I+ N INF I+11 I+ N INF
ASSOALHO 18 (70%) 8 (30%) 0 13 (50%) 11 (42%) 2 (8%)
LABIO INF 22 (56%) 4(10%) 13 (34%) 35 (90%) 4 (10%) 0
GENG INF 3 (50%) 3 (50%) 0 2 (33%) 4 (67%) 0
LINGUA 61 (74%) 21(25%)  1(1%) 36 (43%) 34 (41%) 13 (16%)
M JUGAL 2 (50%) 2 (50%) 0 4 (100%) 0 0
TRM 2 (67%) 1 (33%) 0 1(33%) 1(33%) 1(33%)

72



Resultados

N&o houve associacdo entre sitio anatdmico e estadiamento clinico.
Contudo foi observada associacao entre estadiamento patoldgico e sitio anatémico,
onde os tumores de labio inferior foram significativamente associados a um
estadiamento patolégico | e Il (Teste exato de Fisher, p<0,0001). Os tumores de
lingua foram significativamente associados a um estadiamento patolégico mais
avancado (Teste exato de Fisher, p=0,0096). Removendo-se os tumores de labio da
analise ndo se observou mais a associacao entre tumores de lingua e estadiamento

patolégico mais avancado.

N&o houve associacdo entre sitio anatébmico, ctN e o cT do TNM clinico
(Teste Quiquadrado, p>0,05). A remoc¢do dos tumores de l&bio inferior da andlise

nao alterou esse panorama.

Também ndo houve associacdo entre sitio anatdmico e o pN do TNM
patolégico. Contudo foi observada associagéo entre sitio anatdmico e o pT do TNM
patolégico (Teste Quiquadrado, p=0,0275). Os tumores de labio inferior foram
associados a um pT menor. Removendo-se 0s tumores de labio da analise ndo se
observou mais a associacdo entre os tumores de sitio Unico e o pT do TNM

patoldgico.

6.2.2 PERFIL MUTACIONAL DE EGFR NOS TUMORES
DE APENAS UM SiTIO EM CAVIDADE ORAL

Até o presente momento foram analisadas 61 amostras. Em um dos casos
a quantidade e a qualidade do DNA extraido do material emblocado em parafina
inviabilizou a analise molecular. Ao todo, 11 muta¢des em EGFR foram identificadas

em 10 casos.
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Tabela 26: Casos analisados para mutacdo em EGFR até o momento

CASOS ANALISADOS

MUTACOES
TOTAL PARCIAL ENCON'IS;RADAS
ASSOALHO 26 12 1
LABIO INF 39 17 4
GENG INF 6 4 0
LINGUA 83 27 6
M JUGAL 4 1 0
TRM 3 0 0

Todas as amostras foram selvagens para o éxon 19 de EGFR. Com relacao

ao éxon 20, 54 das 60 amostras foram polimorficas para o cédon 787 (CAG — CAA).

As mutacdes encontradas estao descritas na Tabela 27. A mutacéo identificada no

éxon 18, na posicao +19 (intron) foi a alteracdo mais comumente encontrada (36%).

Dentre as mutagdes em éxons, trés ocorreram no éxon 18 e trés ocorreram no éxon

21, sendo que destas, trés levam a mudancas na estrutura primaria da proteina. Dos

sitios analisados, lingua (22%) e labio inferior (18%) possuem a maior frequéncia de

mutacles, enquanto somente 8% das amostras de assoalho apresentaram estas

alteracoes.
Tabela 27: Mutacdes em EGFR encontradas nos casos analisados
MUTACOES EM EGFR
SiTIo EXON 18 EXON 21 ALTERACAO

ASSOALHO intron -3 (C/T) Selvagem ?

LABIO INF Cddon 706 (ATC/GTT) Selvagem Isoleucina - Valina
LABIO INF Cdédon 721 (GGT/GAT) Provavel insercao Glicina — Acido aspartico
LABIO INF intron +19 (G/A) Selvagem ?

LINGUA intron +19 (G/A) Selvagem ?

LINGUA Cddon 703 (CTC/TTC) Selvagem Leucina - Fenilalanina

LINGUA intron +19 (G/A) Selvagem ?

LINGUA intron +19 (G/A) Selvagem ?

LINGUA Selvagem Cédon 836 CGC - CGT Arginina — Arginina

LINGUA Selvagem Cédon 829 GAG -GAA  Acido glutamico - Acido glutamico

74



Resultados

6.2.3 SOBREVIDA DOS PACIENTES PORTADORES
DE TUMORES DE APENAS UM SITIO EM
CAVIDADE ORAL

A Figura 13 demonstra uma diferenga estatisticamente significativa na
sobrevida global dos pacientes portadores de tumores de apenas um sitio
anatbmico, com o0s pacientes com tumores de labio inferior exibindo uma melhor
sobrevida global (p =0,0097, Teste de log-rank). A mediana de sobrevida (tempo no
gual metade dos pacientes evoluiu a 6bito) foi de 58,31 meses para 0s pacientes
com tumores de assoalho, 58,78 meses para 0s pacientes com tumores de lingua e
64,2 meses para 0s pacientes com tumores de outros sitios anatémicos (que foram
agrupados para as analises de sobrevida). Nao foi possivel calcular a mediana de
sobrevida para os pacientes com tumores de labio uma vez que esse grupo nao

chegou a 50% de evolucgao para o desfecho obito.

