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RESUMO

Nicolau-Neto, Pedro. Identificacdo de potenciais biomarcadores em carcinoma
epidermoide de es6fago a partir de analise randémica de expressao génica. 2014. 130 f.
Tese (Doutorado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

O cancer de esdfago € um dos mais incidentes e letais no mundo e no Brasil. O subtipo
histolégico mais frequente é o carcinoma epidermoide de es6fago (CEE), que corresponde a
cerca de 80% dos casos. Anélises em larga escala de expressdo génica tém sido importantes
para 0 avango no conhecimento sobre os mecanismos de carcinogénese de diversos tipos de
tumor, assim como melhorias na conduta terapéutica dos pacientes oncologicos. Até o
momento, poucos trabalhos avaliaram a expressdo génica global através da técnica de
microarranjo de DNA em CEE e destes apenas trés foram realizados em populagdes
ocidentais. Apos andlise de expressao global por microarranjo de DNA de 15 pares de CEE e
mucosa ndo tumoral adjacente ao tumor observamos 1064 genes diferencialmente expressos
(GDE). Os genes super-expressos no tumor representavam principalmente genes relacionados
ao controle do ciclo celular, proliferacéo e reparo de DNA. Os sub-expressos no tumor foram
relacionados a processos metabolicos e diferenciacdo epidermal. A analise comparativa entre
CEE e mucosa saudavel mostrou 437 super-expressos e 98 sub-expressos em CEE enquanto a
comparagao entre a mucosa nao tumoral adjacente ao tumor e a mucosa saudavel resultou em
27 GDE. Os genes PI3KR3 e AKT3, pertencentes a via de PI3K — AKT, mostraram-se super-
expressos em CEE e os valores de expressao foram capazes de discriminar alteracdes no
epitélio. O gene FSCN1 apresentou-se super-expresso em CEE em relacdo tanto a mucosa
adjacente quanto a mucosa saudavel e super-expresso na mucosa adjacente em relacdo a
mucosa saudavel. Essa expressao mostrou-se como fator independente de progndstico e capaz
de identificar alteracbes no epitélio esofagico. A partir do enriquecimento de vias de controle
do ciclo celular, analisamos o perfil de expressdéo de FOXMle de membros de sua via de
sinalizacdo. FOXML1 apresentou-se super-expresso em CEE em relacdo a mucosa adjacente e
a mucosa saudavel e sua expressdo apresentou sensibilidade e especificidade elevadas para
identificacdo de alteracBes no epitélio esofagico. Todos os alvos de FOXM1 encontrados
super-expressos no microarranjo foram validados por PCR em tempo real e a expresséo de
MMP12 também foi caracterizada como fator independente de prognostico dos pacientes de
CEE. Andlises funcionais modulando a expressdo de FOXM1 na linhagem TE1l foram
realizadas mas nenhuma alteracdo em viabilidade celular, taxas de proliferacéo e fase do ciclo
celular foi observada.

Palavras-chave: Carcinoma epidermdide de es6fago. Microarranjo. Biomarcador. FOXM1.



ABSTRACT

Nicolau-Neto, Pedro. Identification of potential biomarkers in esophageal squamous cell
carcinoma from random gene expression analysis. 2014. 130 f. Tese (Doutorado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

Esophageal cancer is one of the most prevalent and lethal tumors worldwide and in
Brazil. The most common histological subtype is esophageal squamous cell carcinoma
(ESCC), corresponding to approximately 80% of the cases. Large-scale analysis of gene
expression has been helpful in comprehending the carcinogenesis process of different tumor
types and improving the therapeutic management of cancer patients. Few studies have
assessed global gene expression by DNA microarray technique in ESCC to date. Only three
studies were conducted in Western populations. After analyzing the global gene expression by
DNA microarray in 15 pairs of ESCC and non-tumor mucosa samples, we identified 1064
differentially expressed genes (DEG). The upregulated genes in tumors were mainly related to
controlling the cell cycle, proliferation, and DNA repair. On the other hand, the
downregulated genes were related to metabolic processes and epidermal differentiation. The
comparative analysis between tumors and healthy mucosa showed 437 overexpressed and 98
downregulated genes in ESCC, while the comparison between adjacent non-tumor mucosa
and healthy esophageal samples showed 27 DEG. The PI3KR3 and AKT3 genes, members of
the PI3K-AKT signaling pathway, were upregulated in ESCC, and their expression levels
could predict potential malignant changes in the esophageal epithelium. Furthermore, an
increase in FSCN1 expression was observed in tumors compared with the paired non-tumor
adjacent tissue and in the non-tumor mucosa compared to the healthy mucosa. The expression
levels of FSCN1 were an independent prognosis biomarker for ESCC patients and a predictor
of changes in the esophageal epithelium. Since cell cycle control was one of the enriched
pathways in our analyses, we evaluated the expression profile of FOXM1 and members of its
signaling pathway. FOXM1 was overexpressed in ESCC compared to the non-tumor adjacent
tissue and the healthy mucosa, and its expression showed high sensitivity and specificity for
identifying changes in the esophageal epithelium. AIll upregulated targets of FOXM1
identified in the microarray analysis were validated by real-time PCR, and MMP12 expression
was shown to be an independent prognosis predictor for ESCC patients. Functional analyses
modulating FOXM1 expression were performed in the TEL cell line, but no changes in cell
viability, proliferation, or cell cycle were observed.

Keywords: Esophageal squamous cell carcinoma. Microarray. Biomarker. FOXM1.
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INTRODUCAO

Epidemiologia do cancer de eséfago no mundo

O cancer de es6fago (CE) é uma das 10 neoplasias mais incidentes e fatais no mundo.
Segundo dados do GLOBOCAN, projeto que estima a incidéncia e mortalidade dos principais
tipos de cancer no mundo, o cancer de esdfago € classificado como a sexta neoplasia mais
incidente em homens e a décima terceira entre as mulheres para 0 ano de 2012. Quanto aos
novos casos de CE, sdo esperados para o sexo masculino aproximadamente 323 mil novos
casos, correspondendo a 4,3% dos novos casos de cancer em homens no mundo, e
aproximadamente 281 mil mortes em decorréncia desta neoplasia, representando 6% das
mortes por cancer no sexo masculino. Para o sexo feminino as estimativas de incidéncia
indicam que anualmente ocorrem aproximadamente 132 mil novos casos de CE e 119 mil
mortes por essa neoplasia, representando 2,0% dos novos casos e 3,4% das mortes em
decorréncia de tumores malignos em mulheres no mundo (Figura 1) (Farley et.al, 2013).
Estimativas indicam que a incidéncia de CE ndo ird diminuir nos proximos anos e em 2025
sdo esperados mais de 640 mil novos casos em ambos 0s sexos, nimero 40% maior do que o
observado em 2012 (Farley et. al, 2013).

A taxa de mortalidade do CE se apresenta muito mais alarmante quando comparado a
dados de tumores com maior destaque na midia, como os tumores de prostata e de mama. Por
exemplo, para o cancer de préstata, anualmente sdo estimados mais de um milhdo e cem mil
casos e aproximadamente 307.000 mortes no mundo. A razdo entre mortalidade e incidéncia
anual desse tipo de tumor € de 0,28, isto é, ocorrem 28 mortes a cada 100 casos. J& a razdo
entre mortalidade e incidéncia de cancer de mama é um pouco maior que a de prostata, 31
mortes para cada 100 individuos acometidos. Entretanto, para o CE esta razdo é de 0,87, ou
seja, 87 mortes para cada 100 casos, evidenciando a severa agressividade dessa neoplasia. A
sobrevida de CE de cinco anos é estimada em menos de 20% dos casos (Cohen e Ajani 2011).
Este fato é consequéncia do diagndstico tardio, uma vez que 0s sintomas costumam
aparecerem estadios bem avangados, resultando na ineficacia do tratamento (McLarty et al.,
1997;Allen et al., 1997).
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Figura 1 - Taxas de incidéncia e mortalidades dos principais tumores no mundo, ajustado por
idade. O CE € o sexto mais incidente em homens e o 13° mais incidente em mulheres no
mundo. As taxas de incidéncia e mortalidade sdo muito préximas, indicando a alta letalidade
desta doenca.

