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RESUMO

O cancer de esbéfago representa a oitava neoplasia mais incidente e a sexta mais letal em
todo o mundo. Esta doenca pode se apresentar de duas formas principais: o
adenocarcinoma de es6fago e o carcinoma epiderméide de esbéfago (CEE), sendo esta
ultima, a mais frequente no Brasil e no mundo. O CEE é uma doencga de etiologia bastante
complexa, destacando-se o tabagismo e o etilismo. Além das questdes acerca dos
mecanismos de carcinogénese do esb6fago, o CEE apresenta um grande desafio no que
tange o seu diagnéstico e tratamento. No Brasil a sobrevida em 5 anos para essa neoplasia
€ menor que 10%. Isto é decorrente, principalmente, do estado avangado que os tumores
sao diagnosticados. O conhecimento das alteragcbes moleculares presentes no tecido
neoplasico pode responder perguntas sobre o processo de malignizacdo. Além disso, este
conhecimento pode apontar possiveis alvos para melhorar o diagnéstico e o tratamento. A
utilizacao de métodos de analise em larga escala, como os microarranjos de DNA e mais
recente 0 sequenciamento de nova geragao, representam importantes ferramentas devido
ao grande numero de genes analisados sem a subjetividade do conhecimento pré-existente
sobre a doenca. Sendo assim, este trabalho objetivou a analise do perfil de expressao
génica, perfil mutacional bem como a presenca de fusdes genicas por RNA-seq de amostras
pareadas de CEE e mucosa ndo maligna adjacente ao tumor de 14 pacientes do INCA bem
como amostras de esbéfago de o pacientes sem céancer do Hospital Universitario Pedro
Ernesto/lUERJ. O sequenciamento do RNA foi realizado no sequenciador lllumina 2500,
sendo a biblioteca construida com o kit TruSeq (lllumina) de acordo com as instrucées do
fabricante. Apds o sequenciamento as leituras de baixa qualidade foram retiradas utilizando-
se o software PrinSeq. Com as leituras de boa qualidade foram realizados os alinhamentos
ao genoma humano de referéncia com o software TopHat2. Finalmente, com as sequencias
alinhadas foi possivel determinar a expressdo dos genes através do pacote para
R/Bioconductor DESeq2. As mutagdes foram identificadas utilizando o protocolo do Broad
Institute no programa Genome Analysis Toolkit (GATK). Para a analise de fusdes génicas foi
usado o algoritmo FusionMap. Na comparag¢ao entre mucosa adjacente ao tumor e mucosa
sadia foram classificados 522 genes como GDE (genes diferencialmente expressos) e os
processos enriquecidos no GO (Gene Ontology) foram predominantemente relacionados a
inflamacao. Na comparacao entre tumor e mucosa adjacente ao tumor 1.226 genes foram
encontrados diferencialmente expressos. A analise de enriquecimento de vias do banco
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) revelou vias enriquecidas
principalmente relacionadas a inflamacgéo e outros ligados a céncer. Isso levou a validacéao
do gene /L8 em uma amostra independente por PCRq e 0 mesmo se comportou como o
esperado sendo sua expressao maior no tumor do que na mucosa adjacente. A andlise da
via Pathways in cancer levou a observagao do enriquecimento da via de sinalizacdo do WNT
onde 3 membros tiveram impacto na sobrevida global dos pacientes, quais sejam, WNTT16,
WNT7B e PRKCQ. Apenas o WNT7B teve seu valor progndstico validado num grupo
diferente de amostras A analise de mutagdes foi restrita aquelas do tipo missense, nonsense
e sinénima revelando uma média de 65 mutagdes por tumor. O gene mais mutado foi o
TP53 com uma frequéncia de 79% seguido pelo LOC389831 com 43% dos tumores
mutados. A frequéncia de mutagdes do gene TP53 foi validade em uma amostra
independente tendo sido de 70%. A avaliagdo das fusdes génicas revelou 21 eventos de
fusdo em sete tumores ndo tendo nenhum se repetido em mais de uma amostra. Nenhuma
caracteristica clinico-patolégica testada apresentou associagdo com a presenga de fusdes,
contudo nas amostras onde os eventos de fusdo aconteceram a expressado do gene ATR
encontrou-se aumentada. Frente a esses dados podemos concluir que a inflamacao e a via
de WNT sao importantes para o desenvolvimento do tumor de es6fago assim como a
mutagéo no gene TP53. Além disso, pode-se dizer que o fendmeno de fusdo génica é um
evento consequente da carcinogénse esofagica e nao causador da mesma.

Palavras-chave: RNA-seq; Carcinoma epiderméide de Es6fago; Transcriptoma
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Abstract

Esophageal cancer (EC) is the eighth most frequent and the sixth most lethal neoplasia
worldwide. This disease has two main histological types: esophageal adenocarcinoma and
esophageal squamous cell carcinoma (ESCC), the latter being the most common type of EC
in Brazil and worldwide. ESCC has a complex aetiology, with tobacco smoking and alcohol
consumption as the main risk factors in Western countries. In addition to a poorly understood
molecular carcinogenesis process, ESCC represents a major challenge regarding its
diagnosis and treatment. In Brazil, the 5-year survival for this cancer is less than 10%. This is
mainly due to a late diagnosis. Therefore, a better comprehension of the molecular pathways
that lead to ESCC development can help identifying potential targets to improve diagnosis
and/or treatment. In this context, large-scale analysis methods such as DNA microarrays and
next generation sequencing are important tools because of the number of genes
simultaneously analyzed and the avoidance of selection bias. Thus, the present study aimed
to analyze the gene expression profile, mutational profile and the presence of gene fusions in
ESCC by using RNA-seq. A total of 14 patients with a confirmed diagnosis of ESCC at the
Brazilian National Cancer Institute (INCA), who donated both tumor and non-malignant
adjacent mucosa, and eight individuals without cancer from Hospital Universitario Pedro
Ernesto were included in this analysis. RNA sequencing was performed on lllumina 2500
sequencer, and the library was prepared with TruSeq kit (lllumina), according to the
manufacturer's instructions. After sequencing, the low quality reads were removed using the
PrinSeq software. The remaining reads were aligned to the human genome reference using
TopHat2 software. Finally, the aligned sequences were used to determine the gene
expression levels (R/Bioconductor package DESeq2). Mutations were identified using the
Broad Institute Protocol with Genome Analysis Toolkit (GATK), while for the gene fusion
analysis we used the FusionMap algorithm. When comparing non-malignant adjacent
mucosa from ESCC patients to healthy esophageal epithelium, we identified 522 differentially
expressed genes (DEG). The pathway enrichment analysis showed an overrepresentation of
genes related to inflammation (GO — Gene Ontology). The comparison between tumor and
non-malignant adjacent mucosa revealed a total of 1,226 DEG. Once again, the enrichment
analysis showed that inflammation-related genes were more represented than expected
among DEG, as well as other pathways linked to cancer (KEGG - Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes). Based on this, we selected /L8 for validation by qPCR in an
independent set of samples, which showed the same profile observed in RNA-seq, a higher
expression in tumors when compared with adjacent mucosa. Also, a more detailed
evaluation of the “Pathways in cancer” enrichment revealed the WNT signaling pathway as
altered. Three members of this pathway had an impact on overall survival, namely WNT16,
WNT7B and PRKCQ. Only WNT7B had its prognostic value validated in a different set of
samples. The mutational analysis, restricted to missense, nonsense, and synonymous
alterations, revealed an average of 65 mutations per tumor. The most frequently mutated
gene was TP53, with a frequency of 79%, followed by LOC389831, found to be mutated in
43% of the tumors. The validation in an independent group of samples confirmed the high
frequency of TP53 mutations (70%). Regarding gene fusions, a total of 21 fusion events
were observed in seven tumors with no common alterations among cases. Finally, we found
no associations between patients' clinic-pathological characteristics and the occurrence of
fusion events, but tumor samples carrying fusions showed an increased ATR expression.
Based on our findings, we may conclude that alterations on inflammatory response and WNT
signaling pathway are important events for the development of esophageal cancer, as well
as TP53 mutations. Moreover, we may speculate gene fusion is a consequence of
esophageal carcinogenesis and not its cause.
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1. INTRODUGAO

1.1. INCIDENCIA DO CANCER DE ESOFAGO

O cancer de esbfago (CE) é a sexta neoplasia mais incidente entre homens e
a décima terceira entre as mulheres no mundo (Ferlay et al, 2015). As taxas de
incidéncia do CE variam muito ao redor do Mundo, onde é possivel notar areas de
alta incidéncia proximas a areas de baixa incidéncia. As areas de maior incidéncia
sdo a regidao que vai do mar Caspio ao centro da China (regido conhecida como
cinturdo asiatico do CE), Europa Ocidental (principalmente a Franca), o sudeste da
Africa e o sul da América do sul (Figura 1) (Ferlay et al, 2013).

Estimativas recentes indicam que a incidéncia de CE n&o irda diminuir nos
préximos anos e em 2025 sao esperados mais de 640 mil novos casos em ambos 0s
sexos, numero 40% maior do que o observado em 2012 (Ferlay et al, 2013)

Incidence ASR

Both sexes

Oesophageal cancer
51+

3.0-5.1

1830

10-1.8

jomnn

=10

MNo Data

source: GLOBOCAN 2012 (IARC)

Figura 1.1 - Representacao geografica mundial da incidéncia de cancer de esé6fago, ajustado

por idade, para ambos os sexos (Ferlay et al, 2013).

No Brasil esse quadro € muito similar ao restante do mundo, ocupando a
sexta posicdo entre os homens e a décima terceira entre as mulheres dentre as
neoplasias mais incidentes. Existe uma grande variacdo entre as regides do Brasil,
por exemplo, na regido sul o CE € o quinto tumor mais incidente entre os homens

enquanto que nas regides sudeste e nordeste figura na sétima posicao (Estimativa
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INCA, 2016). Essa discrepancia se deve principalmente aos diferentes fatores de

risco que serdo discutidos abaixo.

1.2. FATORES DE RISCO

O CE ¢ dividido principalmente em 2 tipos histolégicos: Carcinoma
Epiderméide de Esbéfago (CEE) e Adenocarcinoma de Esbéfago (ADE). O ADE
responde a menos de 10% dos casos de CE no Brasil e é mais frequente em paises
desenvolvidos como Estados Unidos e Alemanha. Este tipo histolégico tem como
principais fatores de risco associados a doenga, a obesidade, o refluxo gastro-
esofagico e a metaplasia intestinal do esb6fago (Esbéfago de Barrett) (Hongo,
Nagasaki e Shoji, 2009).

O CEE, objeto de estudo deste trabalho, possui como principais fatores de
risco o consumo moderado/alto de alcool e o hdbito de fumar. Em estudo realizado
por Castellsagué e colaboradores (1999), pacientes que nao bebiam e fumavam
apresentavam uma odds ratio (OR) entre 6,5 e 7,5 em relacdo aos controles ao
passo que pacientes que nao fumavam e bebiam apresentaram uma OR de 7,0 a 14
em relacdo aos controles. Quando foram avaliados pacientes que fumavam e
bebiam a OR variou entre 4,0 e 51,0 mostrando que os efeitos carcinogénicos do
cigarro e do alcool sdo potencializados um pelo outro. Além disso, ha a sugestao de
que o fumo tenha um papel importante tanto na iniciacdo quanto na promog¢ao do
tumor, enquanto o alcool teria um papel mais relevante na promog¢ao, uma vez que
apds 10 anos de abstinéncia de alcool o risco retorna aos valores dos abstémios,
enquanto apdés 10 anos sem tabaco o risco diminui apenas 50,0% (Castellsagué et
al., 1999).

Outro fator de risco importante e presente em areas de alta incidéncia como o
sul da América do Sul e o “Cinturdo Asiatico” é o consumo de bebidas em altas
temperaturas como cha e chimarrdo (erva-mate consumida em altas temperaturas),
sendo este ultimo um habito muito frequente no Rio Grande do Sul. Estima-se que,
neste estado, 70% dos homens e 50% das mulheres sejam consumidores habituais
(Victora et al.,, 1987). Alguns trabalhos mostraram que o consumo do chimarrao
aumentou a chance de se desenvolver CEE em até 4 vezes dependendo da
temperatura de consumo e quantidade consumida por dia (Castelleto et al.,, 1994;
Rolon et al., 1995; Castelsagué et al., 1999), sugerindo que a lesdo térmica estaria
gerando um processo inflamatério crénico no eséfago que contribuiria para o

aparecimento do CEE.
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Outros fatores de risco sao conhecidos, mas possuem menor importancia no
Brasil como alimentos contaminados com nitrosaminas, compostos com acao
carcinogénica potente e que apresentam grande organotropismo para o eséfago
(Lijinsky, 1992).

1.3. HISTORIA NATURAL DO CEE

A histéria natural do CEE comeca com uma exposicao aos fatores de risco
por um longo periodo que culminara na malignizacao da mucosa esofagica. Quando
o tumor é detectado precocemente existe a possibilidade de excisdo do tumor in situ
com grande chance de cura (Chen et al., 1999). Contudo, a natureza assintoméatica
dessa doenca leva a um diagndstico tardio para a maioria dos pacientes.

A disfagia (dificuldade de deglutir) é o primeiro sintoma mais frequente do
CEE e geralmente aparece quando mais de 70% da luz do esbéfago esta obstruida
(Stein et al., 2001), neste ponto 40% dos tumores ja tem metatases linfonodais ou a
distancia (Jemal et al., 2006). Além disso, caracteristicas anatbmicas do es6fago
como a auséncia de serosa, rica rede linfonodal e proximidade a estruturas nobres
como a aorta e a coluna vertebral tornam a invasao mais rapida, a disseminacao
mais facil e em alguns casos impossibilita a resseccéo cirurgica do tumor. Em alguns
casos, quando a traqueia € acometida, ha ainda a inelegibilidade do uso de
radioterapia, pois nesse caso haveria a formacao de uma fistula traqueo-esofagica
impedindo o paciente de se alimentar por via oral (Reed, 1995).

Nos casos em que o paciente ndo tem possibilidade de tratamento curativo
alguns cuidados paliativos sdo tomados a fim de melhorar a qualidade de vida do
paciente como a colocacdo de uma prétese no esbfago para aumentar a luz deste
orgao permitindo que o paciente volte a se alimentar pela boca (Freeman, Ascioti e
Mahidhara, 2012).

O cenério descrito acima leva a alta letalidade do CEE sendo a sobrevida em
5 anos inferior a 20% (Cohen e Ajani, 2011).
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Figura 1.2 — Histéria natural do CEE - Evolucao temporal da carcinogénese de tumores
epidermodides no es6fago e exemplificacdo dos momentos fundamentais para a prevencao e

diagnodstico da doenca (adaptado de da Costa et al., 2013).

O curso dessa doenca (figura 1.2) pode ser perturbado em varios momentos
da sua evolucdo (da Costa et al, 2013). Como medidas de prevengdo primaria
podem-se adotar medidas que evitem a exposicao aos fatores etioldgicos. No Brasil,
foram adotadas acdes anti-tabaco que foram muito bem-sucedidas e estédo
ilustradas na figura 1.3. Em 1989 a prevaléncia de tabagismo em adultos homens
era de 43,3% e 27,0% entre as mulheres, no ano de 2013 essa prevaléncia caiu
para 18,9% e 11,0%, respectivamente (Levy, Almeida e Szklo, 2012). Infelizmente
para o consumo de alcool a realidade é outra. Em 2006 a prevaléncia de abuso de
bebidas alcodlicas no estado do Rio de Janeiro entre homens adultos era de 17,9%
e 8,6% entre as mulheres. Em 2013 essa prevaléncia cresceu para 22,6% e 10,2%,
respectivamente (VIGITEL, DATASUS). Esses dados sugerem a necessidade da

adocao de politicas mais efetivas contra o etilismo.
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Figura 1.3 — Grafico mostrando a queda no consumo de cigarro de acordo com as
implementacoes de politicas publicas anti-tabaco (Levy, Almeida e Szklo, 2012, adaptado por
Secretaria-Executiva da CONICQ)

Uma outra possibilidade de intervencdo com grande impacto no desfecho
desfavoravel do CEE, seria o diagnostico precoce oriundo de rastreamento. Uma
estratégia ja utilizada para isso foi o uso do balao citolégico que consistia em inflar
um baldo no estébmago e trazé-lo inflado pela boca raspando as células da mucosa
esofagica, essas células seriam entdo examinadas na busca por células
morfologicamente malignas. Este procedimento foi utilizado na China em uma
provincia de alta incidéncia de CEE e a sensibilidade ficou abaixo de 40% (Dawsey
et al., 1997).