SOBREVIDA GLOBAL

1004 - ASSOALHO
— LiNaUA

K
= e uy —— LABIOINFERIOR
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_ y
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c ) ) ) ) v
0 20 40 60 80 100

TEMPO (meses)

Figura 13 : Sobrevida global dos pacientes portadores de tumores de apenas um sitio anatémico oral
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A Figura 14 demonstra diferenga estatisticamente significativa na sobrevida
livre de doenca dos pacientes portadores de tumores de apenas um sitio anatdémico.
Os pacientes com tumores de labio inferior exibiram uma melhor sobrevida livre de
doenca (p = 0,0006; Teste de log-rank). A mediana de sobrevida livre de doenca
(tempo no qual metade dos pacientes evoluiu com retorno do céncer) foi de 45,34
meses para 0s pacientes com tumores de assoalho, 27,3 meses para 0s pacientes
com tumores de lingua e 55,06 meses para 0s pacientes com tumores de outros
sitios anatdbmicos. Isso demonstra que 0s pacientes com tumores de lingua
apresentam recidivas mais precocemente. Mais uma vez ndo foi possivel calcular a
mediana de sobrevida para os pacientes com tumores de labio uma vez que esse

grupo nao chegou a 50% de evolucédo para o desfecho recidiva.

- ASSQALHO
- LINGUA
- LABIOINFERIOR

c ) ) ) L) J
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Figura 14 : Sobrevida livre de doenca dos pacientes portadores de tumores de
apenas um sitio anatémico oral
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Os tumores de assoalho foram significativamente associados ao surgimento
de um STP (p=0,0168, Teste exato de Fischer). Os tumores de labio exibiram uma
tendéncia a ndo estarem associados ao surgimento de um segundo tumor primario
(p= 0,0652, Teste exato de Fischer). Removendo os tumores de labio da analise, os
tumores de assoalho passaram a exibir uma tendéncia a estarem associados ao

surgimento de um segundo tumor primario (p=0,0521, Teste exato de Fischer).
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6.3 - PERSPECTIVAS

Mais trés meses serdo necessarios para a andalise das 100 amostras
restantes, a fim de concluirmos a analise do perfil mutacional de EGFR nos tumores

de apenas um sitio oral.
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A cavidade oral situa-se na porcédo inicial do trato aerodigestivo superior,
composto também pela orofaringe, hipofaringe, laringe e es6fago (SZYMANSKA et
al, 2010). Essas diferentes regides do trato aerodigestivo superior compartilham
determinadas caracteristicas. S&o revestidas por um epitélio escamoso estratificado
e, quando acometidas por tumores malignos, estes sdo, em sua grande maioria,
carcinomas de células escamosas (CCE). Segundo dados do GLOBOCAN, mais de
um milhdo de novos casos de cancer foram diagnosticados no trato aerodigestivo
superior no ano de 2008. Além disso, essas regides anatdmicas compartilham

também os mesmos fatores de risco principais, a saber: tabagismo e etilismo.

Tais semelhancas fizeram com que grande numero de pesquisadores
considerasse os carcinomas de células escamosas originarios dessas regides como
sendo uma entidade Unica, denominada cancer de cabeca e pesco¢o ou cancer do
trato aerodigestivo superior. Assim, para aumentar o espaco amostral, CCEs de
diferentes regides anatdémicas sao incluidos no mesmo estudo em uma abordagem

extremamente comum na literatura.

Contudo, a partir dos trabalhos de GILLISON M et al. (2000), evidéncias
crescentes tem demonstrado que tumores de diferentes regides anatdomicas do trato
aerodigestivo superior podem apresentar etiologia e progndésticos distintos. Esse
trabalho demonstrou claramente a presenca da infeccdo pelo HPV em uma
proporcdo consideravel dos CCE de orofaringe nos EUA. Tais pacientes sao

tipicamente mais jovens, ndo possuem um histérico de tabagismo ou etilismo e
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apresentam um nivel socioecondmico mais alto. Essa associacdo também estava
relacionada ao progndéstico desses pacientes, de modo que tumores HPV positivos
de orofaringe apresentaram melhor sobrevida que os tumores HPV negativos,
normalmente relacionados ao tabagismo e etilismo. Molecularmente os tumores

HPV positivos apresentam tipicamente TP53 selvagem e superexpressao de pl6.

Enquanto a infeccdo pelo HPV tem papel importante em um subgrupo de
pacientes com CCE de orofaringe, nosso grupo recentemente demonstrou que o
mesmo nao ocorre no esodfago, porcédo final do trato aerodigestivo superior. O
trabalho de HERBSTER S et al. (2012) demonstra que dentre 264 CCE de es6fago
analisados por PCR nested e hibridizacdo in situ, apenas 34 (13%) foram positivos
para HPV. Nesses casos foi observado sempre um baixo nimero de células
tumorais positivas (menos de 10%), com marcacao fraca nuclear; sem associacao
com a expressao de pl6, com a auséncia de mutacdo em TP53 ou com o
prognostico. Tais fatos indicam que, ao contrario do observado em orofaringe, o

papel do HPV na carcinogénese esofagica € questionavel.

Mais evidéncias foram obtidas a partir do trabalho de ZIGON G et al.
(2011), que analisou 51912 pacientes portadores de tumores dos variados sitios de
cabeca e pescocgo provenientes de 45 registros de cancer na Europa (cobrindo 20
paises) durante os anos de 1995-1999. Esse trabalho demonstra que a sobrevida
dos pacientes varia de forma marcante de acordo com o sitio anatdbmico. Os
tumores de hipofaringe, base de lingua, parede lateral e parede posterior de
orofaringe além dos supragloéticos e subgléticos apresentaram pior sobrevida global.
A distribuicdo por subsitios anatdmicos foi capaz de explicar uma parte consideravel

das diferencas observadas na sobrevida.