Estimated age-standardised incidence and mortality rates: men
A

Estimated age-standardised incidence and morality rates: women
B
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Legenda: A - taxas de incidéncia e mortalidade para individuos do sexo masculino. B - taxas
de incidéncia e mortalidade para individuos do sexo feminino.
Fonte: Farley et al, 2013.

A incidéncia de CE no mundo apresenta uma ampla variacdo geogréafica, podendo
variar até 500 vezes de uma parte do mundo para outra (Eslick, 2009), com regides que
apresentam alto risco de CE proximas a regides que apresentam baixo risco, como pode ser
observado no mapa de incidéncia do CE no mundo, representado pela Figura 2. A varia¢do na
incidéncia reflete a forte influéncia de fatores socioambientais no desenvolvimento do CE
(Smeds et al., 2002), sendo os paises em desenvolvimento responsaveis pelas maiores
incidéncias de CE, registrando 83% dos casos e 86% dos Obitos decorrentes da doenca.
Dentre o0s paises que apresentam maior incidencia podemos citar os localizados no sul e leste
da Africa, como o Quénia, no "cinturo asiatico do cancer de esdfago”, do norte do Irj até a
China, no Sul da América do Sul, como Brasil e Uruguai e alguns paises desenvolvidos, como
a Franca e Inglaterra (Parkin et al., 2005, Eslick, 2009, Jemal et al., 2011).
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Figura 2 - Representacdo geografica mundial da incidéncia de cancer de eséfago, ajustado
por idade, para ambos 0s sexos. As regides com maiores incidéncias de CE sdo Asia, Africa,
América do Sul e alguns paises da Europa, como Inglaterra.

No Dats

Source: GLOBOCAN 2012 (IARC)

Legenda: Escala em tons de azul de representacdo de incidéncia de cancer de esdfago no
mundo. Tons mais claros: regides de menor icidéncia; Tons mais escuros: regides de maior
incidéncia.

Fonte: Farley et al, 2013.

O CE é subdividido em dois tipos histoldgicos principais, o carcinoma epidermdide ou
de células escamosas (CEE) e o adenocarcinoma de es6fago (ADE),que diferem quanto aos
fatores etioldgicos associados, as populacdes afetadas, a localizacdo geogréfica e as alteraces
moleculares envolvidas com a génese e progressdo da doenca (Hongo, 2009).

Em termos de estratificacdo geografica, regides desenvolvidas, como a Europa
Ocidental e, sobretudo, os Estados Unidos, apresentam uma alta prevaléncia de ADE, onde
este associa-se especialmente as elevadas taxas de obesidade (Seer, 2009). O tabagismo foi
identificado como fator de risco para 0 ADE, mas o etilismo mostrou estar pouco relacionado
a génese da doencga (Toh et al., 2010). Além disto, existem condi¢es clinicas pré-disponentes
para o desenvolvimento do ADE, como o es6fago de Barrett.

O CEE, como dito anteriormente, apresenta uma grande variacdo da incidéncia na
distribuicdo geografica (Smeds et al., 2002). As areas de maior incidéncia deste tipo de cancer
sdo: China (21/100.000 habitantes), América do sul (13/100.000 habitantes), o Oeste Europeu
(11/100.000 habitantes), Africa do sul (10/100.000 habitantes), Jap&o (9/100.000 habitantes) e
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algumas regides da antiga Unido Soviética (8/100.000 habitantes). Dentro destas grandes
areas sao identificadas regiGes menores, nas quais a incidéncia de CEE pode ser de 10 a 50
vezes maior, tais como regides que incluem o centro e o norte da China, sul da Tailandia,
norte da Italia, regibes montanhosas do Japdo, parte da costa do Ird, certas provincias da
Franca (Pickens e Orringer, 2003) e regido sul do Brasil (Corley e Buffler, 2001).

Vérios trabalhos epidemioldgicos, baseados em estudos caso-controle, tém
identificado os principais fatores de risco para o CEE. Estes fatores incluem principalmente o
consumo moderado/alto de alcool e o habito de fumar, sendo que, em paises ocidentais, 0
consumo concomitante desses dois fatores apresenta um risco multiplicador (IARC, 1986;
Castellsagué et al., 1999). Além disso, hd a sugestdo de que o fumo tenha um papel
importante tanto na iniciacdo quanto na promocdo do tumor, enquanto o alcool teria um papel
mais relevante na promoc¢do, uma vez que ap6s 10 anos de abstinéncia de alcool o risco
retorna aos valores dos abstémios, enquanto apds 10 anos sem tabaco o risco diminui apenas
50,0% (Castellsagué et al., 1999).

No entanto, outros fatores contribuem para a génese do CEE. A contaminacdo de
alimentos por nitrosaminas, compostos com acao carcinogénica potente e que apresentam
grande organotropismo para o esdfago (Lijinsky, 1992), a desnutricdo e o consumo de cha
quente estdo envolvidos na etiologia deste cancer na China e na India. No Ird, além da
desnutricdo e da a ingestdo de chad quente, 0 consumo de épio aparece entre os principais
fatores de risco. No Japdo apenas o consumo de chd quente parece ter relacdo direta na

carcinogénese esofagica (Tuyns, 1979; Sepehr et al., 2001).

Historia Natural do CEE

A historia natural proposta para o desenvolvimento de CEE se baseia hnuma exposi¢ao
de longo prazo do individuo aos agentes etiologicos que ocasionardo a transformacéo
neoplésica na mucosa esofagica. Essas alteracGes sdo raramente detectadas nos primeiros
estadios, quando a cirurgia curativa, isto €, a excisao do tumor in situ é possivel (Chen et al.,
1999). Infelizmente, para a maioria dos pacientes o tumor é detectado em fases tardias,
guando a quimiorradioterapia neoadjuvante seguida ou ndo por esofagectomia Sdo 0S
procedimentos empregados. Entretanto, a resposta a esses tratamentos raramente apresenta

sucesso em permitir uma sobrevida a longo prazo (da Costa et al., 2013).
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IntervengGes podem ocorrer a fimde impedir o desenvolvimento da doenga, como a
identificacdo e diminuicdo da exposicdo aos principais fatores etioldgicos (etilismo e
tabagismo), ao passo que a prevencdo secundaria pode ocorrer por meio de programas de
rastreamento de grupos de alto risco para desenvolvimento da doenca, como individuos com
tumores da cavidade oral ou de laringe, 30% dos quais apresentam displasia de alto grau no
epitélio esofagico ou um segundo tumor primario no eséfago (Fukuhara et al., 2010). A
prevencdo terciaria ocorreria por meio da deteccao precoce de CEE e a quaternaria permitiria

ao paciente uma melhor sobrevida, com tratamentos paliativos (Figura 3) (Chen et al., 2013).