A técnica mais sensivel para detec¢cdo do CEE é a endoscopia. No Japao
devido a alta incidéncia de cancer no estbmago é realizado o rastreamento
endoscoépico deste tumor na populacdo. Eventualmente sdo detectados tumores no
esOfago durante este rastreamento o que tem um efeito positivo por fazer um
diagnéstico do CEE mais cedo. Este efeito benéfico se reflete na letalidade do CEE
no Japao (62%) ser menor que a da China (80%) que nao faz esse rastreamento
endoscopico.
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1.4. ALTERACOES MOLECULARES EM CEE

A identificacdo e caracterizacdo das principais alteracbées moleculares em
tumores podem trazer varios esclarecimentos sobre a génese de um tumor bem
como apontar novos caminhos terapéuticos e estratégias de diagnéstico.

O gene TP53, que codifica a proteina p53, € um dos genes mais alterados em
CEE e a frequéncia de mutacdes nesse gene pode variar de 25 a 89% dependendo
do pais de origem do paciente (Olivier et al, 2002). A proteina p53 desempenha um
papel central na homeostasia da célula por participar ativamente de processos como
parada do ciclo celular na presenca de danos no DNA, ativar vias de reparo de DNA
e induzir apoptose quando o reparo dos danos ndo é possivel. Por essa razao essa
proteina tem um papel fundamental no processo carcinogénico.

A presenca de mutacbes no gene TP53 foi associada com menor ou
nenhuma resposta a quimiorradioterapia (QRT) em pacientes com CEE em dois
estudos asiaticos (Makino et al, 2010; Yamasaki et al, 2010) contudo 0 mesmo nao
foi visto por Fernandes (2013) que nao encontrou valor preditivo a QRT nas
mutacdes no TP53 numa amostra de pacientes do Rio de Janeiro.

No que tange as mutacdes no gene TP53 o perfil mutacional de pacientes do
Rio de Janeiro foi semelhante ao perfil de mutagdes encontrado em pacientes
franceses enquanto que o perfil de mutagéao de individuos do Rio Grande do Sul foi
semelhante a individuos chineses (Figura 1.4). A diferenca regional no padrao de
mutacdes encontrado pode estar relacionada com a exposi¢cao a diferentes fatores
de risco como o0 consumo de bebidas em alta temperatura no Sul do Brasil e na
China (Rossini et al, 2010).
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Figura 1.4 - Comparacao do perfil mutacional do gene TP53 em CEE de pacientes de diferentes

regioes (Rossini et al, 2010). pb = pares de bases

A via dos receptores HER esta alterada em diferentes tipos de céancer
(Sergina e Moasser, 2007). Alguns membros dessa via como EGFR, HER2, Ras e
Raf possuem farmacos especificos que bloqueiam suas fungdes e, portanto,
auxiliam o combate de tumores que s&o dependentes desta via para seu
crescimento. Atualmente, diversos farmacos s&do desenvolvidos para bloquearem
proteinas especificas e, por essa razado, sdo chamadas de terapias-alvo. Duas
classes de farmacos se destacam neste sentido: os inibidores tirosina quinase (TKiIs)
e 0s anticorpos monoclonais (mAbs) (Baselga, 2002).

Os TKIls apresentam capacidade inibitoria através da sua competicdo e maior
interacao pelos sitios de ligagdo ao ATP de suas proteinas-alvo, bloqueando sua
atividade. Farmacos como Gefitinib e Erlotinib, ambos inibidores de EGFR, foram
aprovados pelo FDA e sao utilizados na terapia de pacientes acometidos com
cancer de pulméao nao pequenas células (Harari, 2004; FDA, 2014).

Os mAbs foram desenvolvidos para atuar na porcao extracelular de proteinas

competindo pelo sitio de interacdo ao ligante de receptores transmembrana. Além
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disso, esta classe de farmaco é capaz de levar esses receptores-alvos a endocitose,
via clatrina, encaminhando-os para degradacao via proteossomo (Capdevilla, 2009).

A terapia do CEE é bastante ineficaz, como ja mencionado anteriormente,
portanto € desejavel a busca por novas estratégias terapéuticas. O sucesso do uso
das terapias-alvo em tumores como os de pulméao, colorretal e mama motivou a
busca por marcadores que justificassem o uso dessas terapias também no CEE.

Liu et al (2011) em um estudo conduzido na China encontraram em 14% das
amostras de CEE mutagdes no gene EGFR e em 12% mutacdes no gene KRAS.
Por outro lado, Gonzaga et al (2012) estudando a populacdo brasileira nao
encontraram nenhuma mutacdo em EGFR, KRAS e BRAF utilizando mais que o
dobro de pacientes do estudo chinés, embora tenham encontrado superexpressao
proteica de HER2 em 4% dos casos. Desta forma, pacientes chineses e brasileiros
apesar de terem o mesmo tipo histolégico de tumor poderiam se beneficiar com
estratégias terapéuticas diferentes.

O advento do sequenciamento de prdéxima geracao (que sera discutido mais
detalhadamente abaixo) possibilitou a descoberta de diversas alteragdes
importantes para a carcinogénese esofagica. Contudo, o uso desta ferramenta na
investigagdo dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento do CEE permanece
exiguo, uma vez que utilizando como palavras-chave “esophageal squamous cell
carcinoma’ e “‘exome” em uma busca no PUBMED
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) s&do encontrados menos de dez artigos. Dos
trabalhos disponiveis, cinco avaliaram apenas tumores de pacientes orientais,
principalmente chineses, criando um lapso no conhecimento da gendmica de
tumores de pacientes com CEE no ocidente.

Até o momento ha apenas um trabalho que avaliou o sequenciamento de
exoma total (WES, do inglés, Whole Exome Sequencing) em uma populacido
ocidental (Agrawal et al., 2012). Neste estudo, foram sequenciados 12 amostras de
tecido tumoral e mucosa adjacente ao tumor de pacientes americanos. Foram
encontrados 884 genes mutados com uma média de 83 genes mutados por tumor
sendo TP53, NOTCH1, NOTCH3, FBXW?7, KIF16B, KIF21B e MYCBP2, os genes
frequentes em pelo menos trés amostras.

Song et al (2014) fizeram o WES de 71 amostras de CEE e mucosas
adjacentes ao tumor. A partir de um painel de 96 mutagdes foi possivel estabelecer
um agrupamento dos pacientes que nunca consumiram bebida alcodlica e tinham

um progndéstico melhor. Além disso, encontraram 8 genes dos quais 7 sao genes
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classicamente envolvidos no processo de carcinogénese (TP53, RB1, CDKNZ2A,
PIK3CA, NOTCH1, NFE2L2 e ADAM29) e um ainda nao tinha sido associado ao
cancer, o gene FAM135B (familia com similaridade de sequéncia 135, membro B). O
FAM135B foi usado em ensaios funcionais com linhagens celulares provenientes de
CEE e sua inibicao foi capaz de reduzir o crescimento celular, formacao de colbnias,
migracdo e invasao, mostrando a importancia desse gene na carcinogénese do
esofago.

Lin et al (2014) também fizeram WES de 20 pares de amostras (tumor e
mucosa normal adjacente ao tumor) e encontraram 1.042 genes mutados.
Classificaram como principais 13 genes: TP53, KMT2D, FAT1, FAT2, RB1,
NOTCH1, EP300, ZNF750, PIK3CA, KDM6A, NFE2L2, PTEN e CDKN2A. Além
disso, a proteina APOBEC3B, uma DNA citidina deaminase, foi apontada como
possivel responsavel pelas mutagdes em citidina que estavam presentes em sitios
de reconhecimento desta enzima, uma vez que a expressdo de APOBEC3B foi
encontrada aumentada nos tumores.

Ainda em 2014, foi publicado um trabalho que analisou 113 pares de
amostras tumorais € mucosa normal adjacente e encontraram mais de 9.000 genes
mutados. Dentre os principais genes mutados estdo o TP53, CDKN2A, AJUBA, RB1,
NOTCH1 e NFE2L2. Os autores apontaram como significativo o numero de
mutacdes em genes relacionados a modificagdo em histonas, quais sejam, EP300,
CREBBP, KMT2D, KMT2C, KDM6A e NSD1. Vale ressaltar ainda que o status
mutado para o gene EP300 foi associado a um pior prognéstico tanto nas amostras
sequenciadas por WES quanto em uma coorte independente de 246 pacientes (Gao
et al., 2014).

Apés andlise de 192 amostras tumorais por WES, Zhang et al (2015)
identificaram 3 tipos de assinatura no perfil mutacional uma correspondente a
mutagbes induzidas por APOBEC, uma assinatura em sitios CpG e uma assinatura
de procedéncia desconhecida. Além disse eles foram capazes de associar o perfil de
APOBEC com mutagdes no gene PIK3CA. Os genes mais frequentemente mutados
foram TP53, NOTCH1, PIK3CA e FATT.

Recentemente, foram analisadas por WES 144 amostras de CEE e
concluiram que o tipo de mutagao mais frequente foi a substituicdo de C por T e que
essa transicao acontecia em sitios alvo de APOBEC. Eles ainda foram capazes de
associar a assinatura de APOBEC com mutacdes no gene ZNF750 que é um
regulador da diferenciacdo epidérmica. Os genes mais frequentemente mutados
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foram TP53, NOTCH1, MLL2, NFE2L2, ZNF750, FAT1 e PIK3CA. Além disso,
mutacdes no gene TET2 e EP300, ambos relacionados a regulacao epigenética,
foram associados a um pior prognéstico dos pacientes (Sawada et al., 2016).

A ativacdo de um proto-oncogene ou inativacdo de um gene supressor
de tumor ndo acontece exclusivamente por meio de mutacdes. Alteracdes
epigenéticas sdo igualmente importantes no processo carcinogénico de qualquer
tecido. Lima et al (2011) utilizando microarranjo para avaliar o perfil de metilagao
global em pacientes brasileiros com CEE encontraram mudangas no padrao de
metilagdo da regido promotora de genes associados a protecao tecidual como TFF1,
a diferenciacao celular como DSGT e inducao de proliferacdo como BCL3.

Além de metilacdo do DNA, outros alteragdes epigenéticas foram encontradas
em CEE como é o caso dos microRNAs. MicroRNAs sao capazes de regular a
expressao de genes de forma pos-transcricional ja que participam da degradacao do
RNAm ou progressado do ribossomo, desta forma impedindo que a proteina seja
traduzida (Grosshans e Filipowicz, 2008). Yang et al (2013) observaram que 0s
microRNAs miR-338-3p, miR-218 e miR-139-5p apresentavam expressao suprimida
no tumor em relacéo ao tecido adjacente ndo tumoral enquanto que miR-183, miR-
574-5p, miR-21 e miR-601 apresentavam superexpressao no tumor.

1.5. RNA-seq e CEE

O sequenciamento de préxima geracdo tem possibilitado a aquisicdo de
sequencias gendmicas de diversos espécimes em um tempo curto e com custo
relativamente baixo. Quando aplicado com o objetivo de obter o transcriptoma (RNA-
seq) ele supera em eficiéncia outras metodologias em larga escala como o
microarranjo, pois a metodologia de RNA-seq é mais eficiente que a de microarranjo
na determinacao das diferencas na expressao de genes. Isso ocorre porque o RNA-
seq nao se baseia em hibridizacdo, ou seja, ndo gera falsos positivos devido a
hibridizacdo cruzada entre sondas similares e, além disso, aumenta a chance de
encontrar um RNA raro ja que é capaz de fazer a contagem absoluta dos RNAm
(Marioni et al, 2008).

A tecnologia mais usada atualmente e que foi utilizada neste trabalho € a de
sequenciamento por sintese da lllumina. Trata-se de um sequenciamento por
sintese similar, em conceito, ao método de Sanger. A diferenga principal estd na
aplicacao de nanotecnologia e marcac¢des na construcao da biblioteca que permitem

sequenciar varias amostras de uma vez em uma superficie sélida.
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A figura 1.5 esquematiza as etapas de sequenciamento que serdao mais
detalhadas a frente. Resumidamente, o material a ser sequenciado (DNA ou cDNA)
€ fragmentado por sonicagdo ou enzimaticamente, a esses fragmentos gerados sao
adicionados adaptadores que irdo identificar a amostra e se ligar na matriz da
flowcell. Uma vez ligados a matriz, os fragmentos sao amplificados por um processo
chamado amplificacdo por ponte. Depois da amplificacao € feito o sequenciamento
por sintese onde cada base inserida emite uma luz diferente (Bras, Guerreiro e
Hardy, 2012).
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Figura 1.5 — Esquema ilustrando as etapas do NGS (Bras, Guerreiro e Hardy, 2012).

Assim como ja foi dito anteriormente para exomas, o RNA-seq de CEE
também é muito raro na literatura e os trés trabalhos encontrados até o momento
serao mencionados a seguir.

O primeiro trabalho publicado em CEE, realizou um RNA-seq em 3 pares de
amostras de CEE e mucosa adjacente ao tumor tendo encontrado 1.425 genes
diferencialmente expressos. Apds analises de enriquecimento desse conjunto de
genes observaram que grande parte dos processos enriquecidos estavam
relacionados a migracao celular, apoptose, reparo e replicacdo de DNA, regulagcéo

do ciclo celular e resposta ao dano no DNA. O gene PTK6 foi escolhido para
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validacdao funcional porque estava subexpresso nos trés tumores. Os autores
concluiram que o PTK6 é um importante gene supressor de tumor no es6fago, pois
sua superexpressado impediu o crescimento de tumores xenotransplantados em
camundongos nude e sua inibicdo fez os tumores crescerem mais que o controle.
Além disso, sugeriram que a acao supressora de tumor de PTK6 esteja relacionada
com a regulacao negativa que essa proteina exerce sobre AKT (Ma et al., 2012).

No mesmo ano, Tong et al (2012) analisaram a expressao diferencial de sete
amostras de pacientes com CEE e cinco amostras nao tumorais de es6fago por
RNA-seq. Eles encontraram 1.730 genes diferencialmente expressos dos quais
encontrava-se enriquecida a via de sinalizacao de integrina. Analisando os genes
presentes nessa via apenas um gene se encontrava mais expresso no tecido
saudavel do que no tumor, o gene RAB25. A partir dessa andlise foi avaliada a
influéncia de RAB25 em diversos parametros de malignidade e RAB25 mostrou uma
atividade supressora de tumor reduzindo a migracdo, a tumorigénese e a
angiogénese de linhagens neoplasicas de esb6fago.

Finalmente Jiang et al (2014) sequenciaram o RNA de 63 pares de amostras
(tumor e normal adjacente), e encontraram 2.419 genes diferencialmente expressos.
Nesse conjunto de genes, as vias de aderéncia e motilidade celular, resposta imune,
metabolismo multi-celular e desenvolvimento estavam sobre-representadas. Além
disso, no mesmo trabalho foi relatado uma fusdo génica detectada por RNA-seq,
entre os genes HLA-E e HLA-B, ambos no cromossomo 6.

Assim, torna-se claro a partir da revisdo da literatura que existem poucos
trabalhos publicados na avaliagcdo de alteracbes gendbmicas em larga escala em
CEE, particularmente em pacientes ocidentais que possuem fatores de risco
diferentes dos orientais.
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2. OBJETIVO

Avaliar o perfil global de alteragdes moleculares em carcinoma epidermoide
de esoéfago (CEE).

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar o perfil de expressao génica global das amostras de CEE a fim de
identificar os genes diferencialmente expressos comparando tecido esofagico
saudavel, mucosa adjacente ao tumor e tecido tumoral;

- Selecionar e enriguecer os genes diferencialmente expressos utilizando as
plataformas Gene Ontology e KEGG com a finalidade de obter vias e processos
biolégicos que estejam alterados em CEE;

- Analisar o perfil mutacional global das amostras de CEE comparando tecido
esofagico saudavel, mucosa adjacente ao tumor e tecido tumoral;

- Avaliar a presenca de transcritos quiméricos;

- Selecionar genes para posterior validacdo dos resultados obtidos nas
analises de expressao génica em um numero maior de amostras pela técnica de
PCR em tempo real;

- Validar o perfil mutacional dos genes selecionados em um numero maior de
amostras;

- Determinar como as alteragcdes moleculares se relacionam com os dados

clinico-patolégicos.
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3. METODOLOGIA

3.1. AMOSTRAS

Foram utilizadas para esse trabalho amostras armazenadas no Banco
Nacional de Tumores (BNT) do Instituto Nacional de Cancer (INCA), de pacientes
com diagnéstico confirmado de CEE que foram admitidos na Instituicado no periodo
de 2006 a 2011. Somente foram incluidos pacientes que nao foram submetidos a
qualquer tratamento prévio de radio e/ou quimioterapia. Foram coletados tecido
tumoral e tecido adjacente ao tumor, caracterizado histologicamente como normal de
todos os pacientes. Os dados clinico-patolégicos dos pacientes foram coletados
retrospectivamente, através da andlise dos prontuarios eletrdnico e fisico. Os
pacientes foram divididos em trés grupos sendo, 14 pacientes usados para o RNA-
seq, 28 usados para PCRq e 42 pacientes para sequenciamento de TP53.