Com relacdo a cavidade oral, alguns trabalhos indicam que esse
comportamento também esta presente. Ja foi demonstrado que a incidéncia de
metastase para linfonodo é maior nos pacientes com CCE de lingua, quando
comparado aos tumores de assoalho (DIAS F et al., 2006). Outro trabalho de nosso
grupo demonstrou que os tumores de lingua foram significativamente mais
propensos a recidivarem quando comparados com tumores de outros sitios
(CAMISASCA DR et al.,, 2011). Além disso, tumores localizados no labio inferior
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exibem os melhores progndsticos e os tumores de assoalho tem sido
correlacionados com o surgimento de um STP (NEVILLE BW et al. , 2008).

KADEMANI, em 2007, afirmou que a maioria dos tumores esté restrita a
uma area que compreende apenas 10% da area de superficie da cavidade oral
(concentrados em lingua e assoalho de boca). Dificilmente o acaso poderia explicar
uma concentracdo tdo grande de tumores em uma area relativamente pequena do

revestimento epitelial da cavidade oral.

Noés investigamos essa questdo ao analisar a expressdo das enzimas CYP
(ativadoras de carcinégenos) na cavidade oral de pacientes sem céancer ou lesbes
precursoras e de modelos animais ndo expostos ao tabaco ou ao alcool. Somente
sdo propensos a desenvolverem tumores causados por pré-carcinégenos tecidos
que expressam enzimas que ativam esses pré-carcindgenos e os transformam em
carcinogenos finais. Nosso objetivo era analisar a expressao constitutiva desses
genes na cavidade oral. Os nossos resultados demonstram que 0s sitios que
apresentam uma maior expressdo de enzimas CYP sdo exatamente aqueles que
concentram a maioria dos tumores. Em geral, nos animais de laboratério e nos
humanos analisados, tanto lingua quanto assoalho concentraram a maior

quantidade e variedade dessas enzimas ativadoras de carcindégenos.

Para alcancarmos esse objetivo empregamos a metodologia padréo-ouro
para a analise da expressdo génica, que € o RT-PCR seguido por PCRqg. Além
disso, adicionamos um nivel suplementar de refino nas anélises ao implementarmos
a quantificacdo absoluta, possibilitando que o nimero de moléculas do gene de

interesse presente em cada amostra pudesse ser demonstrado.

Durante esses experimentos tivemos que lidar com as limitagcfes tedricas da
reacao de PCR, descritas originalmente por WITTWER e KUSAKAWA em 2004, e
fomos capazes de demonstrar experimentalmente esse limite tedrico de deteccéo,
que € de trés copias do template por reacdo de PCR. Dessa forma, pudemos
depositar na literatura cientifica essa contribuicdo para o entendimento de uma

técnica tdo importante para as areas de pesquisa e diagndstico.
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Esse é o primeiro trabalho a analisar de forma pormenorizada os multiplos
sitios anatdémicos orais de humanos e das trés espécies de animais de laboratoério
testadas. Outros trabalhos analisaram apenas alguns sitios de forma isolada, mais
precisamente mucosa jugal e gengiva, onde a obtencdo de amostras pode ser
viabilizada nos pacientes submetidos a cirurgias orais menores eletivas, como

cirurgias de remocao de sisos inclusos ou cirurgias periodontais.

VONDRACEK et al., em 2001, avaliaram a expressao de CYP1Al, 1A2, 2A6,
2B6, 2C, 2D6, 2E1, 3A4/7 e 3A5 em 13 amostras de mucosa jugal de pacientes
sem cancer por RT-PCR semiquantitativo. Os mesmos demonstraram a presenca
do RNAm de CYP1A1l, 1A2, 2C, 2E1, 3A4/7 e 3A5 em todas as amostras, com CYP
2D6 sendo expresso apenas em seis amostras.

SARIKAYA et al., em 2007, analisaram a expressdo de CYP2B6, 2C, 2D6,
2E1, 3A3/4 e 3A5 por RT-PCR competitivo em cinco biépsias de mucosa jugal. Duas
lesbes pré-malignas e trés espécimes de mucosa sem cancer foram obtidos de
guatro pacientes, sendo observada expressdo consistente de CYP 2C, 2E1 e 3A5

na mucosa jugal desses individuos.

Esses dois trabalhos apresentam algumas limitacbes, além do fato de
analisarem apenas um subsitio anatdmico oral. Primeiramente, ndo utilizaram PCR
quantitativa em tempo real, o que aumenta o limiar de detec¢do consideravelmente,
podendo esse fato explicar ndo ter sido observada a expresséo das subfamilias 2A
e 2B nesses estudos. NOs observamos uma baixa expressdo de CYP2B6/7 em
todos os pacientes analisados, 0 que apdia esse ponto de vista. Em segundo lugar
os primers utilizados nesses trabalhos sdo diferentes dos que utilizamos e nédo ha

registro da eficiéncia dessas reacdes de PCR nesses artigos.

O mesmo também pode ser aplicado para outros trabalhos. LINDELL, LANG
e LENNERNAS, em 2003, analisaram a expressdo de CYP1Al, 1A2, 2B1, 2A3 e
2E1 no figado de ratos Sprague-Dawley (machos e fémeas, entre 8 e 9 semanas)
por RT-PCR semi-quantitativo. Os pesquisadores relataram uma baixa expresséo de
CYP1A1, expressdo maior de CYP2A3 e CYP2BL1 e alta expressdo de CYP2EL e de
CYP1A2. Contudo, ao se analisar as imagens dos géis representativos desses

achados percebeu-se que essas diferem do padrédo descrito, de modo que CYP2A3
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e CYP1A1l parecem estar ausentes. RIBEIRO PINTO et al.,, em 2001, analisaram a
expressdo de CYP2B1/2B2, 2E1 e 1Al por Western blotting no figado de ratos
Wistar machos controle e observaram a presenca de CYP2E1 e CYP2B1/2B2. N&o
foi observada a expressdo de CYP1Al. Além disso, investigaram a expressao de
CYP2A3 por RT-PCR semiquantitativo e também n&o observaram sua expressao no
figado. Essa “ndo expressdo” parece estar diretamente relacionada ao limite de
deteccdo mais alto dessas metodologias empregadas, uma vez que no NOSSO
trabalho observamos a expressdo de CYP1Al e de CYP2A3 no figado do rato

Wistar em baixos niveis.