Figura 3 - Evolucdo temporal da carcinogénese de tumores epidermoides no eséfago e
exemplificacdo dos momentos fundamentais para a prevencao e diagnostico da doenca. A
prevencdo primaria refere-se a identificacdo dos fatores de risco relacionados a carcinogénese
esofagica e prevencdo a esposicdo. A prevencdo secundaria é importante para identificar um
tumor em estagios iniciais, com utilizacdo de biomarcadores de diagnostico precoce e
rastreamento em grupos de alto risco. A prevencao terciaria esta relacionada a terapias contra
o CEE, com utilizacdo de biomarcadores de prognostico e preditores de resposta ao
tratamento. Entretanto, devido ao diagndstico tardio, os pacientes sdo encaminhados a
cuidados paliativos.
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* Momento de diagnéstico
usual
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Fonte: adaptado de daCosta et al., 2013.
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Técnicas para triagem citoldgica de CEE tém sido desenvolvidos na tentativa de ser
possivel uma detecgdo precoce desse tipo tumoral. A necessidade de um diagnostico precoce
de CEE tem seu valor aumentado especialmente em regides de elevada incidéncia da doenca,
como Linxian na China, norte do Ird e também o Brasil, onde ha um grande nimero de
pessoas assintomaticas portadoras da doenga (Fitzgerald e Bird-Lieberman, 2009). O uso de
baldo citoldgico, um baldo coberto de rede inflado no estémago e recolhido ao longo do
esdfago, é um dos métodos mais utilizados. Células capturadas na membrana que recobrem o
baldo sdo examinadas em laminas e avaliadas quanto a presenca de processos neoplasicos
(Dawsey et al., 1997) . Entretanto, este diagndstico citologico apresenta baixa sensibilidade
(14 a 36% de acerto) numa comparacdo de técnicas, onde a biopsia endoscopica foi mais
eficiente (Dawsey et al., 1997) .

Tradicionalmente, a endoscopia de luz branca pode identificar caracteristicas
macroscopicas de tumores, tais como nddulos, Ulceras ou estenoses. Infelizmente, os CEE
precoces, especialmente a displasia de alto grau, ndo s&o comumente observados pois
apresentam caracteristicas macroscopicas semelhantes ao epitélio esofagico normal ou com
processo inflamatdrio.

Para aumentar a sensibilidade é utilizada a cromoendoscopia com lugol (Schiller test),
técnica que consiste na aplicacdo de lugol no es6fago resultando na coloragdo diferencial do
tecido, possibilitando a deteccdo de displasias e lesdes neoplasicas em estagios iniciais, pois 0
lugol é um composto de marcacdo que apresenta afinidade pelo glicogénio presente no
epitélio escamoso ndo queratinizado, 0 mesmo encontrado na mucosa esofagica saudavel.
Com o processo de desdiferenciagdo do epitélio esofagico, a reserva de glicogénio deste
tecido é perdida e e o lugol ndo cora o tecido (Figura 4) (Dawsey et al., 1998). Com a
cromoendoscopia utilizando o lugol é possivel visualizar aproximadamente 90% das areas
com displasias de alto grau e CEE (Mori et al., 1993; Shimizu et al. 2001, Fukuhara et al.,
2010).
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Figura 4 - Cromoendoscopia com lugol exemplificando uma &rea aparentemente normal em
endoscopia de luz branca mas que evidenciou uma displasia de alto grau quando feito o teste
de Schiller.

Legenda: Figura 4A: endoscopia de luz branca; 5B: cromoendoscopia com lugol. Seta: area
ndo corada com lugol, posteriormente diagnosticado como displasia de alto (carcinoma
estadio 1A).

Fonte: Dawsey et al., 1998

Cancer de Es6fago no Brasil

Segundo estimativas do Instituto Nacional de Céancer (INCA) para o ano de 2014,
esperam-se mais de 10 mil novos casos de CE, sendo 8.010 casos em homens e 2.770 em
mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 8,18 casos novos a cada 100
mil homens e 2,70 a cada 100 mil mulheres. No Brasil o CEE representa cerca de 90% do
total dos casos de CE, acomete principalmente pacientes do sexo masculino com idade entre
55 e 65 anos e a localizacdo preferencial desses tumores € no ter¢co médio do esdfago (INCA,
2014). Na regido sul do Brasil hd uma situacdo mais complexa, pois além do elevado
consumo de alcool e tabaco, ha o consumo de chimarrdo (cha da erva mate consumido em
uma temperatura de aproximadamente 70°C), habito que contribui para o desenvolvimento do
CEE por gerar uma lesdo térmica recorrente (IARC, VOL. 51; Castellsagué et al., 1999 e
2000).
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Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de eséfago em homens é
0 quinto mais frequente na regido Sul (15,97/100 mil), o sexto na regido Centro-Oeste (6,88/
100 mil), o sétimo nas regiGes Sudeste (9,45/ 100 mil) e Nordeste (4,50/100 mil), e 0 11° na
regido Norte (1,88/100 mil). Para as mulheres, é o 13° mais frequente nas regides Sul
(5,27/100 mil), Sudeste (2,86/100 mil) e Nordeste (1,80/100 mil). Ja nas regides Centro-Oeste
(2,39/100 mil) e Norte (0,67/100 mil), é o 14° (Figura 5) (INCA, 2014).

Figura 5 - Representacdo espacial da distribuicdo das taxas brutas de incidéncia de cancer de
esdfago por 100.000 individuos, no Brasil em homens (A) e mulheres (B), estimadas para
2014 pelo INCA. Pode-se observar maior incidéncia de CE nas regides Sudeste e Sul do Brasil.
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ano de 2014, segundo Unidade da Federago (neoplasia maligna do esofago) ano de 2014, segundo Unidade da Federagao (neoplasia maligna do esofago)

Fonte: INCA, 2014

Alteractes Moleculares e CEE

A génese do CEE esta intimamamente associada a exposi¢cdo aos diferetes agentes
cancerigenos, apresentando variacdo de frequencia nas populaces de acordo com o tipo de
agente e a quantidade / frequencia de exposicéo. Os agentes cancerigenos influenciam no tipo
de alteragdes genéticas, gendmicas e epigenéticas presentes no tumor, levando em alguns
casos a mudancas que sdo “assinaturas" destes agentes especificos. Essas alteracGes

moleculares podem nos ajudar a entender a histdria natural do CEE (Figura 6).
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MutagOes no gene TP53 séo as mais frequentes alteracdes em CEE , estando presente
em aproximadamente 45% dos tumores (Olivier et al., 2002), surgindo precocemente na
progressdo neoplasica, uma vez que pode ser detectado também no tecido adjacente ao tumor
(Mandard, et al. 2000). Estudos tem relatado que a prevaléncia de mutacfes no gene TP53 em
CEE variam de 35 a 89%, dependendo da regido geogréafica. Em 2010, Rossini e
colaboradores observaram que o perfil mutacional do gene TP53 de tumores do sudeste
brasileiro é semelhante ao encontrado no sul da Franca e o perfil de mutacdes em tumores da
regido sul do Brasil é compardvel ao observado em tumores de individuos chineses. Os
principais fatores etiologicos para a carcinogénese esofagica no sudeste brasileiro é o etilismo
e o0 tabagismo, semelhante a regido da Normandia da Franca, enquanto que o sul do Brasil e a
China apresentam a ingestao de bebidas quentes se apresenta como o principal fator etioldgico
relacionados a tumorigése esofagica.