Além das amostras de pacientes com CEE foram coletadas biépsias de
esbfago de oito pacientes sem qualquer alteragcao nesse tecido e sem histérico de
cancer. Estes pacientes foram recrutados no Ambulatério de Gastroenterologia do
Hospital Universitdrio Pedro Ernesto - HUPE/UERJ, durante procedimento
endoscépico para avaliagdo de possiveis patologias do trato aerodigestivo superior,
e ap6s exame, foi confirmada a auséncia de problema esofagico. Os individuos sem
doenca no esb6fago, assim como os pacientes com CEE, assinaram um termo de
consentimento informado (Apéndice A) e responderam um questionario sobre os
seus habitos alimentares, sociais, aspectos de saude e historico familiar de cancer
(Tabela 1; Apéndice B).

O projeto foi aprovado pelos comités de ética do HUPE/UERJ (416-
CEP/HUPE; Apéndice C) e INCA (116/11; Apéndice D).

3.2. EXTRACAO DE RNA
Para a extragdo do RNA total, foi utilizado o RNeasy Mini kit (Qiagen),
seguindo as orientacdes do fabricante:
- Um fragmento da biépsia de até 30 mg foi colocado em um microtubo de 1,5
mL junto com 200 puL do tampao RLT com beta-mercaptoetanol. Apds macerar o
tecido, com auxilio de um pildo, foram adicionados mais 400 uL do tampao RLT e
posteriormente foram centrifugados em microcentrifuga por 3 min a velocidade de
12.000 x g para sedimentar o material ndo lisado. Em seguida, o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e 1 volume de etanol 70% foi adicionado. Apos
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homogeneizagdo, 700 pL da solugdo foram transferidas para uma coluna de
purificacdo alocada em um tubo coletor de 2 mL e centrifugados por 15 s a 8.000 x
g. Ao término, o liquido do tubo coletor foi descartado e o procedimento foi repetido
até passar toda a solugéo pela coluna. Em seguida, 700 pL do tampao RW1 foram
adicionados na coluna de purificagdo e centrifugados por 15 s a 8.000 x g. Ao
término, o liquido do tubo coletor foi descartado e 500 uL do tampao RPE foram
adicionados a coluna de purificacdo e, posteriormente, centrifugados por 2 min a
8.000 x g. Em seguida, a coluna foi transferida para um novo tubo coletor de 2 mL e
centrifugados por 1 min a 12.000 x g. Apbés essa centrifugacdo, a coluna foi
transferida para um microtubo de 1,5 mL e 30 yL de agua foram adicionados no
centro da membrana sem encostar a ponteira na mesma a fim de eluir o RNA total.
Ap6s 1 minuto a temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados por mais 1 min
a 8.000 x g. A coluna foi descartada e posteriormente os tubos contendo o RNA total
extraido foram armazenados a -80°C.

A concentracdo de RNA nas amostras foi determinada a partir de 1,0 yL de
RNA extraido das amostras, utilizando o espectrofotémetro NanoDrop (Uniscience)
no qual a absorvancia da amostra foi determinada no comprimento de onda de 260
nm. O célculo da concentracdo do RNA tomou por base a informacéo de que uma
unidade de absorvancia corresponde a uma concentracdo de 40 ug / mL de RNA.
Ainda, a relacao Azes0/Azs0 foi utilizada como um parametro de avaliagao da qualidade
das preparacoes do RNA, uma vez que as proteinas absorvem luz no comprimento
de onda de 280 nm. . Valores inferiores a 1,7 resultam de contaminagdo com
proteina.

Para determinarmos a integridade do RNA extraido, utilizamos o equipamento
Bioanalyzer (Agilent), com o chip RNA 6000 Nano, seguindo o protocolo do
fabricante. Como resultado, o Bioanalyzer fornece um numero de integridade do
RNA (RIN) e amostras com RIN inferior a 8 foram descartadas. A integridade do
RNA foi determinada pela razdo entre os rRNAs 18S e 28S e a presenca de

material degradado.

3.3. CONFECCAO DA BIBLIOTECA DE cDNA

As bibliotecas de cDNA das amostras de tumor de es6fago, tecido adjacente
e mucosa sadia foram realizadas seguindo o protocolo TruSeq RNA (lllumina):
3.3.1. Purificacao e fragmentacao do RNA
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Inicialmente, 1,0 pg de RNA total de cada amostra foi diluido para volume
final de 50,0 pyL e transferido para placa com pocos de 0,3 mL. Ao RNA foram
adicionados 50,0 pL de beads de purificacdo e homogeneizado. A placa foi selada e
colocada no termociclador para desnaturacao inicial por 4 minutos a 65°C. Apos
esse periodo, a placa permaneceu por 5 minutos a temperatura ambiente. A placa
foi colocada sobre uma estante magnética para captura das beads ligadas ao RNA e
o sobrenadante foi descartado. A placa foi retirada da estante e foi adicionado a
cada poc¢o 200,0 uL de Bead Washing Buffer. A placa foi recolocada sobre a estante
magneética para captura das beads ligadas ao RNA e o sobrenadante foi descartado.
A placa foi retirada da estante e foi adicionado a cada pogo 50,0 uL de Elution
Buffer. Ap6s selada, a placa foi colocada no termociclador para incubacao por 2
minutos a 80°C. Apls esse periodo, a placa permaneceu por 5 minutos a
temperatura ambiente. A placa foi colocada sobre a estante magnética para captura
das beads ligadas ao RNA poly-A e o sobrenadante foi descartado. Retirou-se a
placa da estante magnética e foram adicionados 200,0 uL de Bead Washing Buffer
que permaneceu por 5 minutos a temperatura ambiente. A placa foi colocada
novamente na estante magnética e o sobrenadante contendo o RNA ribossomal e
outros RNAs ndo mensageiros foi descartado. A placa foi retirada da estante e foram
adicionados 19,5 uL de Elute Prime Fragmentation Mix a cada po¢o. A placa foi

selada e colocada no termociclador para incubacao por 5 minutos a 94 °C.

3.3.2. Sintese da primeira fita de cDNA

Apébs a reacdo de fragmentacdo a placa foi retirada do termociclador e
incubada a temperatura ambiente por 5 minutos na estante magnética. O adesivo foi
retirado e 17,0 uL do sobrenadante foram utilizados para a sintese do cDNA, sendo
adicionados em uma nova placa. Foram adicionados 8 pL em cada pogo de mix
contendo a proporgao First Strand Master Mix e SuperScript Il (Invitrogen) na
proporcao de 9:1. A placa foi selada e colocada no termociclador para incubacéao
seguindo 25°C por 10 minutos, 42°C por 50 minutos e 70°C por 15 minutos.

3.3.3. Sintese da segunda fita de cDNA

A placa foi retirada do termociclador e o selo foi removido. Foram adicionados
25,0 uL de Second Strand Master Mix em cada poc¢o. A placa foi novamente selada
e incubada por 1 hora a 16°C. Ap6s a incubacéo a placa foi removida e incubada a
temperatura ambiente. O cDNA dupla-fita foi purificado utilizando as beads
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magnéticas AMPure XP, seguindo protocolo do fabricante, sendo eluido em 52,5 pL

de Ressuspension Buffer.

3.3.4. Reparacao de final de fita de cDNA e adenilacao da porcao 3’

Ap6s a sintese da dupla-fita de cDNA foi realizada a reparacao das
"saliéncias" resultantes do processo de fragmentacdao do RNA. Foram adicionados
10,0uL de Ressuspension Buffer em cada poc¢o, seguido de 40,0 uL do End Repair
Mix. A placa foi selada e incubada por 30 minutos a 30°C. Apés essa incubacao foi
realizada a purificacdo com beads magnéticas AMPure XP, seguindo protocolo do
fabricante, sendo eluido em 17,5 uL de Ressuspension Buffer. Apés a eluigéo, 15,0
UL de cada reacdo foram transferidos para nova placa para a realizacdo da
adenilacao da porcao 3' das fitas de cDNA, com adicao de 2,5 uL de Ressuspension
Buffer e 12,5 uL de A-Tailing Mix em cada poc¢o. Ap6s a adicao dos reagentes, as

reacdes foram incubadas por 30 minutos a 37°C.

3.3.5 Ligacao dos Adaptadores

Este processo consiste na adicdo na porcao terminal dos cDNAs de
adaptadores e indices que servirao como ancoradores a matriz da flowcell e
marcadores de identificacdo nas reacdes de sequenciamento, respectivamente.
Apoés a adenilagao, foram adicionados a cada reacado 2,5 uL do controle de ligagao
diluido 100 vezes, 2,5 uL de Ligation Mix e 2,5 yL de cada um dos adaptadores
selecionados. As reacdes foram incubadas por 10 minutos a 30°C no termociclador.
Ao fim da incubagédo foram adicionados 5,0 uL de Stop ligation buffer em cada
reacdo, com subsequente purificacdo com beads magnéticas AMPure XP, seguindo
protocolo do fabricante, sendo eluido em 22,5 uL de Ressuspension Buffer.

3.3.6. Enriquecimento dos Fragmentos de DNA
Ao término da ligagao dos adaptadores 20 pL de cada amostra foi transferido
para nova placa e foram adicionados a cada poc¢o 5,0 uL de PCR Primer Cocktaile

25,0 uL de PCR Master Mix. As de enriquecimento seguiram a seguinte ciclagem:
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- 1 ciclo: 98°C por 30 segundos
- 15 ciclos: 98°C por 10 segundos
60°C por 30 segundos
< 72°C por 30 segundos
- 1 ciclo: 72°C por 5 minutos
- Manter 10°C até retirar as reag¢des do termociclador

Apbés a reagdo de enriquecimento foi realizada purificacdo do material
amplificado com beads magnéticas AMPure XP, seguindo protocolo do fabricante,
sendo eluido em 32,5 uL de Ressuspension Buffer.

3.3.7. Validacao das bibliotecas

Como recomendado pela lllumina, apds a preparacao das bibliotecas de
cDNA foi realizada a analise de controle de qualidade de cada amostra através de
eletroforese capilar, utilizando a plataforma Bioanalyzer, chip Agilent DNA-1000,
observando que as bibliotecas devem apresentar fragmentos de aproximadamente
260-300 bp. As bibliotecas foram normalizadas a 10 nM em nova placa.

3.4. SEQUENCIAMENTO

Apos o preparo da biblioteca, 3 pmol de cada amostra foi sequenciada no
equipamento Illumina HiSeq 2000, seguindo as recomendacdes do fabricante. Em
cada canaleta do sequenciador foram colocadas quatro amostras. As reagdes de
sequenciamento foram feitas com 100 ciclos utilizando o primer senso e 100 ciclos
utilizando o primer antisenso formando para cada fragmento da biblioteca produtos
de 100 pb em cada ponta do fragmento. Estes produtos de 2x 100pb serdo
chamados doravante de reads.

Durante a corrida, sdo geradas e analisadas as imagens que fizeram a
captura da fluorescéncia durante a sintese da read, a analise dessas imagens é
salva nos chamados arquivos base calling (BCL). Os arquivos BCL, juntamente com
0os arquivos contendo as localizacbes dos clusters, arquivos LOCS, foram
convertidos para arquivos FastQ utilizando o programa CASAVA (lllumina), onde
ocorre simultaneamente a separacdo de bibliotecas que utilizaram diferentes
indices. Os arquivos FastQ contém as sequéncias das reads bem como a qualidade
do sequenciamento de cada base na escala Phred.
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3.5. CONTROLE DE QUALIDADE

A qualidade de todas as reads foi avaliada utilizando-se o programa FastQC
(www.dioinformatics.babraham.ac.uk/prppojects/fastqc), que possui diferentes
modulos de analises para o controle de qualidade das sequéncias brutas produzidas
pelos equipamentos de NGS. Os graficos gerados pelo programa permitem avaliar a
qualidade geral das bibliotecas e tomar decisdes importantes que afetam as analises
posteriores.

Para a filtragem das reads ou de partes das reads que tiveram qualidade
média abaixo de 20 na escala Phred foi utilizado o programa PrinSeq (Schmieder e
Edwards 2011). Foram consideradas reads de boa qualidade aquelas na escala

Phred igual ou maior a 20.

3.6. ALINHAMENTO A REFERENCIA

Apés criterioso controle de qualidade, as reads foram alinhadas ao genoma
de referéncia de Homo sapiens, GRCh37, disponivel no site do ENSEMBL
(www.ensembl.org) com a finalidade de identificar a origem gen6mica de cada uma
delas. O genoma de referéncia foi devidamente indexado como recomenda o
manual do TOPHAT2, programa usado para o alinhamento das leituras ao genoma.

O TOPHAT2 é um alinhador que funciona em duas etapas. Na primeira as
reads sao alinhadas a uma referéncia de transcriptoma gerada a partir das
anotacoes de genes para a versdao GRCh37, pelo proprio TOPHAT2. Depois as
reads nao mapeadas sao alinhadas ao genoma como mostra 0 esquema na figura 5
(Trapnel, Pachter e Salzberg, 2009).

(1) Transcriptome alignment (optional) _
— ; " — — — — BL
— [ ——— —_— e H
l_ Read are aligned against transcriptome.

| | . | HE=— ptomei
Unmaped read J7“ Transml

(2) Genome alignment

Reads spanning & single exonare mapped Readsare aligned against genome.

— o — s
E m—— 2B ~
[ S, —— ‘ Genome index

Figura 3.1 — Alinhamento em duas etapas com TOPHAT2 (Kim et al, 2013).

3.7. ANALISE DE EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL
Logo apos os alinhamentos serem feitos, os arquivos no formato Sequence

Alignment/Map (SAM), contendo as coordenadas de alinhamento de cada read
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foram filtrados para a retirada das reads que néao tiveram alinhamento Unico. Apo6s
essa etapa, as reads foram ordenadas de forma que a primeira leitura no arquivo
seja a leitura que alinhou na por¢céao 5’ do cromossomo 1 seguindo essa ordem ate a
regidao 3" do cromossomo Y. Para ambos os procedimentos foi usado o software
SAMTools (Li et al, 2009).

Em seguida as contagens das reads por gene foram feitas com o software
HTSeq seguindo as instru¢ées do manual (Anders, Pyl e Huber, 2014). Os arquivos
com as contagens foram entéo carregados no software R e fundidos em uma matriz
cujas colunas correspondiam as amostras e as linhas aos genes.

No ambiente R/Bioconductor, a matriz com as contagens das reads serviu de
base para a analise de expressao diferencial entre 2 compara¢des: mucosa normal
adjacente ao tumor contra mucosa de individuos sem cancer (NxH) e tecido tumoral
contra mucosa adjacente ao tumor (TxN).

O pacote usado para andlise dessas comparacgdes foi 0 DESeq2 (Love, Huber
e Anders, 2014) e os critérios para determinacdo de um gene como diferencialmente
expresso (GDE) foram logFold-change absoluto maior que 1 e valor de p-ajustado
(FDR) menor que 0,05.

3.8. ANALISE DOS GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS

Uma vez que a lista de genes diferencialmente expressos (GDEs) foi
determinada, as mesmas foram submetidas a analise de enriquecimento de
processos biolégicos, utilizando como base de dados o Gene Ontology e
enriguecimento de vias utilizando o banco do KEGG. Depois do enriquecimento pelo
Gene Ontology os processos bioldgicos foram submetidos a andlise com o software
online REVIGO.

Ambas as analises de enriquecimento e agrupamento foram executadas no

R/Bioconductor.

3.9. ANALISE DAS VARIANTES DE BASE UNICA

Para a analise das variantes de base Unica (SNV, do inglés, Single Nucleotide
Variant) foi utilizado o protocolo desenvolvido pelo Broad institute baseado no uso do
Genome Analyses Toolkit (GATK) e disponivel no site
https://www.broadinstitute.org/gatk/guide/best-practices. A partir dos arquivos
FASTQ filtrados pela qualidade foi feito o mapeamento das reads usando o
alinhador STAR (Dobin et al., 2012).
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Apo6s o alinhamento foram retiradas as reads advindas provavelmente de
duplicacéao por PCR e as reads cobrindo juncdes de exons tiveram a qualidade de
mapeamento corrigida. Esse passo € estritamente técnico para manter a
compatibilidade entre 0 STAR e 0 GATK.