CHI et al., em 2009, analisaram a expressdo de CYP1Al e CYP1B1 na
gengiva humana. Para tal, 22 fumantes e 24 nao fumantes submetidos a cirurgias
periodontais foram os doadores de amostras de tecido. A metodologia empregada
foi a PCRq com quantificacdo relativa. Foi observada uma expressdo muito baixa
de CYP1Al e niveis mais altos de expressdo de CYP1B1l na gengiva de nao
fumantes. Houve um aumento bastante significativo na expressdo de CYP1Al e
CYP1B1 nos pacientes fumantes e uma consideravel variabilidade interindividual na
expressdo de CYP1Al e CYP1B1, tanto em tabagistas como em né&o tabagistas.
Nossos resultados estdo de acordo com esses achados, porém esses autores nao
fizeram distingcdo entre gengiva superior e a gengiva inferior, que se apresenta mais

frequentemente acometida por tumores.

De forma geral, o que podemos concluir nesse trabalho foi que houve
expressdo constitutiva de CYP2E1 por toda cavidade oral dos humanos testados,
sendo esse o0 gene CYP mais expresso. Os locais de maior expressao foram
exatamente lingua e assoalho, em todos os voluntarios. A expressado de CYP2A6/7
também foi observada em todos os humanos mas em quantidades inferiores a
expressdo de CYP2E1. Outro fato a ser ressaltado foi a variabilidade interindividual
na expressao de CYPs. O humano 1 (que nunca fumou e nem consome bebidas
alcoolicas) teve expressao mais alta de CYP2A6/7 do que todos os outros humanos.
Além disso, foi o Unico individuo a expressar CYP1A2 em nivel passivel de
quantificacdo. Essa expressao discrepante na gengiva superior € algo que pode
ajudar a entender o porqué de certas pessoas desenvolverem tumores em algumas
regides e outras desenvolverem em sitios diferentes. Vale ressaltar que esse

voluntéario possui um caso de cancer oral em seus antecedentes familiares.
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Com relacdo a expressao de CYP1Al observamos que a mesma se situou no
limite de deteccéo na cavidade oral de voluntarios ndo tabagistas (excecéo feita ao
humano 2). Apenas no humano 5, tabagista, pudemos observar expresséo
consistente de CYP1A1, mais uma vez com niveis mais altos em lingua e assoalho.

Tal fato era esperado, uma vez que CYPlAl é sabidamente induzido pelos

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos presentes na fumaca do cigarro.

Analisando a expressdo de CYP na cavidade oral dos animais observamos
gue o rato apresenta um perfil de expressao diferente dos demais, com expressao
maior em mucosa jugal, l1abio superior e labio inferior. YANG, MEDLING e RANER,
em 2003, analisaram a expressdo de CYP1Al, 1A2, 1B1, 2E1, 3Al1l e 3A2 na lingua
de ratos por RT-PCR semiquantitativo e atividade enzimatica, utilizando a expressao
em figado como controle positivo. Os autores ndo observaram a presenca do
RNAmM desses genes na lingua do rato, porém observaram niveis muito baixos de
hidroxilacdo da cafeina (marcador da atividade de CYP1A2 e CYP3A) e oxidagéo
de 4-nitrofenol (marcador da atividade de CYP2E1). Uma das explicacdes possiveis
apresentadas pelos autores seria a de que seus primers teriam uma menor
eficiéncia, aumentando portanto o limiar de detec¢cdo. Nossos resultados mostram
uma expressao baixa de CYP1Al na lingua do rato, porém acima do limite de
deteccédo, e expressbes maiores de CYP1A2 e CYP2EL. Os autores nao citam a
linhagem de rato que utilizaram, além de terem usado a densitometria de bandas
em gel de acrilamida para quantificagdo dos resultados do RT-PCR. Tais fatos
podem explicar a nao identificacdo desses genes na lingua do rato por esses

pesquisadores.

Esse ponto de vista é compartilhado por TAKIGUCHI et al. (2010), que
analisaram a expressdao de CYP1Al na lingua de ratos Wistar machos, de 8
semanas, por PCRqg usando o sistema TagMan e quantificacdo relativa. Uma
expressao baixa mas consistente de CYP1ALl foi observada em lingua. No figado
CYP1Al1l também foi expresso. Tais achados foram confirmados por Western
blotting (que revelou também a presenca de CYP1A2 no figado e na lingua do rato
Wistar) e por atividade enzimatica. A imuno-histoquimica para CYP1A1l revelou que
a sua expressao em lingua ocorre no epitélio lingual, aponeurose lingual e células

perivasculares. Nossos achados estdo de acordo com esse trabalho.
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NAGINI et al, em 2009, analisaram a expressdao de CYP1Al e 1B1 por
Western Blotting na mucosa jugal de pacientes sem cancer (submetidos a excisao
de terceiros molares inclusos) e a compararam com a expressao na mucosa jugal
do Hamster sirio (machos). Ficou demonstrada a presenc¢a dessas duas isoformas,
tanto na mucosa jugal dos humanos quanto na do hamster. Nossos resultados
demonstraram que CYP1A1 foi expresso no limiar de detec¢do na mucosa jugal do

Hamster sirio e de alguns humanos testados.