Além de mutacGes no gene TP53, alteracBes na expressdo da esofagina (SPRR3)
parecem estar associadas a eventos iniciais no processo de carcingenese esofagica A proteina
SPRR3 é altamente expressa durante a diferenciacdo de queratindcitos epidermoides do
epitélio esofagico e tem sido considerada um marcador de diferenciacdo deste tecido (Zhang
et al, 2008). Alteragdes na expressao génica e proteica de SPRR3 tem sido observado na
mucosa adjacente ao tumor, indicando que alteracdes na expressdo de SPRR3 sdo eventos
precoces na carcinogénese esofagica, entando associado ao fenomeno denominado campo de
cancerizacdo, prospoto por Slaughter em 1953 (Simao et al, 2011).

Por outro lado, a infec¢do pelo virus HPV (virus do papiloma humano), extremamente
relacionada a tumores de colo de Utero e de orofaringe, apresenta um valor tumorigénico
ainda controverso para CEE (Costa et al, 2013). A incerteza sobre a atividade do HPV na
carcinogénese esofagica estd relacionada a alguns fatores como baixo nimero de casos,
variacdo na sensibilidade das técnicas de detec¢do do virus, metodologias de processamento
das amostras e organizacdo e desenho dos estudos (Syrj anen, 2002). Entretanto, estudos
recentes sugerem que o papel do HPV na carcinogénese esofagica € nulo ou baixo e além
disso, diferentemente de tumores de orofaringe (D'Souza et al, 2007), os pacientes de CEE
com HPV positivos ndo apresentam um melhor prognostico quando comparados com
pacientes com tumores HPV negativos (Herbster et al,2012).

O avango no desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas, em particular
terapias direccionadas com base no conhecimento da biologia e da genética da doenca que
oferecem uma melhoria na resposta ao tratamento e da qualidade de vida para os pacientes

oncoldgicos ainda se encontra distante dos pacientes de CEE. Medicamentos visando 0S
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receptores humanos fator de crescimento epidérmico (HER), como o gefitinib usada para
tratar cancer de pulméo de celulas ndo-pequenas, o cetuximab usado para tratar pacientes
diagnosticados com cancer colorretal avangado, e, particularmente, trastuzumab usado para
tratar pacientes com cancer de mama, tém mostrado uma melhora substancial na resposta do
tumor, quando comparado com quimioterapia convencional. Entretanto, a superexpressédo de
EGFR e HER-2 bem como mutagdes nos genes EGFR, KRAS e BRAF sdo eventos raros em
CEE. Assim, a maioria dos pacientes de CEE ndo apresentam o perfil molecular necessario
para serem beneficiados com a terapia-alvo anti-HER (Gonzaga et al, 2012).

Somado as alteracdes genéticas, modificacdes epigenéticas também tem sido descritos
como importantes contribuintes durante o desenvolvimento de CEE. Especificamente,
alteracBes epigenéticas parecem ocorrer precocemente durante este processo e, portanto,
surgiram como potenciais biomarcadores de diagnéstico deste tumor. Um exemplo disso é a
presenca de alteracdes no perfil de metilagcdo dos genes BCI3 e TFF1, tanto no tumor quanto
no tecido circundante normal adjacente sem mutagdo no gene TP53, evidenciando que
alteracdes epigenéticas pode ocorrer mesmo antes das supostas primeiras alteracdes genéticas
(Limaet al, 2011).

Além de alteracdoes no perfil de metilagdo, alteracGes no perfil de expressdo de
microRNAs (miRNAs) estdo sendo descritas como eventos relacionados a carninogénese
esofagica (Costa et al, 2013). Ja foi observado que os miRNAs miR-338-3p, miR-218 e miR-
139-5p apresentam expressao suprimida no tumor em relacdo ao tecido adjacente ndo tumoral
enquanto que 0s MIRNAs miR-183, miR-574-5p, miR-21 e mIiR-601 apresentam
superexpressdo no tumor (Yang et al, 2013). Portanto, a expressédo diferencial de miRNAs em
CEE pode ser associada com a incidéncia e desenvolvimento de CEE e até mesmo com
exposicdo aos fatores de risco associados, apresentando valor prognostico em CEE (Li et al,
2013; Zhao et al,2013).
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Figura 6 - Representagdo da associacdo entre as alteracbes moleculares associadas a
carcinoénese esofagica e a histdria natural da doenca. AlteracGes genéticas e epigenéticas ja
foram descritas em lesdes pré-neoplasicas no epitélio estratificado do eséfago. Alguns
biomarcadores de diagndstico precoce e de diagnostico também ja foram descritos, entretanto
poucos trabalhos de larga escala foram realizados, havendo a necessidade de maiores estudos
para elucidar a carcinogénese neste tecido e melhorar o prognostico dos paciente.

e e e e e
e e e o S e

Epitélio Escamoso
Estratificado

—— Lamina prépria

e
{:ﬁ—q:_—-h
PRI 53085 54800 5 sbeALRRRMBARRRN 4| — <orc muscula

Epitélio Esofagico Normal Morte

v A\ j
Iniciacdo Tumaral CEE Avancado

A4

Biomarcadores de prognéstico
CEE Precoce Perfil de TP53, Expressio de IL6 e miRNAS
(MIR-375, MIR-192, miR21,
miR-181b, MR-148b, MiR-150)

Primeiras Alteragdes Moleculares:
Mutag&o em TP53, alteragbes enigenéticas como
hipemetilacde em BCL3 e Hipermetilacdo em TFF1

Biomarcadores de Diagnéstico: o5 Macrofagos
Diminuigdo daexpressio de SFRR3 e . -
Alteracio na expressdo de miRNAS © Cél. Inflamatorias
@ Cels. Tumorais

Fonte: Costa et al, 2013.

Apesar da alta incidéncia de CEE no mundo, dentre os 10 tipos de tumor mais
incidentes o CEE é aquele com o menor numero de publicacdes cientificas em periddicos
indexados. Assim, mesmo com todo 0 avanco nas diversas areas da medicina e da pesquisa, a
compreensdo das alteragdes moleculares envolvidas na génese do CE, assim como
biomarcadores de diagndstico precoce ou de progndéstico esta distante de ser estabelecida.
Algumas ferramentas de analises moleculares de nova geracdo como a andlise do perfil de
transcrigdo através de microarranjo de cDNA podem ser fundamentais para aprimorar 0S
conhecimentos sobre a carcinogénese esofagica, com a identificacdo de possiveis

biomarcadores de deteccdo precoce dos tumores e genes candidatos para terapia-alvo.
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Microarranjo de DNA e Cancer

A tecnologia de microarranjo de DNA € um instrumento revolucionario para o
rastreamento simultdneo de milhares de genes a fim de identificar possiveis expressdes
genicas diferenciais entre diferentes condi¢Ges. Sob a premissa de que alguns genes seriam
diferencialmente expressos como uma consequéncia direta de um processo de uma
determinada doenca, omonitoramento de padrdes de expressdo génica fornece dados
extremamente valiosos para a compreensao dos processos bioldgicos e celulares subjacentes a
uma doencga, podendo ter utilizacdo até na identificacdo de alvos de novas drogas
(Amaratunga et al, 2007).

O microarranjo de DNA e o sequenciamento de nova geracdo (NGS) sdo atualmente
as duas técnicas mais importantes para analises genémicas em larga escala. Nos ultimos 20
anos, a tecnologia de microarranjo de DNA tem evoluido e encontra-se bem estabelecida
(Alminana e Fazeli, 2012).