A partir deste ponto foi feito o realinhamento de INDELs (insercbes e
delecdes) e a recalibracdo das variacdes encontradas utilizando INDELs e SNPs
conhecidos presentes no site https:/genome.ucsc.edu sempre utilizando como
referéncia o genoma de H. sapiens, versao hg19.

Finalmente foi realizado o variant calling seguido da aplicacao de filtros para
selecionar as variantes de maior confiabilidade. Os filtros aplicados foram: Fisher
Strand < 30, Quality by Depth > 2 e Depth > 10.

A anotacao das variagcoes encontradas foi feita utilizando o pacote ANNOVAR
(Wang, Li, e Hakonarson, 2010).

Uma vez que foram determinados os SNVs do CEE, mucosa normal
adjacente e mucosa esofagica sadia aqueles SNVs presentes na mucosa adjacente
e mucosa sadia foram excluidos da analise com a intencao de estudar apenas SNVs
somaticas. Com a mesma finalidade também foram excluidas SNVs presentes em
bancos publicos de SNP: 1000 genomes, Watson, Venter e YH.

3.10. ANALISE DE TRANSCRITOS QUIMERICOS

Para analise de transcritos quiméricos ou fusionados foi utilizado o programa
FusionMap (Ge et al., 2011). A partir dos arquivos SAM contendo as coordenadas
de mapeamento das reads alinhadas ao genoma de referéncia foram aplicados os
seguintes  parametros: Sample.SeedCount >3, SplicePatternClass =
CanonicalPattern[Major] or CanonicalPattern[Minor], Filter = vazio, FrameShiftClass

= InFrame e OnExonBoundary = Both.

3.11. VALIDACAO DA EXPRESSAO GENICA POR PCR EM TEMPO REAL
(PCRq)
Para o ensaio de PCR em tempo real (PCRq) o RNA das amostras foi

extraido como descrito anteriormente no item 3.2
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3.11.1 Sintese de cDNA

O RNA total extraido das amostras foi reversamente transcrito em cDNA para
analises de PCR em tempo real utilizando a transcriptase reversa SuperScript II®
(Invitrogen), conforme descrito abaixo:

— Em um microtubo foram adicionados 250 ng de primer randdmico
(Promega), 500 ng de RNA alvo, 1 yL do set de dNTPs a 10mM e 4gua RNase
FREE suficiente para completar o volume final de 20 uL de reagédo, aquecer por 5
minutos a 65°C. Em seguida, foram adicionados 4 uL do tampao da enzima
transcriptase reversa (5X) fornecido pelo fabricante (Invitrogen) e 2 uL de DTT 0,1M,
incubar por 2 min a 25°C. Em seguida, foi adicionado 1 uyL de SuperScript 1I®
contendo 200 U e as reagdes foram incubadas no termociclador por 10 min a 25°C,
50 min a 42°C e inativar a enzima a 70°C por 15 min. Apés a sintese, o cDNA foi

armazenado a -20°C

3.11.2 PCR em tempo real (PCRq).

As reacoes de PCR em tempo real (PCRq) foram realizadas na plataforma
Rotor-gene (Qiagen). Em cada reacéo foi adicionado 7,5 puL de tampao SYBR green
FAST 2x (Qiagen), 0,3 pL de cada um dos oligonucleotideos especificos da reacéo a
10 uM, 1,0 uL de cDNA diluidos 1:20 e 5,5 uL de agua deionizada autoclavada. As

reacdes ocorreram com a seguinte ciclagem:

95°C por 5 min

_ 95°C por 5 seg;
40 ciclos
60°C por 10 seg

Para a quantificacdo dos resultados e determinacdo da eficiéncia dos
oligonucleotideos iniciadores especificos para cada gene foi estabelecido uma curva
padrao de expressdo utilizando uma diluicAdo seriada de cDNA de um controle

positivo da reagéo.
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Quadro 3.1 — Lista de oligonucleotideos iniciadores para validacdo da expressao dos genes
por PCRq.

Genes Oligonucleotideos
L F: 5 CAG AGA CAG CAG AGC ACA CA 3’
R:5 GGC AAA ACT GC ACCTTCACA 3
INK2 F: 5 GTG GGG CTG TGT TCC TAT CC 3
R: 5 ATA GGG CGC TGA ATC TGG AG 3
VAPKS F: 5" ATG GTC AGC TCG GCCTAT3'
R: 5 GCT GGC AGT AGG TCT GAT GTT 3
F: 5 GGC TAC TAC AAC CAA GCC GA 3’
WNT7B R: 5 CCT CTA GAA CCT TCC TGC CG 3
F: 5" ACA CCA CGG GCA AAG AAA AC 3
WNT16 R: 5 ACT TGG CGA CAG CCT GC 3
F: 5 GGC CGA AAG TGA AAT CAC CA 3
PRKCQ R: 5 CAG TGC TCT GTC GGC AAA TG 3’
F:5 CAG CGG CTTGTATCTTGTGC 3
FzDé6 R:5 CGA GCT TTT GCT TITGCC TGA 3

F — Forward, R - Reverse

Apo6s a amplificagdo dos produtos foi feita a andlise da curva de dissociacdo
(curva de Melt). Essa etapa € importante para verificar se os produtos observados
na PCRq sao especificos e para verificar se ha formacao de estruturas secundarias
entre os oligonucleotideos e contaminacao na reagao

A quantificacdo relativa de cada gene contra o controle interno, GAPDH, foi
possivel pelo método de ACq. Um grafico de amplificacéo, cujo eixo Y era o sinal de
fluorescéncia e o eixo X era o numero de ciclos, foi desenhado. No primeiro ciclo da
reacdo de PCR houve pouca mudanca no sinal de fluorescéncia. Isso definiu a linha
de base para o grafico de amplificacdo. Um nivel de fluorescéncia acima da linha de
base indicou o acumulo de produto de PCR. Foi determinado, entdo, um limiar de
deteccao de fluorescéncia fixo acima da linha de base durante a fase exponencial da
PCR. O parametro Cq (limiar) foi definido como o nimero de ciclos, inteiro ou nao,
no qual a fluorescéncia ultrapassou os limiares previamente fixados. A diferenca
entre as médias (de trés experimentos) do gene de interesse e do gene de
referéncia foi calculada pelo programa Microsoft Excel e o valor de quantificacao
relativa foi expresso como 22C4 (Livak e Schmittgen, 2001).

3.12. AVALIACAO DO PERFIL MUTACIONAL DO GENE TP53 EM CEE

A reacéo de sequenciamento procedeu como descrito no item 3.4, mas antes

algumas etapas foram necessarias e estao descritas abaixo.
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3.12.1. Extracao do DNA

A extracao foi realizada como descrito pelo fabricante do DNEasy Blood and
Tisue kit (QIAGEN®). As biopsias de CEE foram maceradas com pildo dentro de um
microtubo de 1,5 mL contendo 150 uyL de tampao ATL. ApGs esse processo, foram
adicionados mais 150 uL de tampao ATL e a proteinase K, com posterior incubacéo
a 56°C em agitagdao constante por 2 horas no equipamento Thermomixer Comfort
(EPPENDORF®).

A inativacdo da proteinase K foi realizada pela manutencdo das amostras a
90°C em agitagcdo constante durante 10 minutos. As amostras foram entéo
centrifugadas a 14000 rpm por 30 segundos e foi adicionado 200 yL de tampéao de
ligacdo e 200 pL de etanol absoluto. Apds a homogeneizacado das solugdes, este
conteudo foi entao transferido para a uma coluna com tubo coletor (contidos no kit) e
centrifugado a 14000 rpm por 1 minuto. A solucédo coletada no tubo foi descartada.
Adicionou-se em seguida 500 pL de tampado de lavagem a coluna e esta foi
centrifugada a 14000 rpm por 1 minuto. A solucéo coletada no tubo foi descartada.
Foi adicionado em seguida 500 pL de um segundo tampéo de lavagem a coluna e
esta foi centrifugada a 14000 rpm por 1 minuto. A solucdo coletada no tubo foi
descartada. Foi realizada uma centrifugacdo a 14000 rpm por 3 minutos para a
retirada de qualquer residuo do tampao. O tubo coletor foi entdo descartado e
substituido por um microtubo de 1,5 mL. Em seguida, foi acrescentado ao centro da
coluna 30 pL de tampédo de eluicdo (contido no ki) que foi posteriormente
centrifugado a 14000 rpm por 1 minuto.

3.12.2. Quantificagcao de DNA

Uma aliquota do material extraido (1 yL) foi quantificada através da leitura de
absorvancia em espectrofotdbmetro Nanodrop (Thermo) utilizando comprimento de
onda igual a 260 nm. A pureza do DNA foi verificada a partir da leitura a 280 nm,
para a deteccao de uma eventual contaminacao da amostra por proteinas. Quando a
relacdo das densidades éticas, A260/A280, foi igual ou maior que 1,7 o material foi
considerado puro.

3.12.3. PCR
O gene TP53 foi amplificado através da reacdo da polimerase em cadeia
(PCR) utilizando 3 pares de oligonucleotideos iniciadores, compreendendo 0s exons

2 ao 11 do gene. Estes oligonucleotideos estéo listados no quadro 3.1. Em cada
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reacao foram adicionados 2,5 uL do tampao 10X, 0,8 uL de MgClz, 2,5 uL do mix dos
trés pares de oligos, 0,25 pL de dNTP, 1 unidade de Taq Platinum (Invitrogen), 50 ng
de DNA e 4gua suficiente para completar volume final de 25,0 L.

Quadro 3.2 — Lista de oligonucleotideos iniciadores para amplificacdo do gene TP53.

Regiao Oligonucleotideos Tamanho
Exons 2-4 F- 5 CCAGGTGACCCAGGGTTGGA ¥ 1781 pb
R - 5 AGCATCAAATCATCCATTGC &
F-5 TGTTCACTTGTGCCCTGACT 3

Exons 5-9 MR 5 AGTTGATAAGAGGTCCCAAG 3 1215 pb

F -5 CAATTGTAACTTGAACCATC 3
R -5 AGGCTGTCAGTGGGGAACAA 3’

F: forward; R: reverse; pb: pares de bases

Exons 10-11 778 pb

3.12.3. Purificacao do produto de PCR

Os produtos de PCR foram purificados com o kit PureLink™ Genomic DNA
Purification de acordo com o protocolo do fabricante (INVITROGEN, USA). A cada
micro tubo de capacidade de 1,5ml foram adicionados 500 uL de tampéao de captura
a 100 pL de produto de PCR. Esta solucdo foi entdo transferida a uma coluna
Microspin com tubo coletor e centrifugada a 14000 rpm por 30 segundos. A solucao
coletada no tubo foi descartada. Foi adicionado em seguida 500 puL de tampao de
lavagem a coluna e esta foi centrifugada a 14000 rpm por 30 segundos. A solucao
coletada no tubo foi descartada. Foi realizada uma centrifugagcdo a 14000 rpm por 3
minutos para a retirada de quaisquer residuos do tampéao. O tubo coletor foi entdo
descartado e substituido por um micro tubo de capacidade de 1,5 mL. Em seguida,
foram adicionados ao centro da coluna 25 puL de tampéo de eluigdo e esta etapa
apresentou duracdo de 5 minutos a temperatura ambiente. Este material foi entdo
centrifugado a 14000 rpm por 2 minuto e 2 puL do DNA purificado foram submetidos a
uma corrida em gel de agarose 2 % para avaliacao da amostra purificada. Por fim,
este material foi armazenado a -20°C para posterior reacao de sequenciamento.

As bibliotecas foram preparadas com o kit Nextera XT DNA sample
Preparation (lllumina), seguindo o protocolo do fabricante. Na primeira etapa ocorre
simultaneamente a fragmentacdo do DNA em regides aleatérias e sua marcacao
com etiquetas (tags) especificas, que sdo sequencias terminais de 14 pb, através da
acao de um transposome (complexo transposon-transposase). Para isso, foram
adicionados 10 pL do tampao TD (Tagment DNA Buffer), 5 yL do produto de PCR
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purificado a 0,4 mg /uL e 5 yL de ATM (Amplicon Tagment Mix) em cada reacao e
em seguida foi incubada a 55°C por 5 minutos. Em seguida, foi adicionado 5 uL do
tampao NT (Neutralize Tagment Buffer) e a reagdo foi incubada a temperatura
ambiente por 5 minutos, para neutralizar a agao do transposome.

Na segunda etapa, o DNA fragmentado é enriquecido através de uma reagao
de PCR, que utiliza como iniciadores sequencias contendo uma regiao 3'
complementar as etiquetas (tags), além de uma sequencia identificadora
(indices/barcodes; i5 e i7) e ainda na regido 5' encontra-se uma sequencia chamada
de adaptador (P5 e P7), que sdo complementares aos adaptadores da etapa de
clusterizacao.

Para a reacdo de amplificacdo, foram adicionados 5 puL de cada um dos
indices (5 e i7) e 15 uL de NPM (Nextera PCR Master Mix) ao produto da
neutralizacdo. Em seguida a reacao foi submetida a uma ciclagem de 72°C por 3
minutos, 95°C por 30 segundos e 12 ciclos de 95°C por 10 segundos, 55°C por 30
segundos e 72°C por 30 segundos, além de uma extensao final de 72°C por 5
minutos no termociclador Veriti 96 well Thermal Cycler (Applied Biosystems).

A purificagdo das bibliotecas foi realizada utilizando microesferas magnéticas,
qgue além de purificar a biblioteca, também promovem uma seleg¢édo de tamanho dos
fragmentos, retirando fragmentos de tamanhos inadequados. Para isto, em uma
placa de 96 pocos foram adicionados 30 uL de AMPure XP (Agencourt Bioscience
Corporation) em cada reacdo, misturando-se até gerar uma solugdo homogénea.
Apds 5 minutos de incubacdo na temperatura ambiente, a placa foi colocada sobre
uma placa magnética por 2 minutos. Neste passo, as microesferas ligadas ao DNA
foram precipitadas na parede de cada poco da placa, permitindo a retirada do
sobrenadante. Em seguida, foram feitos dois processos de lavagem, adicionando
200 pL de etanol 80% (Merck) e retirando o sobrenadante, com posterior incubacao
de 15 minutos ainda sobre a placa magnética a temperatura ambiente para
evaporacao de resquicios de etanol. Apos a este processo as microesferas ligadas
ao DNA foram ressuspendidas em 32,5 yL de tampao RSB (Resuspension Buffer).
Em seguida, com a placa sobre a placa magnética, as microesferas foram
precipitadas na parede do poco liberando o DNA no tampao RSB. O produto final, a
biblioteca, foi analisado quanto a distribuicdo de tamanho dos fragmentos através de
eletroforese de 3 pL do produto final em gel de agarose 0,8%. Ao final, foi observado
o tamanho médio dos fragmentos da biblioteca, comparando com o marcador de
peso molecular e a biblioteca foi armazenada a -20°C.
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3.12.4. Quantificacao das bibliotecas

As bibliotecas foram quantificadas utilizando a técnica de quantificacao
absoluta por PCR em tempo real no sistema ECO (lllumina) com o kit KAPA Library
Quantification (KAPA Biosystems), seguindo o protocolo do fabricante. Inicialmente
as bibliotecas foram diluidas 10.000 vezes em solucéo 0,1%Tween20 + 10 mM Tris-
Hcl a pH 8,5. Foram utilizados seis padrdes fornecidos com quantificacoes
conhecidas (20 pM, 2 pM, 0,2 pM, 0,02 pM, 0,002 pM e 0,0002 pM), além de
controle negativo. Em cada reacao foram adicionados 6 pyL de Master Mix e 2 puL de
agua ultrapura e, ao final, foram adicionados 2 pL da biblioteca, ou padrdo de
concentracao ou solugéo de diluicdo para controle negativo. Todas as reacdes foram
realizadas em triplicatas e foram submetidas a seguinte ciclagem:

[- 12 etapa: 1 X 95°C por 5 min
- 22 etapa: 35X 95°C por 30 seg
< 60°C por 45 seg
- 32 etapa: 1 X 95°C por 15 seg
55°C por 15 seg
\_ 95°C por 15 seg

A concentracao das bibliotecas foi estimada através da equacao da reta f(x)=-

b In(x) + a, gerada a partir dos ciclos de quantificacdo (Cq) dos padrées, sendo 0 X
correspondente a média do Cqg de cada biblioteca. A concentracao final foi
normalizada pelo tamanho médio das bibliotecas, que foi observado na eletroforese,

e pela taxa de diluicdo de 10.000 vezes.