Uma variabilidade na expressdo de CYP relacionada a linhagem de
camundongo utilizada também ficou nitida no presente trabalho. Entre os
camundongos observamos que o BALB/c teve a mais alta expressdo de CYPs em
cavidade oral, seguido pelo SV129 e pelo C57BL/6. Diferengas entre as linhagens
de camundongo com relacdo aos padrdes de expressdo de CYP estdo bem
documentadas (HRYCAY & BANDIERA, 2009).

Contudo, observamos que a qualidade do RNA extraido dos sitios orais do
C57BL/6 foi inferior a dos demais, 0 que certamente influenciou no resultado.
Mesmo assim, como a qualidade do RNA foi similar entre os sitios desse animal
comparacoes ainda podem ser feitas e, lingua e assoalho mantiveram-se como 0s
sitios com maior expressdo de enzimas CYP. Os experimentos no camundongo

C57BL/6 deverao ser repetidos para a publicacéo final do segundo capitulo.

Ainda que poucos trabalhos tenham analisado a expresséo de enzimas CYP
na cavidade oral de animais de laboratério, 0 mesmo nao ocorre para a expressao
de enzimas CYP no figado. CHOUDHARY et al., em 2003, demonstraram a
expressao de CYPlal, 1a2 e 2b10 no figado de camundongos BALB/c machos (8 a
12 semanas) por RT-PCR semiquantitativo. Esse mesmo grupo analisou em 2005 a
expressdo de CYPlal, 1la2 e 2el no figado de camundongos BALB/c machos (8 a
12 semanas) e em humanos por RT-PCR semiquantitativo. Essas trés isoformas
foram expressas tanto no figado humano quanto no do BALB/c. Nossos resultados
estdo de acordo com esses achados. RENAUD et al., em 2011, analisaram a
expressdo de 78 CYPs no figado de camundongos C57BL/6 machos e de 8
semanas por RT-PCR, PCRq (quantificacao relativa) e Western blotting. Os autores
relataram expressdo de CYPlal em baixos niveis e de CYP1la2, 2a5, 2b9, 2b10 e

2el, exatamente como nos também demonstramos. O fato do padrdo de expressao
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das enzimas CYP no figado observado na presente tese de doutorado reproduzir os
achados da literatura € mais um indicio de que o padrdo de expressao observado

na cavidade oral é confiavel.

Com relacdo a aplicacdo dessas informagcbes no desenvolvimento de
modelos de carcinogénese oral, o que os dados sugerem é que nenhum animal de
laboratério expressa exatamente o perfil de enzimas CYP observado em humanos,
apesar dos modelos de carcinogénese oral mais empregados serem os que utilizam
a mucosa jugal do Hamster e a lingua do rato (VAIRAKTARIS et al.,, 2008). A
expressdo constitutiva em niveis mais altos de CYP2E1 e CYP2A6/7 na cavidade
oral humana garante a capacidade de ativacdo metabdlica eficiente de varias
nitrosaminas (como as especificas do tabaco NNK e NNN) e do etanol a seu
carcinogeno final, o acetaldeido, nesses subsitios anatémicos. O mais plausivel &
tentar selecionar o animal de acordo com a maior similaridade possivel com o perfil
observado naquele sitio em humanos ndo expostos ao tabaco e ao etanol. Assim
0s modelos de carcinogénese seriam sitio-especificos. Trabalhos de carcinogénese
em lingua e assoalho poderiam se valer do Hamster sirio, pela baixa expressao da
familia CYP1A nessas regifes anatdmicas. Apesar de nenhum representante da
familia CYP2B ter sido descrito até o presente momento nesse animal tal fato é

amenizado pela baixa expressao da familia CYP2B nos humanos.

Face ao exposto pudemos concluir que, nos humanos, a lingua e o assoalho
apresentam uma maior expressdo de enzimas CYP. Além disso, buscamos
evidéncias de possiveis caracteristicas sitio-especificas ndo apenas nesses
humanos sem cancer ou lesdes precursoras, mas também em amostras de tumores
humanos. Em nossa opinido essa € a primeira vez na literatura que é utilizado como
critério de selecdo para a inclusdo de pacientes em um estudo a presenca de
tumores de apenas um sitio anatbmico oral. O fato dos sitios orais serem muito
proximos e da maioria dos pacientes se apresentar com doenca avancada ao
diagnostico, com o comprometimento de mudltiplos sitios, dificulta a identificacao
exata do sitio de origem da lesdo. Essas sao as razdes principais para que dos 824

pacientes revistos no biénio 2005/2006 apenas 161 terem sido incluidos no estudo.

Com a aplicacéo desse critério de inclusédo véarias associacdes puderam ser

identificadas, uma vez que o viés de confundimento causado pela variavel sitio
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anatdmico pode ser minimizado. Os tumores do assoalho foram fortemente
associados ao tabagismo e etilismo (100% dos casos), o que faz sentido na medida
em que o assoalho apresenta a maior expressao de CYPs na cavidade oral. Esses
tumores também foram associados ao surgimento de segundos tumores primarios,
0 que corrobora a associagdo desses casos com a exposi¢do aos carcindbgenos
ambientais pela formacdo de um campo de cancerizacdo, algo ja descrito na
literatura (NEVILLE BW et al., 2008). Houve também associa¢do com pacientes do

sexo masculino (92% dos casos).