A ténica de microarranjo de DNA baseia-se na capacidade do DNA localizar e ligar-se
espontaneamente a uma sequéncia de bases complementares (sondas), de uma forma
altamente especifica, rapida e reversivel (Sassolas et al, 2008). Os dados oriundos da analise
de microarranjo de DNA devem ser depositados em repositdrios publicos, como o Gene
Expression Omnibus (GEO) (Barrett et al, 2013). Ao longo dos anos esta tecnologia tem sido
aplicada na analise do genoma em diferentes areas da pesquisa em saude, permitindo realizar
associacOes entre alteracGes no perfil de expressdo génica e patologias especificas (Mello-
Coelho e Hess,2005; Beltrami et al, 2007; Paratore et al, 2012). Embora as informacGes
coletadas possam ser relevantes do ponto de vista médico, eles ndo sdo facilmente acessiveis
na rotina clinica. Até o momento, poucos estudos translacionais foram realizados com esta
técnica. O principal motivo estd relacionado com a complexidade desta tecnologia, que é
adequada para pesquisa mas ndo para os diagnasticos de rotina (Guarnaccia et al, 2014).

Os principais beneficios da tecnologia microarranjo de DNA sdo a anélise de alto
rendimento, a miniaturizacdo e a seguranca (Timlin, 2006). A analise de alto rendimento
permite paralelismo através de uma comparagdo direta entre milhares de sondas alvo
hibridadas em um chip e com os alvos complementares. Esta vantagem foi atingida atraves da
miniaturizagdo da superficie da matriz, conduzindo também a uma melhoria significativa em
termos de diminuicdo do volume de reagdo, o aumento da concentracdo da amostra e de

aceleracdo da cinética de hibridacdo. O aumento da seguranca deriva da utilizagdo de métodos
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de marcacdo com fluorocromos, que evitam 0 manuseamento por parte do operador de
compostos radioativos ou toxicos durante o processo experimental (Held et al, 2006).

O cancer ¢ uma doenca altamente complexa, que pode abranger varias alteracbes
gendmicas, incluindo mutacdes pontuais, translocagdes, amplificacdes de genes, modificacdes
epigenéticas, splicing aberrantes e alteracdes no padrdo de expressdo génica. Estas alteracGes
podem ser herdadas ou adquiridas somaticamente durante a progressdo de uma célula normal
a uma célula cancerosa. Durante a Ultima década cada vez mais resultados de pesquisa tém
determinado como estas perturbacdes gendmicas podem conduzir a sobrevivéncia de células
tumorais, alterando mecanismos de controle do ciclo celular, reparo do DNA, diferenciacéo
celular, fuga da apoptose, vascularizagdo do tumor e do metabilismo tumoral. Ao melhorar a
compreensdo destes mecanismos moleculares obtem-se uma maior compreensdo sobre a
iniciacdo da carcinogénese, sua progressao e sua sensibilidade a terapéutica (Garraway et al,
2005).

O tratamento do cancer de mama foi potencializado com os avangos na classificacao
dos tumores proporcionados por microarranjo de DNA. Esta ferramenta foi fundamental para
quebrar os paradigmas de diagnostico e estabelecer uma assinatura molecular de expressao
génica. A classificacdo do cancer da mama com base no perfil de expressao génica capta a
complexidade molecular destes tumores. Por esta razdo, os padrées que distinguem o0s
subtipos parecem oferecer uma estratificacdo mais refinada dos pacientes em comparacao
com marcadores tumorais individuais, como receptor de estrogénio e de progesterona. Estes
estudos contribuiram no conhecimento do perfil de transcricdo génica nas células dos tumores
de mama, na compreensdo das alteracGes genéticas presentes nestas neoplasias e em Ultima
analise, na evolucdo da doenca e tratamento do paciente (Perou et al, 2000; Sorlie et al,
2003).

Observamos a importancia da técnica de microarranjo fazendo uma rapida pesquisa
dos trabalhos publicados no site pubmed.gov utilizando palavras-chave relacionadas a
“pesquisa em cancer” (Quadro 1). Mais de 14 mil trabalhos foram publicados até a redagao
desta tese relacionando a analise de expressdao génica por microarranjo (microarranjo de

DNA) e cancer, evidénciando com isso que esta metodologia é de grande relevancia.
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Quadro 1 - Pesquisa de numeros trabalhos em cancer relacionados a tecnologia de

microarranjo de DNA

Palavras-chave

Numero de trabalhos
publicados (PUBMED)

Microarray 60014
Gene expression microarray 41825
Gene expression microarray cancer 14287
Gene expression microarray breast cancer 2496
Gene expression microarray lung cancer 1250
Gene expression microarray colorectal cancer 1030
Gene expression microarray esophageal cancer 252

Gene expression microarray esophageal squamous cell carcinoma 35

Fonte: pubmed.gov

Entretanto, enquanto que para algumas neoplasias existem mais de 1.000 trabalhos

publicados utilizando a técnica de microarranjo de DNA, o CEE tem somente 35 trabalhos

publicados desde o advento da técnica, sendo 26 realizados na China e Japdo e nenhum feito

na América do Sul (Quadro 2). Este fato evidencia a necessidade de aumentar a

implementacdo de metodologias de larga escala na pesquisa de CEE, uma vez que esta doenca

apresenta uma alta letalidade.
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Quadro 2 - Estratificacdo dos trabalhos publicados correlacionando microarranjo de DNA e
CEE pela nacionalidade dos pacientes estudados

Nacionalidade dos pacientes NUmero de
analisados nos trabalhos trabalhos
Japéo 16
China 10
Alemanha 1
Australia 1
Estados Unidos 1
india 1
Ird 1
Singapura 1
Taiwan 1

Biomarcadores no diagnostico e tratamento cancer

A prética clinica tem observado que pacientes com as mesmas caracteristicas clinico-
patoldgicas apresentam perfis de resposta distintos ao tratamento oncolégico. Essa observacdo
pode ser melhor explicada com as novas tecnologias de pesquisas moleculares que permitem
nos aprofundar nos eventos genémicos e moleculares que sustentam a carcinogénese, tendo
assim uma oportunidade de entender melhor a resposta, melhorando o uso das terapias atuais
e fomentar o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas (Willyard et al., 2013).

Um melhor conhecimento da patologia molecular do cancer permite aprofundar os
conhecimentos acerca da complexidade e diversidade que definem o cancer como um
conjunto de multiplas doengas. Iniciativas em pesquisa em larga escala, atraves de consorcios,
para mapear as alteracdes moleculares, como a Internacional Cancer Genome Consortium
(ICGC), The Cancer Genome Atlas (TCGA) e outros projetos estdo focados em revelar a
grande heterogeneidade intertumoural e intratumoral, mesmo em tumores que S&o
morfologicamente indistinguiveis. Munido deste conhecimento novo, talvez ndo seja
surpreendente que se descubra uma variabilidade substancial na capacidade de resposta

terapéutica entre o0s pacientes portadores de um mesmo tipo de tumor. Esta nova gama de
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conhecimento coloca desafios consideraveis, mas apresenta oportunidades para 0 avanco na
terapia oncolégica (Kim et al., 2014).

Apesar de menos de 10% dos tumores serem originados de alteracGes herdadas via
heranca mendeliana, a capacidade das células malignas para proliferar e formar metastases
pode e deve ser atribuida em grande parte a alteracGes genéticas somaticas. Essas alteragdes
normalmente levam a ativacdo de proto-oncogenes, inativacdo de genes supressores de tumor
e / ou inativagdo dos mecanismos de reparo do DNA. Embora esse paradigma genético
geralmente seja verdadeiro, ele ndo leva em conta a complexidade molecular do cancer. Uma
melhor apreciagdo da complexidade molecular tumoral vem sendo descoberta com os recentes
avancos em tecnologias de alta rendimento, que tem proporcionado a descoberta de um
nimero maior de genes candidatos a biomarcadores, com valor projetado para avaliacdo de
risco, rastreio, diagndstico, progndéstico e seleccdo e monitoramento das terapias (Negm, et
al., 2002).