3.12.5. Analise in silico

Uma vez sequenciado as reads foram filtradas por qualidade como descrito
no item 3.5. As sequencias contidas nos arquivos FASTQ foram alinhadas ao
genoma humano utilizando o alinhador BWA (Li, 2013). O Variant calling e a

anotacao foram feitas como descrito acima.
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3.13. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS HISTOPATOLOGICOS E
EPIDEMIOLOGICOS

As andlises relacionando as alteracées moleculares com os dados clinicos
dos pacientes foram feitas utilizando o R. Para a constru¢do das curvas de Kaplan-
Meier bem como os testes de log rank e regressdo de Cox foi usado o pacote
survival. As correlagbes lineares, testes de Fisher, Kolmogorov-Smirnov, t, Wilcoxon
e Mann-Whitney foram feitos utilizando o pacote basico do R.

Para todas as analises utilizou-se p < 0,05 como critério para determinar

valores estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS
4.1. LEVANTAMENTO DE DADOS DOS PRONTUARIOS

Os dados clinico-patologicos e demograficos dos pacientes que fizeram parte
desse estudo foram obtidos no arquivo de prontuarios do INCA. A tabela 4.1 mostra
o resultado deste levantamento de dados contendo as variaveis consideradas
relevantes para o presente trabalho. Infelizmente muitos dados foram perdidos e

classificados como “Nao Disponivel” (ND).

Tabela 4.1 - Dados clinico-patolégicos dos pacientes com carcinoma epiderméide de esé6fago.

Pacientes Pacientes
RNA-seq Validagbes
Género
Homem 10 (71,4%) 41 (74,5%)
Mulher 4 (28,6%) 14 (25,5%)
Idade 60 (45-78) 59 (39-79)
Tabagismo
Sim 7 (50,0%) 16 (29,1%)
Nao 1 (7,1%) 1 (1,8%)
Ex 1(7,1%) 7 (12,7%)
ND 5(35,7%) 31 (56,4%)
Etilismo
Sim 5 (35,7%) 14 (25,5%)
Nao 1 (7,1%) 2 (3,6%)
Ex 2(14,3%) 8 (14,5%)
ND 6 (42,9%) 31 (56,4%)
Grau de
Diferenciagéo
Bem 1 (7,1%) 1(1,8%)
Moderadamente 8 (57’10/0) 36 (65,5°/o)
Pouco 5 (35 7%) 13 (35,7%)
Estadiamento
1e2 5(35,7%) 6 (10,9%)
3ed 5(35,7%) 24 (43,6%)
ND 4 (28,6%) 25 (45,5%)
Mediana da
, 11,8 (1,9 - 11,1 (0,2 —
sobrevida global em
41,7) 41,7)

meses (Min — Max)
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4.2. ANALISE DA QUALIDADE DAS LEITURAS

A etapa inicial da geragao de resultados a partir do sequenciamento de RNA
consistiu de uma andlise da qualidade por base sequenciada nas 36 bibliotecas
analisadas. A figura 4.1 mostra a comparacao das qualidades das leituras das
bases, antes e depois da aplicacdo do filtro de qualidade (Prinseq), em uma
biblioteca representativa. A distribuicdo das qualidades esta ilustrada em um grafico
em escala Phred que estima o erro no sequenciamento.

De um modo geral foi possivel avaliar que a maioria das reads teve boa
qualidade de sequenciamento ja que as distribuicoes ficaram acima de 20 na escala
Phred, que representa 1 erro a cada 100 bases sequenciadas, isto é, uma
quantidade de erro aceitavel para nao interferir com as analises futuras (Figura
4.1A).

@Wﬁw%ﬁﬁﬂﬁﬂ W

123456789 14-15 22-23 30-31 38-39 46-47 54-55 62-63 70-71 78-79 86-87 94-95 123456789 14-15 22-23 30-31 38-39 46-47 54-55 62-63 70-71 78-79 B86-87 94-95
Position in reat d (bp) Position in read (bp)

Figura 4.1 - Avaliacao de qualidade, na escala Phred, de uma biblioteca representativa antes

(A) e depois do uso do filtro de qualidade (Prinseq).

4.3. METRICAS DE LEITURA E DE MAPEAMENTO NO GENOMA

Apo6s a filtragem de qualidade, as reads foram alinhadas no genoma de
referéncia utilizando o programa TOPHAT2, que é um algoritmo capaz de
reconhecer jungdées exon-exon sendo, portanto ideal para remontar os transcritos
presentes nas bibliotecas. Em média cada biblioteca teve 87,57% das reads

mapeadas com um desvio-padrao de 5,06%.
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4.4. EXPRESSAO GENICA

A fim de determinar diferengas nas abundéancias dos RNAs mensageiros, nas
condicdes estudadas, foi utilizado o pacote DESeg2 no ambiente R/Bioconductor.
Das trés condicbes estudadas, duas comparacdes foram feitas, quais sejam, tumor
contra mucosa adjacente ao tumor (TxN) e mucosa adjacente ao tumor contra
mucosa de individuos sem doenca no eséfago (NxH).

A fim de ter um panorama de como as amostras se relacionavam entre si e se
estariam sujeitas ao batch effect foi feito uma analise de componente principal (PCA)
visto na figura 4.2. Nela podemos observar que as amostras se agrupam em funcéo
do laudo histopatoldgico (figura 4.2A) e ndo em funcdo do compartilhamento da
corrida de sequenciamento (figura 4.2B). Além disso, podemos observar que a
mucosa adjacente ao tumor e mucosa sadia sdo muito mais parecidas entre si e
bem diferentes dos tumores. O espalhamento dos tumores no grafico denota uma
pronunciada heterogeneidade tumoral.
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Figura 4.2 — Andlise de componente principal mostrando a distribuicao das amostras de
acordo com suas maiores diferencas. PC1 corresponde a 20% da variancia e PC2 6%.
Vermelho — amostras tumorais, Laranja — mucosa adjacente ao Tumor, Verde — mucosa de

individuos sem doenca no esé6fago, Preto — batch 1, Roxo — batch 2 e Azul — batch 3.

Para a comparagdo NxH foram classificados como diferencialmente
expressos 522 RNAm. A tabela 4.2 mostra os cinco RNAm anotados mais expressos
na mucosa adjacente ao tumor e 0s cinco mais expressos na mucosa de individuos

sadios.
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Tabela 4.2 - Lista dos 5 genes mais sobre-expressos e dos 5 mais sub-expressos em NxH

p
Ensembl_ID logoFoldChange  ajustad Simbolo

(o)

Sobre-expressos

ENSGO§2001750 5.99 1,2)9(10‘ DES
ENSG088001259 4.48 1,9)2110‘ BPIFBI
ENSGO?;)OOI&O 4.16 2,3)3(10‘ ACTG?
ENSGO§8001880 412 2,4)6(10‘ PLA2GAE
ENSGOg8002151 3.96 3,8)2(10‘ MUCSAC
Sub-expressos
ENSG000002387 -3,18 5,0)5;10‘ SCARNA7
ENSGOA(L)%)OO 1257 -3,06 2,0)3; 10° FOSB
ENSGOA(L)(())OOI736 -2,96 4,5)2410' TASIRI
ENSGO?)%)OOI602 -2,94 2,3)3(10' CBS
ENSGO(())(())OO2422 -2,53 1,2)2410' PEGI0
65

A interpretagdo de um numero extenso de genes alterados representa uma
grande barreira para as etapas seguintes a experimentos de larga escala como o
RNA-seq. Com o intuito de facilitar a compreensao das listas e atribuir um sentido
biolégico aos dados obtidos foi realizada uma analise de enriquecimento de grupos
génicos (GSEA, do inglés, Gene set enrichment analysis).

A GSEA pode ser entendida da seguinte forma: dos pouco mais de 30.000
genes anotados no genoma humano, 10% desses estdo envolvidos em uma mesma
via hipotética. Dito isto, em uma lista de 2.000 genes proveniente de um experimento
em larga escala como o RNA-seq, € esperado ao acaso que 200 genes dessa lista
estejam envolvidos nessa via. Contudo, se ao invés de 200 genes forem observados
600 genes pertencentes a essa via diz-se que esta via esta enriquecida ou sobre-
representada.

Como ja mencionado na sec¢éo 3.9, para o presente trabalho foram utilizados
dois bancos de anotacdo de relacdo génica, o Gene Ontology (GO) e o Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). Na lista de GDE da comparacao NxH
nenhuma via do KEGG foi identificada como enriquecida utilizando como critério um
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valor de p menor que 0,001. Porém, utilizando o banco de anotacdao GO, foram
encontrados 29 processos biolégicos enriquecidos e apds o resumo feito pelo
REVIGO restaram 13 processos que estdo descritos na tabela 4.3. REVIGO é uma
sigla para a ferramenta online chamada Reduce plus Visualize Gene Ontology. Esta
ferramenta permite o resumo dos processos enriquecidos no GO através da retirada
de processos redundantes como, por exemplo, se 0 enriqguecimento mostrar cell
adhesion e negative regulation of cell adhesion apenas a primeira sera mostrada
pelo REVIGO ja que a segunda esta incluida na primeira.

Tabela 4.3 - Processos bioldgicos enriquecidos com anotacdao do GO, resumidos pelo REVIGO,
dentre os GDE de NxH.

Termo no GO p-ajustado N*de genes
observados
single-multicellular organism process 2,99x106 103
immune response 1,79x10% 35
regulation of leukocyte chemotaxis 2,12x10° 7
ear development 3,47x10° 11
leukocyte proliferation 3,74x10° 12
cell adhesion 8,36x10° 28
positive regulation of defense response 2,09x10+ 12
embryonic organ morphogenesis 3,91x10+ 9
cellular component movement 4,54x10+ 35
L-cysteine catabolic process 4,88x10+ 2
negative regulation of interleukin-6 secretion 4,88x10 2
regulation of dendritic cell dendrite assembly 4,88x10+ 2
negative regulation of monocyte differentiation 9,68x10+ 2

Os processos biolégicos que se destacam na comparagdao NxH estdo em sua
maioria ligados a resposta inflamatéria, demonstrando mais uma vez a importancia
deste processo para a carcinogénese esofagica. Assim, podemos observar que das
13 vias identificadas pelo REVIGO, oito (61%) estavam diretamente ou
indiretamente ligadas a processos inflamatérios (immune response, regulation of
leukocyte chemotaxis, leukocyte proliferation, positive regulation of defense

response, cellular component movement, negative regulation of interleukin-6
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secretion, regulation of dendritic cell dendrite assembly e negative regulation of
monocyte differentiation), conforme demonstrado na tabela 4.3.

Na comparacdo TxN foram classificados como diferencialmente expressos
9.886 RNAm. A estratégia empregada pelo DESeq2 para testar a igualdade entre os
dois grupos, normal adjacente e tumor, € sensivel a outliers e, portanto, esses
devem ser eliminados conforme descrito recentemente por Love, Huber e Anders
(2014). Desta forma, para ser incluido na nova analise, um transcrito foi considerado
diferencialmente expresso quando sua abundancia no tumor foi maior que o dobro
ou menor que a metade em relagdo a sua abundancia na mucosa adjacente em pelo
menos 75% das amostras. Sendo assim, apds o uso desse critério de selecao,

foram classificados 1.226 RNAm como mostra a figura 4.3.

7000 - RNA-m por percentual de Amostras

6000 -
5000 -
4000 -
3000 -

2000 -

RNA-m Diferencialmente Expressos

1000 -

238

10% 20% 30%  40% 50% 60% 70% 75%  80% 90%  100%

Percentual de Amostras com |logFC |> 1

Figura 4.3 — Selecdao dos GDE baseada no percentual de pares de amostras que apresentaram
[logFC| maior que 1. .
A tabela 4.4 mostra os 5 RNAmM mais sobre-expressos e 0os 5 mais sub-

expressos encontrados nessa analise.
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Tabela 4.4 - Lista dos 5 genes mais sobre-expressos e dos 5 mais sub-expressos em TxN.

Ensembl_ID log2FoldChange P ajustado Simbolo
Sobre-expressos
ENSG00000139800 8,49 2,3x1017 ZIC5
ENSG00000128714 8,47 3,0x1021 HOXD13
ENSG00000173157 7,89 4,7x10713 ADAMTS20
ENSG00000149968 7,79 1,4x1043 MMP3
ENSG00000185686 7,71 3,7x10% PRAME
Sub-expressos

ENSG00000188257 -5,46 3,8x1016 PLA2G2A
ENSG00000261127 -4,95 2,2x1012 LOC390705
ENSG00000096006 -4,92 1,7x1015 CRISP3
ENSG00000168631 -4,52 1,7x1014 DPCR1
ENSG00000170477 -4,46 1,3x1018 KRT4

GSEA desta lista revelou um grande niumero de vias enriquecidas em ambos

0s bancos. As tabelas 4.5 e 4.6 mostram as 10 processos com menor valor de p
ajustado no GO (com pébs-andlise pelo REVIGO) e 30 vias no KEGG,

respectivamente.

Tabela 4.5 - Processos bioldgicos enriquecidos com anotacdo do GO (com pds-analise pelo

REVIGO) dentre os GDE de TxN.

Termo no GO p-ajustado  N°de genes observados
collagen catabolic process 1,1 x10°16 30
cell adhesion 1,7 x10°16 64
response to external stimulus 1,2 x10°13 191
extracellular matrix organization 4,3x107° 49
Ossification 5,2x10™ 53
Chemotaxis 7,9 x10-1 63
cell-cell signaling 4,0 x10° 117
Locomotion 1,3 x108 46
regulation of biological quality 3,8x108 258
positive regulation of cell proliferation 1,8 x107 86
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Tabela 4.6 - Vias enriquecidas com anotacdo do KEGG dentre os GDEs de TxN.

Nome da Via p-ajustado N°de genes observados
Cytokine-cytokine receptor interaction 1,6x10°14 142
ECM:-receptor interaction 9,4x1014 60
Cell adhesion molecules (CAMs) 3,8x10°13 82
Amoebiasis 1,1x10" 67
Focal adhesion 3,8x10" 107
Neuroactive ligand-receptor interaction 5,7x107° 130
Leukocyte transendothelial migration 1,4x106 61
Chemokine signaling pathway 6,9x106 88
Glycosaminoglycan biosynthesis - chondroitin sulfate  1,2x10 17
Malaria 1,4x10° 31
Protein digestion and absorption 1,4x10° 44
Calcium signaling pathway 1,8x10° 82
Dilated cardiomyopathy 2,9x10° 47
Complement and coagulation cascades 3,6x10° 38
Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy 4,1x10°% 40
Rheumatoid arthritis 4,2x10° 47
Axon guidance 4,9x10°% 62
Staphylococcus aureus infection 1,1x10+4 31
Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) 1,9x10+4 42
Vascular smooth muscle contraction 4,1x104 54
Pathways in cancer 5,56x104 130
Salivary secretion 5,9x104 43
Osteoclast differentiation 6,0x10* 58
TGF-beta signaling pathway 6,0x10 41
Tight junction 8,2x10* 59
Regulation of actin cytoskeleton 1,2x10°® 88
Leishmaniasis 1,6x108 35
Hematopoietic cell lineage 1,9x108 41

Gap junction 6,1x103 40




Novamente grande parte das vias enriquecidas estava relacionada a
processos inflamatorios. Além disso, uma andlise feita no STRING aponta o gene

IL8 como um gene central nas interagdes proteicas na lista de genes TxN (Figura
4.4).
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Figura 4.4 — Analise de interacao proteina-proteina realizada no STRING. A seta indica IL8 como
central nas intera¢des proteicas.
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A luz desses dados o gene IL8 foi validado por PCRq em um grupo

independente de amostras e sua expressao relativa € mostrada na figura 4.5.
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Figura 4.5 - Validacdao do gene /L8 em 28 amostras independentes por PCRq. Comparacao

entre a expressao no tumor e mucosa normal adjacente mostrando maior expressao no tumor
(*p < 0,00001).
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Por se tratar da comparacao do tumor com o tecido normal adjacente a via

“Pathways in cancer’ foi explorada mais a fundo e é detalhada na figura 4.6.
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Figura 4.6 - Detalhamento da via enriquecida “Pathways in cancer” do KEGG a partir da
comparacao TxN (caixas em vermelho - genes mais expressos no tumor; caixas em branco -
genes nao classificados com GDE; caixas em azul - genes mais expressos ha mucosa
adjacente ao tumor.