Ja os tumores de lingua foram associados ao sexo feminino. Das 51
mulheres que apresentaram tumores em apenas um sitio anatdémico oral, 33 delas
(65%) tiveram a lingua como sitio de acometimento. Se considerarmos que outras
10 mulheres tiveram tumores de labio inferior (e que esses tumores tem seu
processo de carcinogénese dirigido principalmente pela exposicdo a radiagao
ultravioleta) podemos concluir que no interior da cavidade oral o processo de
carcinogénese em mulheres ocorre preferencialmente na lingua (33 versus 8 casos).
Apesar das associacbes com tabagismo e etilismo nao terem alcancado
significancia estatistica, 78% dos pacientes com tumores de lingua tinham historico
de tabagismo e 75% deles tinham histdrico de etilismo. Isso nos leva a pensar que
parte desses tumores sejam direcionados pelo processo de carcinogénese mediado
pela exposi¢do ao tabaco e alcool e outra parte, principalmente em mulheres, possa

ser ocasionada por outra via, que talvez envolva questées hormonais.

Os tumores de “outros sitios” orais foram significativamente associados a
histéricos negativos de tabagismo e etilismo, o que indica que eles seguem um
processo de carcinogénese diverso do mediado pela exposicdo ao tabaco e alcool.
Puderam ser observadas algumas diferencas entre os sitios que foram agrupados
nessa categoria (TRM, mucosa jugal e gengiva inferior) mas devido ao pequeno
namero de casos de tumores dessas localizades essas diferencas ndo puderam ser
melhor exploradas. Provavelmente com a inclusdo de mais pacientes ao se
aumentar o periodo de inclusdo de casos (de dois para cinco anos, por exemplo)

novas diferencas serao identificadas e esses sitios analisados individualmente.

Os tumores de labio inferior representam uma outra entidade, derivada

principalmente da exposicao a radiagdo UV, apresentando associacdo negativa com
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o etilismo, tumores de menor tamanho e estadiamento patoldégico mais baixo. Além
disso, apresentaram uma sobrevida global e livre de doenca significativamente
melhor do que a dos tumores intraorais. Nossos achados corroboram o perfil ja

descrito na literatura para os CCE de labio inferior.

Deve ser salientado o critério adotado no presente estudo para classificar os
pacientes como tabagistas ou etilistas. Em muitos estudos séo criadas categorias de
acordo com o consumo de tabaco, normalmente medido pela unidade macos/ano.
NOs agrupamos todos os pacientes que fazem ou fizeram uso de tabaco em suas
variadas formas em uma Unica categoria (tabagistas) e os pacientes que nunca
fizeram uso do tabaco na categoria de nado tabagistas. Um critério semelhante foi
utilizado para o etilismo, agrupando usuarios e ex-usuarios de quaisquer bebidas
contendo etanol, mesmo que socialmente, na categoria etilistas. Essa atitude
possibilita a remocdo dos viéses relacionados a dose, dificeis de serem
padronizados em estudos retrospectivos, sendo empregada também por GAMLY,
PATEL e SHAH (2012).

Para fins de comparacédo, a Figura 15 foi construida a partir do banco de
dados de mutacbes em TP53 do IARC e ilustra as mutagbes em TP53 a partir de
tumores de acordo com 0 seu epicentro. Isso nao significa que sdo tumores de

apenas um sitio anatdmico apenas indicam o presumido sitio de origem da leséo.

Esses graficos de setores mostram que os padrées de mutacdo observados
em lingua e assoalho séo bastante similares e que os tumores de labio apresentam
um perfil mutacional diferente do observado nos sitios intraorais. J4 os tumores de
gengiva tem um perfil com maior tendéncia a se parecer com lingua e assoalho

porém observa-se maior frequéncia de mutacdes em ilhotas CpG.
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MUTATION PATTERN / 79 mutations

Assoalho

O ins - 2 (253%)

| del - 15 (18.9%)

O AT>C:G - 3 (3.79%)

O AT=G.C-10{12.6%)

B AT>TA-5 (B.32%)

O G:C=AT-12 (15.1%)

H G:C>AT at CpG - 16 (20,2%)
B G:C>C:G- 4 (5.06%)

B G:C>TA-12 (15.1%)

MUTATION PATTERN / 193 mutations

Lingua

Bins - 4 2.07%)
W del - 32 (16.5%)

O tandem - 2 (1.03%)
OAT-C.G- 4 2.07%)

B AT>G:C- 18 (3.32%)
BAT=TA-15[7.77%)

O G:C>AT- 36 (18.6%)

B G:C>AT at CpG - 38 (19.5%)
B GC>C:G- 11 (5.69%)

B G:C>TA - 32 (16.5%)
WNA-1051%)

MUTATION PATTERN [ 27 mutations

Labio

B del - 1 (3.70%)

Ml CC tandem - 1 (3.70%)
OAT=C:G-3 (11.1%)
BAT=GC-1(3.70%)

B AT=TA-2[7.40%)

B G:C>AT-9 (33.3%)

B GC>ATat CpG -6 (22.2%)
B GC>C.G-2 (7.40%)

B GC>TA-2 (7.40%)

MUTATION PATTERN / 80 mutations

Gengiva

| del - 12 (15%)
O AT:C:G- 4 (5%)
BAT>GC -7 B.75%)
BATTA-6 (7.5%)

O G:CAT- 16 (20%)

B G:CHAT at CpG - 24 (30%)
B G.C>C:G- 4 5%)
BGCoTA-7 (B.75%)

(C) IARC TPS53 Database, R15 release, November 2010
Figura 15 : Perfil mutacional de TP53 entre tumores de acordo com o epicentro da leséo
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As mutagdes em TP53 associadas ao tabagismo normalmente s&o
transversbes G>T e as mais associadas a nitrosaminas séo transicoes G>A e C>T.
Ja aquelas associadas ao etilismo sdo normalmente transicbes G>A enquanto as
associadas a radiacdo UVB sé&o transicdbes C>T, normalmente em ilhotas CpG
(PUTZ et al, 2002, BUNZ F, 2008).