Avancos nas anélises génicas de alto rendimento tém sido desenvolvidos para avaliar a
expressdao de RNAm de forma global. Entre as principais empresas estdo Affymetrix e
NimbleGen, produtoras de matrizes capazes de realizar analises globais de perfil de expressdo
de uma amostra (Mischel et al., 2004) . Como dito anteriormente, a classificacdo do cancer de
mama baseada em padrdes de expressao génica identificou subtipos moleculares previamente
desconhecidas que estdo associados com a sobrevida dos pacientes e prognostico (Perou et al,
2000; Sorlie et al, 2003). Os niveis de expressdo génica de enzimas-chave para o
metabolismo de drogas tém sido usados antes do inicio do tratamento para prever a resposta a
quimioterapia em cancer de pulméo (Rosell et al., 2004) e colon (Salonga, et al. 2000).
Abordagens similares tém levado a novas descobertas para outros tumores, incluindo
melanoma, leucemias, linfomas, cancer de prostata e outros (Ludwig e Weinstein, 2005).

A validacdo de um biomarcador é um processo longo e complexo. Independentemente
do seu uso pretendido, essas moléculas devem passar por uma serie de testes para que possam
ser consideradas na clinica. Para isso, foram propostas cinco fases conceituais de
desenvolvimento de biomarcadores (Figura 7): exploratdria pré-clinico (I), ensaio clinico e
validacgdo (1), retrospectiva longitudinal (111), o rastreio prospectivo (IV) e controle do cancer
(V) (Pepe, et al. 2001).

Idealmente, os biomarcadores devem ser validados de forma analoga em estudos
prospectivos, bem controlados em grupos de pacientes de diferentes instituicoes, com padroes
bem estabelecidos para todas as etapas do processo. Essas medidas incluem, por exemplo, a

coleta de tecido, a purificacdo do RNA, a amplificacdo (se necessario), hibridacéo, a captura
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de dados, normalizacdo dos resultados e andlise estatistica. Além disso, deve haver
reprodutibilidade dentro e entre laboratérios (Hammond e Taube, 2002).

Figura 7 - Cronologia do desenvolvimento de um biomarcador. Apés a identificacdo de
candidatos a biomarcadores, estas moléculas ou alteragbes devem passar por diversos

processos de validacao antes de serem empregados na rotina clinica.
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Fonte: adaptado de Ludwig & Weinstein, 2005.

Assim, a identificacdo de bimarcadores de diagnostico e predicdo de tratamento e uma
caracterizacdo molecular do perfil de expresséo génica do CEE se mostra fundamental para a
compreensdo desta doenca, uma vez que ela aprenta um progndstico muito ruim e pouco se
sabe sobre a génese deste tumor, mesmo ele sendo um dos tumores mais incidentes e fatais no

mundo.
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo Geral.

Avaliar o perfil de expressao génica global em carcinomas epidermoides de eséfago e

identificar genes diferencialmente expressos com potencial biomarcador de diagndstico ou

prognostico e aumentar o conhecimento acerca da biologia deste tumor.

1.2.

Objetivos Especificos.

. Determinar o perfil de expressao génica global em CEE, selecionando os genes
diferencialmente expressos através da técnida de microarranjo de DNA, comparando
tecido tumoral, mucosa adjacente ao tumor e mucosa esofagica saudavel;

. Realizar o enriquecimento dos genes diferencialmente expressos na plataforma
Gene Ontology no intlito de identificar os processos bioldgicos alterados em CEE;

. Validar o resultado do microarranjo de DNA através de PCR em tempo real,;

. Avaliar os dados clinicos e patolégicos dos pacientes e correlacionar os dados
com a sobrevida dos pacientes;

. Avaliar a sensibilidade e especificidadeda expressdéo dos genes
diferencialmente expressos selecionados em discriminar alteraces no epitélio
esofagico através de curva ROC

o Avaliacéo da relacdo da expressdo génica de genes diferencialmente expressos
selecionadoscom a sobrevida dos pacientes com CEE;

o Realizar ensaios funcionas alterando o perfil de expressdo de FOXM1 em
linhagem de CEE, verifando niveis de viabilidade celular, proliferacdo, apoptose e

morte celular e fases do ciclo celular
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta das amostras e dos dados clinico-patoldgicos dos pacientes

O presente estudo teve como base uma coorte prospectiva composta de 43 pacientes
portadores de CEE primario. Foram considerados os seguintes critérios para a incluséo dos
pacientes no estudo:

- Casos cujo laudo histopatoldgico confirmou o diagnéstico de CEE revisto na Divisao
de Patologia (DIPAT) INCA;

- Pacientes que ainda nao haviam sido submetidos a qualquer tratamento na ocasido da
bidpsia;

- Pacientes cadastrados no Banco Nacional de Tumores (BNT) — INCA, onde as
amostras eram armazenadas;

- Pacientes em condicdes clinicas que permitissem realizacdo de endoscopia digestiva
alta e bidpsias no Servigo de Endoscopia - INCA.

Além dos procedimentos vinculados ao BNT-INCA, o projeto de pesquisa foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituicdo, sob o nimero 116/11 (ANEXO
A).

Foram coletadas bidpsias de CEE e do tecido adjacente ao tumor de cada paciente
incluido no trabalho. Além das biopsias para o estudo, foram coletadas biopsias para analise
histopatologicas para confirmagdo da histologia do material coletado. As bidpsias foram
preservadas em solucdo de RNAlater (Ambion), a -80°C, seguindo orientacfes do fabricante.
Os dados clinicos e patoldgicos de cada paciente estdo listados na Quadro 3.

Também foram coletadas bidpsias de es6fago de 08 pacientes sem qualquer alteracéo
nesse tecido e sem historico de cancer. Esses pacientes foram recrutados no Ambulatorio de
Gastroenterologia do Hospital Universitario Pedro Ernesto - HUPE/UERJ, com o projeto de
pesquisa aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituicdo, sob o nimero 416 -
CEP/HUPE (ANEXO B).
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Quadro 3 - Dados clinico e patolégicos das amostras de CEE