Uma andlise com os genes que foram encontrados diferencialmente
expressos tanto na comparacdo NxH quanto na comparacdo TxN foi feita. A
intersecao entre as listas foi composta de 125 genes, compondo 4 possiveis perfis,
ilustrados na Figura 4.7, quais sejam: perfil 1, aqueles genes que apresentaram
expressdao aumentada no tecido adjacente em relagédo a mucosa sadia, assim como
no tecido tumoral em relagédo ao tecido adjacente e a mucosa sadia; perfil 2, aqueles
genes que apresentaram expressdao aumentada no tecido adjacente em relagao a
mucosa sadia, entretanto menor expressao no tecido tumoral em relacdo ao tecido
adjacente; perfil 3, aqueles genes que apresentam expressdo diminuida no tecido
adjacente em relagdo a mucosa sadia, por outro lado apresentam aumento de
expressao no tecido tumoral em relagdo a mucosa adjacente e perfil 4, aqueles
genes que apresentam expressdo diminuida no tecido adjacente em relagdo a

mucosa sadia, assim como no tecido tumoral em relagéo ao tecido adjacente.
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Figura 4.7 — Grafico de expressao hipotética representando os quatro perfis de expressao
entre os diferentes tecidos analisados: saudavel, adjacente ao tumor e CEE.

Dos 125 genes encontrados na intersecdo entre as listas de GDE na
comparacao NxH e TxN, 94 se enquadravam no perfil 1, apenas um no perfil 2, trés
genes no perfil 3 e 27 pertenciam ao perfil 4. Alguns genes em cada perfil foram
destacados na tabela 4.7.

Tabela 4.7 - Genes correspondentes a cada um dos perfis de expressdo encontrados na
intersecao das comparacoes NxH e TxN.

Gene Perfil logFC no NxH logFC no TxN
FBP4 1 3,0 4,6
MCAM 1 2,3 2,7
SLC2A6 1 2,0 2,7
NEK6 1 1,1 2,3
PLA2G2A 2 2,9 -5,5
WNK2 3 -1,3 3,1
BST1 3 -1,4 2,5
CBS 3 -2,9 6,8
IL12A 4 -1,4 -2,4
NOG 4 -1,8 -1,8
PARD6B 4 -1,2 -1,2
LPAR4 4 -1,4 -1,2
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O aumento na expressao de ligantes da via de WNT e genes FZD, bem como
a diminuicdo na expressao de MAPK3 (ERKT1) (figura 4.6) e o aumento de WNK2
(tabela 4.7) alem da constatacdo de que WNK2 e MAPK3 se correlacionavam

negativamente (figura 4.8) nos levou a um aprofundamento da via de WNT.
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Figura 4.8 — Correlacao inversa entre a expressao génica de WNK2 e MAPK3 (ERK1) .
Os genes WNK2 e MAPK3 foram selecionados para validagéao por PCRq. A
figura 4.9 traz a expressdao do MAPK3 no grupo de amostras de validagao.

Infelizmente o gene WNK2 nao foi possivel avaliar por esta técnica.
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Figura 4.9 - Validacao do gene MAPK3 em 28 amostras independentes por PCRq. (A): Diagrama
de Tukey mostrando a diferenca de expressao entre o tumor e normal adjacente. (B): Dot plot

mostrando a mesma comparacao par a par. (p = 0,002)
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Dos 224 genes anotados para via de WNT, 84 se mostraram diferencialmente
expressos em TxN e estdo descritos na tabela 4.8.

Tabela 4.8 - Genes diferencialmente expressos na analise TxN que fazem parte da via de WNT.

Gene da via de WNT Valor ajustado de p logFC
LGR5 5,5x10-19 7,5
WNT2 1,2x109 6,3
SOX1 8,7x10°° 53
SALL1 1,3x10-16 5,0
SOST 1,3x107 4,9
GPC6 1,8x10°16 4,0
ROR2 7,4x1022 4.0
SFRP4 2,0x10% 3,9
NKD2 2,6x101° 3,8
MAP1B 3,5x1020 3,7
PRKCG 2,2x103 3,7
MMP7 1,4x104 3,7
PAX2 2,9x102 3,7
CXXC4 1,0x107 3,5
SDC2 3,2x10°17 3,5
RSPO3 1,6x106 3,4
PLCB4 4,4x1013 3,2
FzD2 8,3x102% 3,2
BAMBI 1,5x1015 3,2
NFATC1 1,5x1025 3,1
DLG2 1,9x10710 -2,9
SFRP5 8,5x1073 2,8
PRKD1 7,4x10-12 2,8
PLCB1 1,9x10-10 2,7
DAB2 2,1x10%3 2,6
PRICKLE1 6,0x1013 2,5
RUNX2 7,6x10713 2,5
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RSPO2 1,4x10? 2,4
GPC4 3,2x101" 2,3
WNT8B 5,0x103 2,1

ROR1 1,7x108 -2,1
WNT16 1,1x108 2,0
TCF7LA1 6,8x1014 2,0
GPC3 1,9x10710 2,0
NFATC4 4,6x10710 2,0
FzD8 6,1x10°10 1,9
RAC2 6,2x1014 1,9
GPC2 6,5x107 1,8
PRKCA 7,2x101% 1,7
MAPK3 4,7x1014 17
SOX17 9,4x107 1,7
CRYBB2 1,2x1072 1,7
DAAMZ2 3,2x10° 1,7
TCF4 2,6x10°10 1,7
WNT3A 4,7x10 1,7
WNTT11 3,0x108 1,6
PRKCQ 1,9x105 1,6
ARRB2 4,0x10-28 1,6
MAGI3 1,2x10°14 -1,6
WNT6 9,1x10# 1,6
RSPO4 2,9x102 1,6
PORCN 1,8x106 -1,6
CcDC25C 1,3x10°17 1,6
CTNNBIP1 2,1x1012 -1,6
DKK1 1,5x102 -1,6
MAPK10 2,5x10% 1,5
CDK1 5,6x1017 1,5
AXIN2 7,5x10°% 1,5
SFRP2 6,4x103 1,4




FZD7 3,3x10° 1,4
LEF1 1,8x10°3 1,4
FZD6 2,4x10°18 1,4
LRP5 4,0x101 1,3
PYGO1 3,3x1073 1,3
FZD3 6,3x10° 1,3
TCF3 1,3x10°14 1,3
LRP6 3,5x1012 1,3
RSPO1 4,8x10%2 1,3
FZD4 2,1x10° 1,3
WNT7A 4,0x102 1,3
FOSL1 2,9x104 1,3
FZD9 2,4x10° 1,3
HIPK2 2,3x10° -1,3
CCND2 3,9x10°3 1,3
RHOC 3,4x10°11 1,2
FBXW11 4,6x10°10 1,2
FHL2 4,4x10° 1,2
WNT7B 2,9x107 1,2
WNT10B 1,2x102 1,1
NKD1 8,5x10 1,1
RUVBL1 7,1x1015 1,1
DAAM1 7,7x107 -1,1
CAMK2A 4,7x10°2 1,1
RHOA 1,0x10°15 1,1

Um panorama de como esses genes estdo distribuidos na via de WNT

anotada no banco KEGG pode ser visto na figura 4.10.
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Figura 4.10 - Detalhamento dos GDE presentes na via de WNT (KEGG) (caixas em vermelho -
genes mais expressos no tumor; caixas em branco - genes nao classificados com GDE; caixas

em azul - genes mais expressos ha mucosa adjacente ao tumor).

Os tumores foram divididos entre alta e baixa expressao utilizando a mediana
da expressao de cada um dos 84 GDE da via de WNT como ponto de corte. A partir
dessa classificagao o valor prognéstico desse conjunto de genes foi testado. Apenas
sete genes apresentaram alguma associagdo com a sobrevida global dos pacientes,
quais sejam FZD6, PRKCQ, RSPO1, RHOC, WNT16, WNT7B e WNT10B (figura
4.11).
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Figura 4.11 - Curvas de Kaplan-Meier referentes a sobrevida global dos pacientes, em funcao

da expressao de genes associados a via de WNT. HR: Hazard Ratio bruta.
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Uma segunda etapa na investigacao do valor prognostico de um marcador
molecular é a determinacao de independéncia de preditores conhecidos de desfecho
como a idade e o estadiamento do tumor. Contudo, nao foi possivel a obtencédo do
estadiamento de quatro pacientes, como anteriormente mencionado na tabela 4.1.
Desta forma a regressdo de Cox foi realizada simulando os 16 arranjos possiveis
para os estadiamentos nao disponiveis. A tabela 4.9 resume o resultado dessas

simulagodes.

Tabela 4.9 — Regressdo de Cox a partir das simulagdes de possiveis cenarios para os casos

com o estadiamento nao informado.

N2 de cenarios onde

o valor prognéstico Amplitude dos Amplitude dos HRs
Gene do gene foi valores de p ajustados
dependente do encontrados encontrados

estadiamento

WNT10B 9/16 0,01 -0,07 0,12-0,32
RHOC 8/16 0,009 - 0,08 3,2 - 23,1
RSPO1 1/16 0,03 - 0,05 0,16 - 0,19

FzDé ND ND ND
WNT16 1/16 0,01 - 0,06 0,09 - 0,26

PRKCQ 0/16 0,009 - 0,01 0,098 - 0,11

WNT7B 0/16 0,009 - 0,02 53-19,3

ND - Parametros impossiveis de calcular com a metodologia empregada. HR: Hazard Ratio

Os genes WNT10B, RHOC e RSPO1 foram descartados das proximas etapas
de analise devido a probabilidade de seus valores prognoésticos ndao serem
independentes do estadiamento (tabela 4.9). Por outro lado, os genes PRKCQ e
WNT7B foram selecionados para serem validados em um grupo diferente de
amostras ja que em qualquer cenario possivel eles manteriam seus valores
prognésticos. O gene FZD6 foi mantido para as préximas etapas apesar da
impossibilidade de calcular sua HR ajustada uma vez que ele apresentou a maior
distancia entre as curvas de sobrevida.

O gene WNT16 seria descartado assim como RSPOT1, entretanto por ser um
ligante da via WNT, como o gene WNT7B, e por ter apresentado uma relacéo entre
o desfecho e a sua expressao génica contraria aquela vista no WNT7B, somado a

constatacao de que a expressao desses dois genes se correlacionavam de maneira
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inversa (Figura 4.12A) e ainda WNT16 se correlacionava positivamente com a
expressao de MAPK10 (JNK) (Figura 4.12B) levou a formulagdo da hipétese de
ativagdo diferencial da via de WNT, que sera melhor discutida na proxima segéo.
Portanto WNT16 foi mantido nas futuras analises.
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Figura 4.12 - Correlacao inversa entre a expressao génica de WNT16 e WNT7B (A). Correlacdo
positiva entre a expressao de WNT16 e MAPK10 (JNK) (B).
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Conforme dito anteriormente, os genes WNT16, WNT7B, PRKCQ e FZD6
foram selecionados para validacdo em um grupo de amostras independentes (28
pares de amostras, mucosa adjacente ao tumor e tecido tumoral).

Apés selecao dos genes citados anteriormente, foi feita a reacao de PCRg em
28 pares de amostras de CEE e mucosa adjacente ao tumor para avaliacdo do
gene WNT7B. Tanto a maior expressao de WNT7B no tumor como seu valor
prognéstico foram validados como mostra a figura 4.13.
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Figura 4.13. Validacdo do gene WNT7B em 28 amostras independentes por PCRq. (A)
Comparacao entre a expressdao no tumor e mucosa normal adjacente mostrando maior
expressao no tumor (p = 0,0002). (B) Sobrevida global dos pacientes baseada na expressao de
WNT7B pelo tumor com HR ajustado de 4,32 (1,08 - 17,24).

A validacdo do gene FZD6 esta descrita na figura 4.14 e embora 0 aumento

da expressdo deste gene no tumor em relagdo a mucosa adjacente tenha sido

confirmado, o seu valor progndstico ndao se confirmou.
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Figura 4.14. Validacao do gene FZD6 em 28 amostras independentes por PCRq. (A)
Comparacao entre a expressdao no tumor e mucosa normal adjacente mostrando maior
expressao no tumor (*p < 0,0001). (B) Sobrevida global dos pacientes baseada na expressao de
FZD6 pelo tumor com HR ajustado de 0,83 (0,28 - 2,48).

Os genes PRKCQ, WNT16 foram testados por PCRgq mas as reagdes néo

funcionaram em nenhuma tentativa adotada.
4.5. ANALISE DAS SNVs (single nucleotide variants)

Primeiramente foram encontradas 21.079 SNVs nos 14 tumores

sequenciados. Essas SNVs apresentaram o perfil descrito na figura 4.15.
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Figura 4.15 — Grafico de setores mostrando o perfil de alteracées encontradas nos transcritos
expressos pelo tumor (A). Grafico de setores mostrando a distribuicdo das alteragdes
encontradas nos transcritos expressos pelo tumor de acordo com a regiao génica, apos a
retirada das alteracées do tipo AT:GC e InDels (B). Graficos em dot plot mostrando a
expressao diferencial dos genes que codificam enzimas que editam RNAm (C).

Considerando apenas as alteracdes em regides exdnicas e sendo retiradas as
alteragdes do tipo AT:GC e InDels a mediana das SNVs ao longo dos tumores foi de
65 variando de 33 a 199. As alteracdes do tipo AT:GC foram desconsideradas pois
ha uma grande probabilidade de serem proveniente de edicao no RNAm feitas por
enzimas da familia ADAR (Adenosine Deaminases acting on RNA) que estao super-
expressas no tumor (figura 15C).

Os genes mais frequentemente mutados dentre os tumores estédo
representados na figura 4.5.2, com destaque para o gene TP53 (78,6%) € o
LOC389831 (42,9%). Os outros genes mutados ndo atingiram uma frequéncia maior

que 20% chegando a 883 genes mutados.
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Figura 4.16 — Grafico em barras mostrando a freqiiéncia dos genes mais mutados dentre as
amostras de CEE, apos a retirada das alteracoes do tipo AT:GC e InDels.

O gene TP53 foi sequenciado em um conjunto independente de 42 tumores
de eséfago onde 29 (69,0%) apresentaram mutacdo neste gene endossando a
frequéncia encontrada no RNA-seq (p=0,51). No total foram encontradas 39
mutacdes em sua maioria levando a troca de aminoacido. Vale ressaltar que foram
encontradas 10 mutagbes em introns, mas todo paciente com mutagdo em um intron
também apresentava mutacdo em algum éxon. A figura 4.17 ilustra o perfil
mutacional, em que a maioria das mutagdes foi de AT>GC (32%), bem como a
proporcdo de cada consequéncia das mutagbes, em que 60% representam
mutacdes com troca de aminoacidos.

Perfil Mutacional

InDel AT>CG R . -
W 2% B Consequéncia da Mutagao

GC>AT (CpG)
17%

Figura 4.17 — Grafico de setores ilustrando o perfil mutacional (A) bem como a proporcao de
cada consequéncia das mutacoes (B) no gene TP53 analisadas por NGS em 42 tumores.
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Como pode ser visto na figura 4.18 os éxons 5 a 8 somam mais de 90% das
mutacdes com impacto na proteina. E importante ressaltar que nao foi encontrada

mutacao nos exons 1, 2, 3 e 9 apesar de terem sido sequenciados .
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Figura 4.18 — Grafico em barras mostrando a frequéncia de mutacdes encontradas por exon do
gene TP53.
Uma investigacdo acerca da associacdo do status mutacional do gene TP53

com caracteristicas clinico-patolégicas foi realizada e nenhuma caracteristica
apresentou significAncia. Estas caracteristicas foram: sobrevida global (p = 0,66),
estadiamento do tumor (p = 0,39), grau de diferenciacdo do tumor (p = 1,00) e

presenca de metastase linfonodal ou a distancia (p = 0,07).

4.6. ANALISE DE TRANSCRITOS QUIMERICOS

A busca por transcritos quiméricos que poderiam revelar fusdes génicas
mostrou que dentre os 14 tumores avaliados apenas sete apresentavam algum
evento fusional totalizando 21 eventos fusionais. Vale ressaltar que nenhum
transcrito quimérico foi encontrado em mais de um tumor como pode ser visto na
tabela 4.10.
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Tabela 4.10 — Anadlise de fusao génica. A tabela mostra os 21 transcritos quiméricos

encontrados nos tumores usando o software FusionMap.