O fato do assoalho da boca e da lingua apresentarem perfis mutacionais de
TP53 muito parecidos sugere que pode haver um grande numero de casos que
foram classificados como de lingua quando na verdade surgiram no assoalho (e
vice-versa) ou que realmente esses casos Sao originarios da exposicdo aos
carcindgenos presentes no tabaco e no alcool, principalmente. Informacdes sobre o
género desses pacientes ndo estdo disponiveis no site do IARC. A analise do perfil
mutacional de TP53 dos casos de tumores de apenas um sitio oral identificados e,
em particular das mulheres portadoras de tumores de lingua, seria de grande valia

para ajudar a elucidar as associacdes observadas no presente estudo.

A conclusédo da analise do perfil mutacional de EGFR permitira que possa ser
investigada a possibilidade de uma ocorréncia preferencial de mutacées em EGFR
nos tumores de determinado sitio. Tal informacdo sera extremamente relevante ao
fornecer mais evidéncias sobre a possivel existéncia de processos de
carcinogénese especificos em sitios orais que, apesar de anatomicamente tao

préximos, podem ser molecularmente bastante distintos.
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8 — CONCLUSOES

Existe uma expressao constitutiva de enzimas CYP em toda a cavidade oral

de humanos e de animais de laboratorio;

Existe uma ampla variabilidade interindividual nos niveis de expressao de
enzimas CYP na cavidade oral de humanos, que pode explicar o motivo pelo
gual pessoas expostas aos mesmos fatores de risco desenvolvem tumores

em sitios anatdbmicos diferentes;

Existem diferencas nos niveis de expressdo de enzimas CYP em cavidade

oral entre as espécies de animais de laboratorio testadas;

Existem diferencas nos niveis de expressdo de enzimas CYP em cavidade

oral entre as linhagens de camundongo testadas;

Em geral, a lingua e o assoalho da boca expressam a maior variedade e a
maior quantidade de enzimas CYP, tanto em animais de laboratorio quanto
em humanos, sendo exatamente esses 0s sitios com maior incidéncia de

tumores em cavidade oral;

91



Conclusdes

6- Nenhuma espécie entre os de animais de laboratorio testados, apresentou
niveis de expressdao de enzimas CYP comparaveis aos observados em
humanos. Contudo, estudos de carcinogénese sitio-especificos podem se
valer de similaridades observadas para selecionar o animal que apresente
padrdes de expressdo mais parecidos com o humano no sitio a ser

investigado;

7- Os niveis de expressdo de CYP1Al foram baixos em humanos, sendo

fortemente induzidos apenas no humano tabagista.
8- Os tumores de sitio Unico em cavidade oral apresentaram padrbes de

associacao especificos com as variaveis sexo, tabagismo/etiismo e

estadiamento patoldgico.
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10 — ANEXOS E APENDICES

ANEXO 1
LINEARIZACAO DOS PLASMIDEOS
Volume necessario Tampéao 10x | Enzima Pst | H,O
para chegar a 2,5 pg de (L) (L) (L)
plasmideo (L)
lal camundongo 14 10 5 71
la2 camundongo 11 10 5 74
2a5 camundongo 43 10 5 42
2b9 camundongo 18 10 5 67
2b10 camundongo 22 10 5 63
2el camundongo 12 10 5 73
GAPDH camundongo 9 10 5 76
1A1 rato 16 10 5 69
1A2 rato 8 10 5 77
2A3 rato 25 10 5 60
2B1 rato 13 10 5 72
2E1 rato 15 10 5 70
GAPDH rato 9 10 5 76
B actina rato a7 10 5 33
1A1 hamster 33 10 5 52
1A2 hamster 20 10 5 65
2A8 hamster 19 10 5 66
2A9 hamster 18 10 5 67
2A16 hamster 18 10 5 67
2E1 hamster 15 10 5 70
GAPDH hamster 18 10 5 67
1A1 humano 27 10 5 58
1A2 humano 30 10 5 55
2A6 humano 21 10 5 64
2B6 humano 19 10 5 66
2E1 humano 20 10 5 65
GAPDH humano 8 10 5 77
Plasmideo sem inserto 10 10 5 75
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ANEXO 2

Memo 440/11-CEP-INCA Rio de Janeiro. 5 de dezembro de 2011,

A(o): Dr. Luis Felipe Ribeiro Pinto
Pesquisador(a) Principal

Registro CEP n° 116/11 (Este n°. deve ser citado nas correspondéncias referentes a este estudo)

CAAE - 0086.0.007.000-11
Titulo do Estudo — Marcadores Moleculares de Tumores Secundarios de Es6lago em Pacientes
com Carcinoma de Células Escamosas em Cabeca ¢ Pescogo: Uso Potencial no Diagnostico

Precoce ¢ na Terapia de Rotina
faem

Prezado(a) Pesquisador(a),

[nformo que o Comité de Etica em Pesquisa do INCA aprovou apds reanalise o
estudo intitulado: Marcadores Moleculares de Tumores Secundirios de Eséfago em
Pacientes com Carcinoma de Células Escamosas em Cabeca e Pescoco: Uso
Potencial no Diagnostico Precoce e na Terapia de Rotina versio 2, bem como seu
TCLE para estudo prospectivo CECP versdo 3 e TCLE para estudo retrospectivo
CECP e CEE versio 3, em 30 de novembro de 2011.