Data de e .
) Idade P Data do Ultima : o . ox Estadio

0 Z
N m?ltlrlcula Sexo (anos) Obito Obito Consulta Sobrevida  Subsitio Diferenciagéo T N M Tumor

2 03/11/2006 F 62 S 11/05/2008 N/A 18.5 C15.4 pouco 3 1 1 4

4 09/03/2007 M 66 s 29/05/2010 N/A 39.2 C15.4 moderadamente 4

6  18/01/2008 M 73 23/06/2011 N/A 41.7 C15.3 moderadamente 4

8  13/03/2008 M 59 S 25/09/2009 N/A 18.7 C15.4 moderadamente 3 1 0 3

10  18/07/2008 53 05/08/2009  01/08/2009 12.8 C15.3 moderadamente 2a

12 29/09/2008 M 46 S 05/02/2012 N/A 40.8 C15.4 pouco 3 1 0 3

14 03/03/2009 M 69 s 09/09/2009 N/A 6.3 C155 moderadamente

16  16/09/2011 M 54 28/01/2012 N/A 4.5 C15.4 moderadamente

18  31/08/2012 M 56 N N/A 30/04/2014 20.2 C155 moderadamente 1 0 0 la

20  27/08/2012 M 66 06/04/2013 N/A 7.4 C15.4 moderadamente

22 18/09/2012 M 51 S 26/03/2013 N/A 6.3 C15.4 moderadamente 3 0 0 2a

C15.3-

0154 moderadamente

24 22/10/2012 M 59 08/11/2013 N/A 12.7

C15.4-

26 14/12/2012 M 07/05/2014 17.0 C15.5

28  22/01/2013 M 04/05/2013 E C15.0 moderadamente  N/A N/A  N/A

30 14/02/2013 m 58 NA 28/04/2014 14.6 C15.4 moderadamente 1b N/A  N/A

32 14/03/2013 F 58 S 14/10/2013  28/06/2013 7.1 C15.3 pouco 3 0 0 2

34 12/03/2013 M 60 NA 29/08/2013 5.7 C155 moderadamente

C15.0-

36  25/04/2013 F 13/08/2013 C15.3

moderadamente N/A  N/A  N/A

38  25/04/2013 M 73 16/01/2014 N/A 8.9 Ci15.4 pouco N/A N/A NA

40  19/04/2013 M 48 N NA 10/04/2014 11.9 C155 moderadamente 3 N/A N/A 4

C15.3-

C15.4 moderadamente

42 11/06/2013 M 29/04/2014 10.7
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2.2. Extracdo de RNA e determinagéo da integridade

2.2.1. Extracdo de RNA

As amostras de CEE e tecido adjacente coletadas foram processadas no laboratorio do
BNT-INCA, como determina o regimento da instituicdo. Para a extracdo do RNA total, foi
utilizado o RNeasy Mini kit (Qiagen), seguindo as orientacGes do fabricante:

- Um fragmento da bidpsia de até 30 mg foi colocado em um microtubo de 1,5 mL
junto com 200 uL do tampdo RLT com beta-mercaptoetanol. Ap6s macerar o tecido, com
auxilio de um pildo, foram adicionados mais 400 uL do tamp&o 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. Aposhomogeneizacdo, 700 uL da solucdo 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 termino, o liquido do tubo coletor foi descartado e o procedimento foi
repetido até passar toda a solucdo pela coluna. Em seguida, 700 uL do tampdo RW1 foram
adicionados na coluna de purificagdo e centrifugados por 15 s a 8.000 x g. Ao termino, 0
liquido do tubo coletor foi descartado e 500 pL do tampdo RPE foram adicionados a coluna
de purificacéo 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.
Apos essa centrifugacdo, a coluna foi transferida para um microtubo de 1,5 mL e 30 uL 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 o0 RNA
total extraido foram armazenados a -80°C.
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2.2.2. Quantificacdo e Determinacdo da Integridade do RNA

A concentracdo de RNA nas amostras foi determinada a partir de 1,0 uL de RNA
extraido das amostras, utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop (Uniscience) com
absorvancia determinada no comprimento de onda de 260 nm. O célculo da concentra¢do do
RNA tomou por base a informacdo de que uma unidade de absorvancia corresponde a uma
concentracdo de 40 ug / mL de RNA.

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 0os rRNAs 18S e 28S e a presenca de material degradado, conforme apresentado na

Figura 8.

Figura 8 - Eletroferograma representando o padrdo de RNA encontrado na amostra de tumor
05 analisada no equipamento Bioanalizer
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Legenda: A: pico representando o rRNA 18S; B: pico representando o rRNA 28S; C: Area de
analise de RNA degradado.
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2.3.  Microarranjo de DNA

Nesta etapa foram utilizados 15 RNAs extraidos de amostras coletadas de CEE e do
tecido adjacente de cada paciente e 5 RNAs extraidos de amostras saudaveis do HUPE/UERJ.
A preparagdo das amostras para a andlise de microarranjo de DNA foi realizada com a
utilizacdo do WT Expression Kit (Ambion), conforme recomendacdo da Affymetrix,
produtora dos chips para microarranjo utilizados nessa tese (Gene Chip Expression Analysis
Technical Manual - Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA).

O RNA total de cada tumor e tecido adjacente foi convertido em cDNA dupla-fita
utilizando o oligonucleotideo iniciador T7-Oligo(dT)24 de sequéncia 5° -
GGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGGCGG-(dT)24 — 3°. Para tanto,
3,0 uL contendo 100 ng de RNA foram adicionados em um microtubo contendo 2,0 uL do
controle Poly-A e 5,0 uL do mix para sintese da primeira fita de cDNA. Os tubos contendo
cada uma das reacdes foram incubados no termociclador Veriti (Applied Biosystems) com as

seguintes condi¢oes:

- 1 hora a 25°C;
-1 horaa42°C;

-2 min a 4°C.

Apds este processo, 0s tubos foram colocados no gelo e a sintese da segunda fita de
cDNA foi feita imediatamente em seguida, formando um cDNA dupla-fita. Apds a adicdo de
50,0 uL do Second-Strand Mix em cada uma das reagdes, e os microtubos foram incubados

no termociclador Veriti (Applied Biosystems) com as seguintes condices:

-1 horaa 16°C;
- 10 min & 65°C;

-2 min a 4°C.

Para a sintese do cRNA biotinilado, o volume total do cDNA sintetizado (60,0 pL) foi

utilizado em uma reacdo de transcri¢do in vitro, contendo 24,0 uL de tampéo e 6,0 uL da
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enzima para a transcrigdo in vitro. A reacéo foi realizada incubando a mistura por 16 horas a
40°C no termociclador Veriti (Applied Biosystems).

Apobs o final do processo, o cRNA foi purificado utilizando beads magnéticas (Nucleic
Acid Binding Beads, Ambion®, Life Technologies™, USA), utilizando o seguinte protocolo:

- Em cada tubo contendo cRNA foram adicionados 50,0 uL do tampé&o das beads
magnéticas e 10,0 uL das beads magnéticas, homogeneizando por pipetagem. Essa solucdo
foi transferida para placa em U fornecida pelo kit e 60,0 uL de isopropanol (MERCK) foram
adicionados em cada tubo, homogeneizando por pipetagem. Apds agitacdo em placa por dois
minutos a 400 rpm, a mesma foi retirada e colocada sobre uma placa magnética por 5
minutos. Em seguida, o sobrenadante foi retirado sem perturbar as beads, que estéo ligadas ao
cRNA. Em seguida, as beads foram lavadas duas vezes com solucdo de lavagem de acidos
nucleicos fornecida pelo kit, utilizando o misturador de placas e a placa magnética como
descrito anteriormente, retirando o sobrenadante no final. Posteriormente, o cRNA foi eluido
adicionando 40,0 uL de solucéo de eluicdo, fornecida pelo Kit, pré-aquecida por 10 min a
58°C. Em seguida a placa foi incubada por 2 min, com subsequente rotacdo vigorosa no
misturador de placas por 3 min. A placa em U foi colocada em sobre a placa magnética e o
sobrenadante contendo o cRNA purificado foi transferido para tubos de 0,5 mL. A solucéo foi
armazernada em gelo e foi feita a nova sintese de cDNA.

Antes de proceder com a nova sintese de cDNA, a eficiéncia da reagdo foi verificada
através de quantificagdo no espectrofotdbmetro NanoDrop (Uniscience) com absorvancia
determinada no comprimento de onda de 260 nm. As reacdes foram consideradas eficientes
quando a concentragdo de cRNA foi maior ou igual a 455 ng/uL.