ID_amostra Cobertura Cr:nr:\lglsvsiggnsos Transcrito fundidos
sit 8 chrX-chr17 PLS3->IKZF3
sit 6 chrX-chr6 SLC25A43->IMPG1
s2t 14 chr5-chr5 CCDC127->AHRR
st 4 chr12-chr12 RAB3IP->CCT2
st 13 chr14-chr14 HNRNPC->CHD8
st 3 chr17-chr17 POLR2A->NLGN2
st 25 chr2-chr2 NDUFA10->MYEQV?2
st 5 chr3-chr3 MAP4->SPINK8
st 19 chr3-chr3 MAP4->SPINK8
st 37 chr3-chr3 FLNB->SLMAP
s4t 42 chr7-chr7 ZNF3->TAF6
s7t 24 chr17-chr17 SPAG9->CA10
s13t 4 chr5-chrb NDUFAF2->ZSWIM6
s14t 5 chr10-chr10 SGMS1->CACNB2
s14t 5 chr10-chr17 CTBP2->EFCAB5
s14t 6 chr11-chr4 LOC100133315->DEFB131
s14t 18 chr8-chr13 YWHAZ->DACH1
s14t 5 chr14-chri17 TRAF3->CDK12
s14t 44 chr9-chr9 PHF2->C90rf102
s15t 21 chri-chri CTTNBP2NL->ST7L
s15t 22 chr8-chr8 SFRP1->SLC20A2

Uma vez que metade da amostra estava livre de eventos fusionais algumas
caracteristicas foram testadas para verificar quais estariam associadas a esse
fenbmeno. Primeiramente foi testado o valor prognostico da presenca das fusdes e
verificou-se que as curvas de sobrevida praticamente se sobrepunham (p = 0,55).
Além disso, também foi refutada a ideia de que os eventos fusionais poderiam estar
associados ao estadiamento do tumor (p = 0,17).

Um possivel processo capaz de originar fusdes génicas sdo os problemas no
mecanismo de reparo de quebras no DNA, principalmente Non-homologous End
joining (NHEJ). A partir do RNA-seq foram testados 14 genes que compde esse
mecanismo de reparo. Os genes testados foram: XRCC4 (p = 0,93), XRCC5 (p =
0,63), XRCC6 (p = 0,77), PRKDC (p = 0,99), LIG4 (p = 0,38), NHEJ1 (0,90),
DCLRE1C (p = 0,42), POLM (p = 0,62), POLL (p = 0,88), PNKP (p = 0,15), APTX (p
= 0,19), APLF (p = 0,16), ATM (p = 0,67) e ATR (0,03). O Unico com valor

estatisticamente significativo foi o ATR, que esté ilustrado na figura 4.6.1.
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Figura 4.19 - Comparacao entre a expressao genica do gene ATR mostrando maior expressao
desse gene em amostras tumorais que apresentaram fusido comparadas as que nhéo

apresentaram fusao (*p = 0,03).
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho foram avaliados alteracées quantitativas (abundancia) e
qualitativas (sequéncia) do RNAm de 14 pares de amostras de CEE em comparacao
a mucosa adjacente ao tumor além de oito mucosas de es6fago de individuos sem
cancer através da técnica de RNA-seq. Quanto as alteracdes nos niveis de
expressdao dos RNAm, foi mostrado que quase 7.000 genes foram considerados
diferencialmente expressos, mas apenas 1.226 genes apresentavam consistente
variagdo em pelo menos 75% dos tumores em relagdo a mucosa adjacente. A
analise referente as mutagdes presentes nos transcritos revelou que em média havia
50 mutacdes por tumor variando de 20 a 120 mutacdes, sendo TP53 o gene mais
frequentemente mutado (em 78% das amostras) seguido por LOC389831 (com 40%
das amostras mutadas) enquanto os demais genes mutados foram frequentes em
20% ou menos das amostras de CEE avaliadas. Também foi investigada a presenca
de transcritos quiméricos e foi visto um total de 21 fusdes distribuidas em sete
tumores sem que nenhuma fusao fosse encontrada em mais de um tumor.

Uma das métricas mais comumente utilizadas para se avaliar a qualidade
dos dados gerados por sequenciamento é a atribuicdo de um indice Q (Q score) a
cada base sequenciada. Os indices de qualidade medem a probabilidade que uma
base é chamada (base calling) incorretamente e sua pontuagédo de qualidade é feita
através de um algoritmo Phred-like, semelhante ao desenvolvido originalmente para
os dados de sequenciamento utilizando a plataforma Sanger. Pontuacdes baixas de
Q podem levar a uma baixa acuracia das sequéncias, resultando em determinacao
de variantes incorretas, conclusdes errbneas e custos mais elevados nos
experimentos de validagéo.

Nesse trabalho, o sequenciamento utilizando a plataforma lllumina HiSeq

2500 gerou reads com a grande maioria das bases com uma pontuacao maior ou
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igual a Q30, o que significa um erro a cada 1000 bases sequenciadas. Este nivel de
precisao € ideal para uma variedade de aplicagdes, incluindo estudos por RNA-Seq
assim como sugere a nota técnica (Technote Q-score) da lllumina. Os artigos
mencionados na secao 1.5 desta tese, que também avaliaram CEE por RNA-seq,
omitem em suas metodologias o filtro de qualidade aplicado, mas alguns citam o
programa utilzado, desta forma assumimos que o corte usado para o filtro de
qualidade foi o padrao dos programas que é de 20 na escala Phred. Também foi
possivel observar que, em geral, houve uma queda nos valores de qualidade na
porcdo 3’ das reads, um viés da plataforma de sequenciamento utilizada, fato que
pode ser atribuido ao decaimento da fluorescéncia apds 50 ciclos devido ao
aumento no tamanho da sequéncia, como ja discutido por Liu e colaboradores
(2012).

Apb6s o rigoroso controle de qualidade, cerca de 80% do total de reads
geradas foram mapeadas corretamente no genoma de referéncia. Esta porcentagem
€ superior aquelas encontradas em outros trabalhos acima citados que obtiveram
uma taxa de mapeamento de 60 a 75% das reads (Ma et al, 2012, Tong et al, 2012 e
Jiang et al, 2014). Algumas razbes podem ser responsaveis pelos néao
mapeamentos de uma read no genoma de referéncia, por exemplo, se a read em
questao apresentar mais de 2 erros de pareamento em relagdo a sequencia de
referéncia ou se a read for mapeada em mais de uma regido gendémica (Kim et al,
2012).

Dentre os genes mais expressos na mucosa adjacente em relacdo a mucosa
de individuos sadios ha a predominéancia de genes ligados direta ou indiretamente
ao processo inflamatoério, denotando a importancia deste hallmark do cancer
(Hanahan e Weinberg, 2011) para o desenvolvimento do carcinoma epiderméide de
es6fago. Abaixo serdo discutidos os genes mais alterados observados nesta analise.

O gene DES (desmina) é um conhecido marcador de transicao epitélio-

mesénquima e ja foi demonstrado que células de linhagem de cancer de pulmao
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aumentam a expressdo de desmina quando desafiadas com TGF-[1 (Chen et al.,
2013). Assim como a desmina o gene ACTGZ2 também é um alvo de TGF-[J
(Untergrasser et al., 2005) e também foi implicado na transicéao epitélio-mesénquima
em carcinoma hepatocelular (Benzoubir et al., 2015).

A proteina produzida pelo gene BIPFB1 foi encontrado mais abundante em
escarro de individuos com doenca pulmunar obstrutiva crénica (uma doenga com
forte componente inflamatério) em relacdo ao escarro de fumantes assintomaticos
(Titz et al., 2015). Além disso, Yang e colaboradores (2013) mostraram que a
superexpressdao do gene BIPFB1 em linhagens celulares de carcinoma nasal
diminuiu o crescimento celular, bloqueou a evolu¢do do ciclo celular e tornou-as
menos tumorigénicas em camundongos através da inibicao da via de MAP quinase.

O gene PLA2G4E é da familia das Fosfolipases A2 que esta envolvido na
producdo do acido araquidénico que é um precursor de eicosanoides, como a
prostaglandina E2, fundamentais para a resposta inflamatéria. Uma mutacado que
levou a perda de fungdo da proteina codificada por PLA2G4E foi implicado com
melhor progndstico de pacientes com céancer oral apds o tratamento (Biswas et al.,
2014).

A expressao do RNAm de MUC5AC esta aumentada em epitélio respiratério
desafiado por fuligem seja na forma de p6 de carvao ou fumaca de cigarro (Kania et
al, 2014 e Haswell et al, 2010). Além disso, este gene também foi encontrado super
expresso no esbéfago de Barrett (Arul et al, 2000). Sendo assim, 0 MUC5AC poderia
ter um efeito protetor sobre a mucosa esofagica contra a irritacao provocada pelo
cigarro ou pelo refluxo gastrico.

No que se refere aos genes menos expressos na mucosa adjacente em
relagdo a mucosa sadia, 0 gene SCARNA? foi o de menor logFC. Este gene produz
um RNA nao codificante que junto com a proteina fibrilarina sédo responséaveis pela
metilacdo do RNA ribossémico, que é uma modificacdo essencial para sua funcao.
O SCARNA?Y ja foi descrito como aumentado em tumores de mama murinos e
humanos (Su et al, 2014).

O FOSB é um membro da familia dos fatores de transcricio AP1 e esta
relacionado com diferenciacéo da epiderme (Eckert et al, 2013). Ja foi demonstrado
que o pH acido é capaz de diminuir a expressao de FOSB em linhagem imortalizada
de células do epitélio esofagico (Duggan et al, 2006).

Cistationa-beta-sintase € uma enzima codificada pelo gene CBS, que participa
do ciclo de transmetilacdo e da sintese de cisteina. Durante a conversdo de
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homocisteina em cisteina a cistationa-beta-sintase produz H2S que ja foi descrito
como responsavel pelo aumento da proliferagdo celular em cancer de célon (Szabo
et al, 2013).

O TAS1R1 codifica uma subunidade de um receptor de sabor (Jiang et al,
2012). Até o momento ndo ha nenhum trabalho que mostre qualquer associacao
entre a expressao desse gene e cancer. Contudo, TAS71R1 foi relatado aumentar a
influxo do cation Ca* em espermatozdides (Meyer et al, 2012) e sabe-se que o
aumento da concentracdo de Ca+ intracelular pode levar a ativacdo de vias de
proliferacao (Sahmoun e Singh, 2010).

Por fim, a expressdo do gene PEG10 foi associado com a reducdo da
apoptose em carcinoma hepatocelular (Wang et al, 2008).

Infelizmente os trabalhos presentes na literatura que investigam a expressao
de genes no CEE por RNA-seq nao dispde de comparacdo entre mucosa sadia e
mucosa adjacente ao tumor. No entanto, nosso grupo realizou analise semelhante
por microarranjo de DNA encontrando a mesma prevaléncia alta de procesos
biolégicos relacionados a inflamacao enriquecidos (Nicolau, 2014).

A comparagao TxN revelou um numero de 1.226 GDEs em 14 pares de tumor
e mucosa adjacente ao tumor. Este numero é compativel com o relatado
anteriormente por Tong e colaboradores (2012) que encontraram 1.730 GDEs em 12
amostras. Os genes com maior logFC nessa comparacédo foram ZIC5, ADAMTZ20,
HOXD13, MMP3 e PRAME. Os genes com menor logFC foram PLA2G2A,
LOC390705, CRISP3, DPCR1e KRTA.

O gene ZIC5 codifica uma proteina zinc finger que esta associada a diversas
malformacdes embriondrias ligadas a defeitos na crista neural (Grinberg e Millen,
2005). Além disso, sua expressao foi encontrada aumentada em diversos tipos de
tumores de cérebro (Aruga et al, 2010).

O gene ADAMTS20 produz uma metaloprotease que nao foi associada com
cancer até o momento. Contudo, ADAMTS20 esta relacionado com a transicao
epitélio-mesénquima das células da crista neural durante o desenvolvimento
embrionario (Ismat, Cheshire e Andrew, 2013). Uma vez que tanto ZIC5 quanto
ADAMTS20 apresentam papel no desenvolvimento da crista neural, e ambos estao
superexpressos no CEE, pode haver uma corregulacao destes dois genes de forma
a atuarem em conjunto seja em processos fisiologicos, seja em processos

patologicos.
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HOXD13 é um gene relacionado com o desenvolvimento embrionario do
esbfago (Warot et al, 1997) e a proteina codificada por esse gene foi encontrada 3
vezes mais expressa em CEE (Cantile ef al, 2009).

A Metaloproteinase-3 (MMP3) teve sua atividade relacionada a invasao
tecidual em cancer cervical (Chen et al, 2014) e de préstata (Slavin et al, 2014).
Além disso, a expressdo de MMP3 esta relacionada com o fendtipo invasor de
linhagens celulares derivadas de tumores de eséfago (Uraoka et al, 2014).

PRAME é uma proteina que regula negativamente os receptores de acido
retindico (RAR) (Bullinger et al, 2013). Até 0 momento, a expressao do gene PRAME
nao havia sido mostrada em cancer de eséfago, mas sabe-se que a baixa expressao
de RAR esté relacionada com a invasao linfonodal em CEE (Fujishima et al, 2011).
Como a perda de diferenciacdo de células tumorais esofagicas € um fenémeno
comumente observado neste tumor, a perda de RAR pode ser um dos motivos que
leva a este fenbmeno, uma vez que sua expressao leva a diferenciacdo de células
epiteliais esofagicas (Song et al, 2009).

LOC390705 é um pseudogene e nao existem trabalhos relacionados a este
pseudogene em tumores.

O CRISP3 é uma proteina secretada em varios fluidos humanos, como saliva,
liqguido seminal, suor e sangue (Udby et al, 2002). A funcido dessa proteina ainda
nao esta muito clara, mas em cancer de prostata a sua alta expressao foi associada
ao aumento na recidiva (Bjarteli et al, 2006) e em tumores de cavidade oral foi
descrita como menos expressa que no tecido normal adjacente (Ko et al, 2012).

O gene DPCR1 é importante no desenvolvimento de uma doenga respiratoria
conhecida como pambronquiolite. Até o momento, foi mostrado que a presenca de
um polimorfismo nesse gene apresentou protecdo no desenvolvimento do CEE
(Shen et al, 2014).

A Citoqueratina 4 (KRT4) ja foi mostrada ser um excelente marcador para o
CEE, uma vez que a célula neoplasica ndao apresenta marcacdo dessa proteina
enquanto que células displasicas tém pouca expressao e células normais expressam
muito KRT4 (Takikita et al, 2011).

Integrando as andlises NxH e TxN foram identificados 125 GDEs em comum
entre as duas comparacbes. Os genes FBP4, MCAM, SLC2A6, NEK6 e o IL8
tiveram epressao aumentada na mucosa adjacente e ainda maior no tumor.

O gene FBP4 produz uma proteina de mesmo nome que tem funcao de ligar
acidos graxos. A superexpressao dessa proteina foi relatada em carcinoma oral (Lee
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et al, 2014). Além disso, no co-cultivo de adip6citos com células de cancer de
préstata foi possivel observar que a expressao de FBP4 pelo adipécito foi capaz de
aumentar a proliferacdo e a capacidade de invasao da célula neoplasica (Herroon et
al, 2013). Um outro fendmeno relevante relacionado a FBP4 € a relagdo entre sua
expressao e a angiogénese em células endoteliais dependente e independente de
VEGF (Harjes et al, 2014).

O gene MCAM codifica a proteina CD146 que parece estar envolvida no
processo de metastase tumoral. Tumores de nasofaringe apresentaram uma alta
expressao de CD146 em metéstase, mas ndo no sitio primario (Lin et al, 2014). Em
trés modelos de tumores enxertados em camundongos, o uso do anticorpo
monoclonal anti-CD146 (mAb-AA98) impediu a metastase dos tumores em até 80%
quando comparados aos camundongos nado tratados com o anticorpo. Além disso, o
mADb-AA98 diminuiu em até 70% a densidade dos microvasos formados nos tumores
(Yan et al, 2003).

Alteracbes no metabolismo energético do tumor levam ao aumento da
captacao de glicose pelas células neoplasicas (Warburg, Wind e Negelein, 1927). O
gene SLC2A6 codifica uma proteina transportadora de glicose, a GLUT6 cujo
aumento de expressao foi relatada em diversos tumores, como adenocarcinoma de
pancreas, carcinoma ductal invasivo de mama e leiomioma de utero (Godoy et al,
2006). Além disso, GLUT®6 foi o transportador de glicose mais expresso em cancer
de endométrio tendo sua expressao correlacionada com a capitacao de glicose, taxa
de glicdlise aumentada e sobrevivéncia das células (Byrne et al, 2014).