Ressalto o(a) pesquisador(a) responsavel devera apresentar relatérios semestrais
a respeito do seu estudo.

Atenciosamente.

e

il - = e
Pr. G&F@éﬁ?ﬁ[’ue D. Silva

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
CEP-INCA

N

C/e — Dr. Luiz Augusto Maltoni — Direcio Geral
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ANEXO 3

FICHA DE COLETA DE DADOS

CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE BOCA FICHA DE REGISTRO
N¢ do Prontuario
Nome do Paciente:
Profissao: l Ocupacao:
[IDENTIFICACAO DO PACIENTE
M F
Sexo ase D ] em D Raca: Data de Entrada:
Naturalidade: l l ]
Data de Nascimento:
Residéncia (cidade e estado): Data da Biopsia:
Escolaridade Antecedentes:
Analfabeto  [] ] Basico ] Incompleto O] l Médio ] ’ Superior ]
Si N3 E
Tabagismo m D 0 D X D Tipo/Dose:
Sim Nao E
Etilismo : D D * D Tipo/Dose:
[INFORMACAO SOBRE A DOENCA, TRATAMENTO
Sim Nao
Outros Tumores l [:] l D ‘ Qual: cTNM
Qutras Informacoes: cEstadio
Descricao da Lesao: cTNM prévio tto:
cEstadio - tto:
LINGUA ASSOALH PALATO REGIAO RETRO GENG GENG
Localizacio L] ] OD DURO L] INF L] ] SUP
alizag LABIO LABIO [ PALATO OUTROS[ ] Oual
INF SUP MOLE
o l ) Data do tratamento
Tratamento Inicial Tratamento Adjuvante inicial:
Cirurgia Quimioterapia Radioterapia
D n® de ciclos: [:] Dose e fragéo: D
Radioterapia Suporte (CSTO) Quimioterapia Data final do
Dose e fragao: D D n? de ciclos: D tratamento:
[INFORMACOES SOBRE A CIRURGIA
. . Sim D Tipo: Nao D
Esvaziamento Cervical pTNM:
Sim Apbs ampliacao Nao
Margens Livres D l P plag I:l D pEstadio:
Tipo Cirurgia:
[ACOMPANHAMENTO
Recidiva
Local D Localizacao: | Data recidiva:
Regional Clinica RX Histo Cito
“ D Deteccao da Recidiva | ! D ] D | i I:] l D ] Outra/Qual
Distancia D i .
Tipo de tratamento da recidiva:
Data CSTO: Data SED: ‘ Data Ultima Consulta:
Data Obito: Causa Obito:
sim nao
STP =m0 O] Local sTe: | Data STP:
Outras lesoes:
[HISTOPATOLOGIA
In situ Bem Mod Pouco
Ne Biopsia: OMS biépsia [ [] O] veo [ ]
In situ Bem Mod Pouco
N¢ Cirurgia: OMS cirurgia D D D D
Sim Nao Sim Nao
Invasao Perineural D D Extracapsular D D
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ANEXO 4

CLASSIFICACAO TNM DOS TUMORES DE CAVIDADE ORAL

cTNM - Classificagdo Clinica

T - Tumeor Primario

X Tumor primarno nao pode ser avaliado

10 Nao ha evidencia de tumor primano

Tis Carcinoma in situ

11 Tumor com 2 Cm Ou menos em sua maior dimensao

12 Tumor com mais de 2cm e ale 4cm em sua maior dimensao

13 Tumor com mais de 4 cm em sua maior dimensao

T4a Labio — tumor que invade estruturas adjacentes (cortical 0ssea, nervo alveolar
inferior, assoalho de boca, ou pele de face) - -
Cavidade oral — tumor que invade estruturas adjacentes {(cortical 6ssea. musculos
profundo/extrinsecos da lingua seios maxilares ou pele da face)

T4h L abio e cavidade oral — tumor que invade o espago mastigador, laminas

pterigdides ou hase do cranio ou ariéria carotida intema

N — Linfonodos Regionais

NX Linfonodos regionais nao podem ser avaliados
NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais
N1 Metastase em um dnico linfonodo homolateral, com 3cm ou mencs em sua maior
dimensdo
N2 N2a - Metastase em um unico linfonodo homolateral, com mais de 3cm e ate 6cm
em sua maior dimensao,
N2b — Metastase em linfonodos homolaterais multiplos, nenhum deles com amis
de Scm em sua maior dimensao,
N2c¢ - Metastase em linfoncdos bilaterais ou confraleterais, nenhum deles com
mais de 6cm em sua maior dimensao
N3 Metastase em linfonodo com mais de 6 cm em sua maior dimensao
M - Metastases a Distancia
MX A presenca de metastase a distancia nao pode ser avaliada
MO Auséncia de metastase 3 distancia
M1 Metastase 3 distancia
pTNM — Classificagdo Patologica — pT, pN e pM
Grupamento por Estadios
Estadio 0 Tis NO MO
Estatio | T1 NO MO
Estadio Il T2 NO MO
Estadio Il 1112 N1 MO
T3 NO, N1 MO
Estadio IVA T1, T2 73 N2 MO
T4a NO, N1, N2 MO
Estadio IVB Qualquer T N3 MO
T4b Qualguer N MO
Estadio IVC Qualquer T Qualquer N M1

TNM Classification of Malignant Tumours 7th edition, Leslie H Sobin, Mary K Gospodarowicz and
Christian Wittekind ed. UICC, 2011
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