NEK € uma familia de 11 genes cuja expressao ja foi relacionada com a
progressao do ciclo celular, formacao do fuso mitético e sinalizagdo mitogénica (Fry
et al, 2012). A superexpressao do gene NEK6 em linhagens celulares de cancer de
bexiga e pulmao impediu a parada de ciclo celular induzida por p53 pela
manutencao dos niveis de ciclina B e cdc2 (Jee et al, 2010).

Alguns genes se encaixaram num perfil exatamente inverso ao anterior, ou
seja, genes que tiveram expressdo na mucosa adjacente menor que na mucosa
saudavel e expressao no tumor menor que em ambas. Dos 27 genes encontrados
com esse perfil, quatro sdo discutidos abaixo. Sao eles: IL12A, NOG, PARD6B e
LPARA4.

A Interleucina 12 (IL-12) € uma citocina pré-inflamatéria com potencial de
induzir resposta Th1 bem como estimular células NK (Linfécitos natural killers) (Del
Vecchio et al, 2007). Ardolino e colaboradores (2014) demonstraram que o
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tratamento com IL-12 foi capaz de aumentar a sobrevida de camundongos
enxertados com tumores proveniente de células derivadas de linfomas que nao
expressavam moléculas de MHC-I e que este aumento na sobrevida estava
relacionado com a capacidade da IL-12 estimular células NK a produzir IFN-1. Além
disso, ja foi relatado que pacientes com CEE possuem niveis séricos de IL-12
menores que pessoas saudaveis e que um polimorfismo no gene IL12A, que codifica
a proteina IL-12, aumentou a chance de desenvolver CEE de 1,1 a 1,9 vezes (Tao et
al, 2012).

A baixa expressao do gene NOG quando combinada com alta expressao de
BMPé6 foi associada a um progndstico ruim em CEE (Yuen et al, 2012). Além disso, o
tratamento de células oriundas de cancer de pulmao com a proteina codificada por
esse gene (Noggin) foi capaz de impedir a fosforilacdo de Akt (Liu et al, 2014), que é
uma via importante para o desenvolvimento do CEE. Também foi observado que a
sua expressao diminuiu o volume de tumores enxertados de células de cancer de
pulmao em camundongos atimicos (Kang, Gupta e Bogdanov, 2012).

O gene PARDG6B codifica uma proteina da familia Par6, que juntamente com
Par3 e PKC atipica formam um complexo essencial para polarizacao e divisao das
células epiteliais (Bose e Wrana, 2006). Apesar de ja ter sido relatado que a
superexpressdao de Par6 leva ao aumento da proliferacdo em linhagem celular
proveniente de cancer de mama (MCF-10A) (Nolan et al, 2008), em uma outra
linhagem também oriunda de cancer de mama (NMuMG) a ativacdo de Par6 foi
essencial para indugdo de apoptose (Avery-Cooper et al, 2014). Sendo assim, em
CEE parece ser mais provavel que Par6 leve a apoptose como mostrado em células
NMuMG.

O acido lisofosfatidico (LPA) € uma molécula sinalizadora derivada do lipideo
de membrana lisofosfatidilcolina. Os receptores de LPA estdo normalmente
associados a proteina G que desencadeiam sinais de proliferacdo e migracao celular
(Moolenaar, 2002). Lee e colaboradores (2008), investigando os receptores de LPA
em células de neuroblastoma, concluiram que enquanto o receptor LPA1 promovia
migracao e invasao, o receptor LPA4 antagonizava esse efeito. Além disso, em uma
linhagem celular derivada de carcinoma de laringe, que expressa constitutivamente
LPA1 e ndo LPA4, quando estimulada com LPA, foi observada a indugéo de
proliferacao e migracao celular, porém quando LPAR4 foi transfectado nessa célula,

esta parou de responder ao estimulo com LPA (Matayoshi et al, 2013).
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Dentre esses 125 genes na intersec¢ao entre NxH e TxN o gene PLA2G2A foi
0 Unico a se mostrar aumentado no tecido adjacente em relacdo ao sadio e
diminuido em relagdo ao tumor. O PLA2G2A é um gene intimamente relacionado
com o processo pré-inflamatério. Durante a progressao da carcinogénese, o tecido
adjacente ao tumor, sofrendo os insultos dos agentes carcinogénicos, induziria um
sinal pré-inflamatério, ja o tumor propriamente dito seria prejudicado pela expressao
desse gene. Ja foi relatado em CEE que a expressao de PLA2G2A correlaciona-se
negativamente com a capacidade do tumor invadir e consequentemente piora o
prognostico da doenca (Ren et al., 2013).

Os genes WNK2, BST1 e CBS sao genes que foram encontrados menos
expressos na mucosa normal adjacente ao tumor quando comparados com a
mucosa de individuos sadios, mas foram mais expressos no tumor do que em
ambas as mucosas correspondendo ao terceiro perfil (perfil 3).

O gene BST1 pertence a familia das NADase/ADP-ribosil ciclase (Malavasi et
al, 2008). A superexpressdao da proteina codificada por este gene, a CD157,
modificou a morfologia e a aderéncia de células de cancer de ovario conferindo um
fendtipo invasor a essas células (Morone et al, 2012).

O gene WNK2 sera mencionado mais a frente e gene CBS ja foi discutido
anteriormente.

O enriquecimento pelo GO mostrou processos relacionados a inflamacéo e a
analise pelo STRING apontou a IL8 como a proteina com mais interagdes, portanto
0 gene /L8 foi avaliado por PCRq e foi validado o aumento de sua expressao no
tumor em relagdo a mucosa adjacente. Em 2009, Ribeiro e colaboradores
observaram que a expressdo deste gene estava aumentada no tumor em relagéo a
mucosa adjacente, mostrando que /L8 tem um papel importante na carcinogénese
esofagica. Além disso, Ogura e colaboradores (2013) correlacionaram o aumento de
expressao de /L8 e do seu receptor com uma pior sobrevida global, com uma maior
profundidade do tumor e com invasdo linfonodal o que nao foi observado no
presente trabalho.

A andlise de enriquecimento pelo KEGG esta de acordo com a encontrada
por Tong e colaboradores (2012) que, inclusive, encontrou a via de WNT
sobrerrepresentada.

O gene WNK2 codifica uma proteina cinase citoplasmatica que regula
positivamente a via WNT/B-catenina (Serysheva et al, 2013) e negativamente a via
de EGF via ERK (Moniz et al, 2007). O gene MAPK3 (ERK1) foi encontrado
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diminuido no tumor e sua expressao correlacionou negativamente com a de WNK2.
Isso poderia explicar porque tumores epidermdides de es6fago nao tém ativacéo da
via de EGF (Gonzaga et al, 2012) como os epitélios que apresentam fatores
etiolégicos comuns, como os tumores de cabeca e pescoco (Morgan e Grandis,
2009) e pulméo (Sequist et al, 2006).

Os genes MAPK3 e WNK2 foram selecionados para validagdo por PCRq. A
menor expressdao no tumor do gene MAPK3 validou os achados no RNA-seq.
Contudo, dois pares (7%) tiveram uma expressdo maior no tumor. Este evento
corrobora com o achado anterior do nosso grupo onde menos de 10% das amostras
analisadas apresentam superexpressao de receptores da familia HER (Gonzaga et
al., 2012).

Diversos ligantes WNT e receptores FZD da via de WNT foram encontrados
superexpressos nos tumores. Recentemente, Deng e colaboradores (2015)
mostraram que 55% dos CEE tinham marcacéo positiva para Wnt2 enquanto que
ndao houve marcacdo para essa proteina na mucosa adjacente ao tumor. No
presente trabalho o gene WNTZ2 foi o que apresentou maior fold-change (75 vezes)
dentre os ligantes WNT, ou seja, amostras de pacientes com CEE possuem maior
expressao de WNT2 quando comparadas com o tecido adjacente ao tumor.

A alta expressao de WNT16 foi associada a uma sobrevida mais longa nos
pacientes com CEE. Teh e colaboradores (2007) relatam que WNT16 ativa a via nao
canbnica de WNT que leva a ativagdo de JNK. Nesse trabalho, o gene MAPK10,
que codifica uma proteina JNK, apresentou expressdo aumentada no tumor e essa
expressao se correlacionou positivamente com a expressdao de WNT16. O possivel
mecanismo para explicar o bom prognéstico de pacientes com CEE que expressam
mais WNT16 poderia estar em sua capacidade de induzir MAPK10 cuja expressao
foi capaz de aumentar a radiossensibilidade de linhagens de CEE (Wakita et al.,
2015) e aumentou a sensibilidade a cisplatina em uma linhagem de tumor papilifero
de tiredide (Lapouge et al., 2005). Tanto a radioterapia quanto a cisplatina séo
usualmente utilizados no tratamento do CEE.

Um outro ligante de WNT com impacto validado na sobrevida dos pacientes
foi o gene WNT7B cuja alta expressao indicou mau prognostico. A producdo de
WNT7B por células do microambiente tumoral aumentou a vascularizagdo do tumor
e a sua inativagdo em modelos murinos diminuiu a capacidade metastatica de
tumores de mama (Yeo et al., 2014).
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O gene que codifica o receptor de WNT, Frizzled-6 teve o aumento da
expressdao no tumor validada por PCRg. Em 2009, Wu, Zierold e Ranheim
mostraram que a perda da redulacdo de FZD6 é um evento preponderante para o
desnvolvimento de leucemia de célula B. A suspeita do valor prognéstico de FZD6
no RNA-seq néo se confirmou no grupo de validacéao.

Por fim, os genes WNT16, PRKCQ e WNK2 nao amplificaram na maioria das
amostras testadas ou apresentaram Cqgs nas triplicatas muito diferentes entre si. Tal
fato sugere que a deteccao por PCRqg destes genes por SYBR green nao seja
possivel, o que pode ser explicado pela limitacado de deteccao do método, uma vez
que genes pouco expressos (com menos de 11 copias de seu RNAm transcrito)
podem exibir uma grande variabilidade na quantificacdo de cada cépia analisada
(BERNARDO et al., 2013).

Todos esses dados em conjunto sugerem que a via de WNT desempenha um
papel chave na carcinogénese do eséfago.

Além da expressdo génica o RNA-seq possibilita investigar variagdes na
sequéncia do RNA. No presente trabalho a maior proporcdo de variagdes
encontradas foi do tipo AT>GC o mesmo foi anteriormente reportado por Xu e
colaboradores (2013). Existe uma grande possibilidade dessas alteragdes serem
fruto de edicdo do RNA e ndo serem mutacdes somaticas. A proteina ADAR é
responsavel pela conversdao de uma adenosina em inosina em RNAs. Durante a
sintese do cDNA, a inosina serd pareada a uma citosina (Brenda, 2002),
provocando uma alteragdo de AT>GC. Assim como no presente trabalho, ja havia
sido relatado o aumento da expressdo de ADAR em CEE (Qin et al., 2014). Esse
conjunto de informacgdes nos levou a desconsiderar essas alteracdes da analise por
serem de baixa confiabilidade. Além disso, as alteracées do tipo INDEL também
foram retiradas da analise uma vez que o protocolo escolhido para o presente
trabalho foi o proposto pelo Broad Institute e este ndo recomenda a avaliagao de
INDEL.

Como foram analisados apenas as variacoes presente nos transcritos apenas
aquelas provenientes de reads que alinharam em exons foram consideradas. Além
disso, como o interesse era em mutagdes somaticas todas as alteragdespresentes
em bancos publicos de SNPs foram excluidas. Deste modo foram considerados 883
genes mutados, praticamente o mesmo numero de genes (884) encontrados por
Agrawal e colaboradores (2012), unico trabalho, antes desse, que avaliou amostras
de CEE por RNA-seq em populagéo ocidental.
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O gene com maior frequéncia de mutagao entre as amostras foi o TP53 com
quase 80% das amostras mutadas. Por essa razao esse gene foi validado em outras
amostras por sequenciamento do gene inteiro por NGS, alcancando cerca de 70%
das amostras mutadas que foi menor que a frequéncia reportada por Zhang
colaboradores (2015) e Sawada e colaboradores (2016), mas foi igual a frequéncia
relatada por Agrawal e colaboradores (2012), Lin e colaboradores (2014) e a
disponivel no International Cancer Genome Consortium (ICGC). Os exons mais
mutados foram os de 5 a 8 (mais de 90%) que correspondem ao dominio de ligacao
com ao DNA (Okorokov et al., 2009). As semelhancas com os dados do ICGC param
no TP53 uma vez que os outros genes apontados na figura 4.16 nao estdo nem
entre os 20 mais frequentes no ICGC, demonstrando a grande heterogeneidade
intertumoral do CEE.

Como dito anteriormente outras possibilidades além da expressao génica sao
passiveis de serem avaliadas, como a presenca de transcritos quiméricos. Esses
podem advir de fusdes génicas e no presente trabalho foram encontrados 21
transcritos quiméricos em sete tumores, nao tendo sido identificados nenhum evento
na mucosa adjacente ao tumor. Além disso, 0 mesmo transcrito quimérico nao foi
encontrado em mais de um tumor. A fusdo génica reportada por Jiang e
colaboradores (2014) nédo figurava entre as 21 encontradas neste trabalho. Além
disso, nenhuma das fusdes foram encontradas no FusionCancer Database (Wang et
al., 2015) e no Mitelman Database of Chromosome Aberrations and Gene Fusions in
Cancer (Mitelman, Johansson e Mertens, 2016), dois bancos publicos de fusdes
génicas.

A expressdo do gene ATR foi maior entre os tumores que apresentavam
algum transcrito quimérico. A proteina codificada pelo gene ATR é uma proteina
sensora de dano no DNA, mais especificamente aqueles que geram bloqueio da
forquilha de replicagdo (Lopez-Contreras, Fernandez-Capetillo, 2010). Isso sugere
que as amostras que contém fusdes estdo provavelmente sob maior estresse
genotoxico.

Analisados em conjunto esses resultados sugerem que o fenémeno de fuséo
génica seja consequéncia da tumorigénese e nao o inverso.

Portanto, nesse trabalho foi possivel notar que com a metodologia de
sequenciamento de RNA (RNA-seq) foi possivel identificar 522 GDEs em mucosa
nao-tumoral adjacente ao tumor quando comparada com a mucosa de individuos

sem cancer, assim como foi possivel identificar 1.226 GDEs em tumores de eséfago
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quando comparados com as mucosas adjacentes ao tumor. Dentre as principais vias
contendo esses genes diferencialemnte expressos, destacaram-se as vias de
inflamacéo e de sinalizagcdo de WNT. Importante ressaltar que alguns membros da
via de WNT apresentaram valor prognéstico para individuos com CEE. Além disso
foi feita a andlise de mutagdes nos transcritos e o gene com maior frequéncia de
mutacdo em CEE foi o TP53 com quase 70% das amostras mutadas, apds
validacdo. Apds avaliacdo das fusdes génicas, ndo foram encontrados eventos
relevantes e o gene ATR foi associado a presenca de fusdes génicas em CEE. Em
conjunto esses dados mostram que ainda ha um grande caminho a se percorrer no

entendimento da tumorigénese da mucosa esofégica.
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6 . CONCLUSOES

- Foram encontrados 522 genes classificados como diferencialmente
expressos (GDEs) entre mucosa nado tumoral adjacente ao CEEe a mucosa de
individuos sadios e 1.226 GDEs entre o CEEe a mucosa nao tumoral adjacente ao
tumor;

- Os principais processos enriquecidos encontrados no GO e em KEGG foram
0s processos relacionados a inflamagéo e a via de sinalizagcao por WNT;

- Foram encontrados 883 genes mutados exclusivamente no tumor sendo o
TP53 o mais frequentemente mutado entre as amostras (78,6%) € o segundo mais
mutado foi um psedogene LOC389831 (42,9%) ;

- Dos 7 genes selecionados para validagdo por PCRq em 28 pares de
amostras independentes, o gene MAPKS3 foi validado com expressao reduzida no
tumor em comparagdo com a mucosa adjacente enquanto os genes WNT7B, IL8 e
FZD6 tiveram suas expressdes aumentadas no tumor quando comparadas a
mucosa adjacente. Os genes WNT16, PRKCQ e WNK2 nao puderem ser validados

- O gene TP53 foi selecionado para validacdo em 42 amostras de CEE
independentes e foi classificado como mutado em 69% das amostras;

- Foram encontrados 21 fusées em 7 tumores de CEE e nenhuma fuséo foi
encontrada em mucosa adjacente ao tumor;

- Ap6s andlise de sobrevida, a maior expressao do gene WNT7B apresentou

pior prognostico em CEE.
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