O segundo ciclo de sintese de cDNA foi realizado com 10,0 ng de cRNA purificado e
2,0 uL de oligonucleotideos randdmicos com incubacgdo de 5 min a 70°C, 5 min a 25°C e 2
min a 4°C. Um total de 16,0 uL do produto da reacéo foi adicionado a 8,0 uL de tampéo e 8,0
uL de enzima, ambos fornecidos pelo kit, e posteriormente incubados por 10 min a 25°C, 90
min a 42°C, 10 min a 72°C e 2 min a 4°C. Para hidroliza¢do, 2,0 uL de RNaseH foi
adicionada a mistura, a qual foi submetida a incubacéo por 45 min a 37°C, 5 min a 95°C e 2
min a 4°C. O produto do segundo ciclo de cDNA foi entdo purificado utilizando beads
magnéticas da mesma forma descrita anteriormente no item “Sintese e purificacdo de cRNA”
, utilizando etanol (MERCK) no lugar do isopropanol, fornecendo um cDNA simples fita
(ssDNA) que foi quantificado para avaliar a eficiéncia da reacdo no espectrofotdmetro

NanoDrop (Uniscience) com absorvancia determinada no comprimento de onda de 260 nm.
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As reacOes foram consideradas eficientes quando apresentaram concentracdo de sSDNA maior

ou igual a 185,0 ng/uL.

2.3.1. Fragmentacdo e Hibridacdo no Chip Human Exon 1.0 ST

Para hibridacdo, 5,5 pg de cRNA (em um volume de 10 pL) de cada amostra foram
fragmentados com 4,8 uL de tamp&o de fragmentacdo 10X, 1,0 uL da enzima Uracil-DNA
Glycosylase (UDG), 1,0 uL da enzima Humanapurinic/ apyrimidinicendonuclease (APE) e
agua para completar o volume final de 48,0 uL. Essa mistura foi posteriormente incubada a
60 min a 37°C, 2 min a 95°C e 2 min a 4°C. O tamanho dos fragmentos foi verificado por
eletroforese em gel de agarose. Antes da fragmentacédo as bandas devem ser equivalentes a 0,5
kb e, ap0s a fragmentacdo devem serequivalentes a fragmentos de 35 a 200 bases. A primeira
marcacgdo foi realizada com 45,0 uL do produto da fragmentacdo e 12,0 uL de tampéo
concentrado (5x) da Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (TdT), 2,0 uL de TdT e 1,0 uL
de DNA labelling reagent, incubada a 60 min a 37°C, 10 min a 70°C e 2 min a 4°C.

Para cada amostra de tecido tumoral ou adjacente ao tumor sera utilizado um chip de
microarranjo Human Exon 1.0 ST (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA). As sondas dos
arrays sdo produzidas utilizando tecnologias que combinam fotolitografia e quimica
combinatéria, sendo que até 1,3 milhdo de diferentes sondas de oligonucleotideos sdo
sintetizadas em cada array. Cada um desses oligonucleotideos estd localizado em uma area
especifica do array chamada de probecell e cada uma delas pode conter milhares até milhGes
de cdpias de um determinado oligonucleotideo. Os arrays foram previamente equilibrados a
temperatura ambiente. Uma mistura de reacdo para cada amostra foi preparada, tomando-se o
cuidado de aquecer previamente a solucdo estoque de controles de hibridacdo eucarioticos
20X a 65°C por 5 minutos para a completa ressuspensédo do ssDNA. A mistura de reacao é
composta por agua ultrapura em quantidade suficiente para 100,0 uL, 27,0 uL da reacdo
ssSDNA fragmentada, 1,7 uL de oligonucleotideo B2 Controle (Affymetrix), 50 uL de
controles de hibridagéo eucaritticos 20X (bioB, bioC, bioD, cre) (Affymetrix), 50,0 uL de
tampé&o de hibridagcdo 2X e 7,0 uL de DMSO. Essa mistura foi aquecida a 99°C por 5 min e
logo em seguida resfriada a 45°C por 5 min. Os microtubos contendo as misturas de reagdo
foram centrifugados por 5 min na velocidade de 12.000 x g para remover qualquer material
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insoltvel. A solucdo tampédo foi removida dos cartuchos e substituida pela mistura de reacdo
clarificada. Os arrays foram acondicionados em caixas rotisserie em forno de hibridagéo a
45°C e hibridados por 17 horas com rotacdo de 60 rpm. Todo o processo de lavagem e
coloracdo foram feitos na estacéo fluidica GeneChip® Fluidics Station 450 de acordo com a
seguinte programacdo: 10 ciclos de 2 mixes/ciclo com tampdo A a 30°C, 6 ciclos de 15
mixes/ciclo com tampdo B a 50°C, tampdo SAPE por 5 min a 35°C, 10 ciclos de 4
mixes/ciclo com tampéo A a 30°C, solucédo de anticorpo por 5 min a 35°C, tamp&o SAPE por

5 min a 35°C e 15 ciclos de 4 mixes/ciclo com tampéo A a 35°C.

2.3.2. Leitura dos Chips e aquisicdo dos valores de expressio

Para a leitura dptica dos chips Human Exon 1.0 ST os arranjos de sonda foram lidos
em scanner GeneArray® Scanner 7G (Affymetrix), equipado com laser de ion argonio,
programado segundo as instrucbes do fabricante, atribuindo-se 3 um para o valor de pixel e
comprimento de onda de 570 nm. A captura das imagens e andlise inicial das hibridacGes
foram feitas com o software Affymetrix® Expression Console™ e os arquivos gerados foram

salvos em formato *.cel.

2.3.3. Determinacio de genes diferencialmente expressos

Os dados obtidos na aquisicdo dos sinais de fluorescéncia presentes nos arquivos *.cel
foram normalizados e sumarizados utilizando o software Expression Console (Affymetrix).
Para tanto foi utilizado o algoritmo RMA (Robust Multi-array Average), que gerou uma
matriz formada pelas sondas nas linhas e amostras nas colunas. Apds a normalizagdo e
sumarizagdo, os dados foram analisados no software R / Bioconductor(Development core
team, 2004), utilizando os pacote Limma. O Limma foi desenvolvido para analises de
expressao diferencial génica de dados oriundos de experimentos de microarranjo de DNA
(Wettenhal e Smyth, 2004).
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Uma analise de componente principal foi realizada utilizando todos os dados presentes
no RMA, visando observar como a variancia na expressao de todas as sondas impactaria no
agrupamento das amostras. Para tanto foi utilizado o pacote "pcaMethods".

Apbés a adequacdo no modelo linear os genes foram classificados como
diferencialmente expressos aplicando-se 0s seguintes critérios: valor de p ajustado menor que
0,05, odds probability maior que 95% e log2 Fold Change absoluto maior ou igual a 1.

Apbs a selecdo dos genes diferencialmente expressos, foi realizada uma analise de
agrupamento hierarquico bayesiano das amostras nas duas dimens@es (Heller e Ghahramani,
2003), havendo a formacédo de grupos génicos. Cada grupo génico formado foi enriquecido
utilizando as plataformas GeneOntology (GO) (The Gene Ontology Consortium, 2000) e
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa et al., 2004)

2.4.  Validacéo do resultado do microarray de DNA por PCR em tempo real

2.4.1. Sintese cDNA - Reacdo da Transcriptase Reversa

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

- Em um microtubo foram adicionados 250 ng de primer randémico (Promega), 500
ng de RNA alvo, 1pL do set de dNTPs a 10mM e agua RNase FREE suficiente para
completar o volume final de 20 pL de reagdo, aquecer por 5 minutos a 65°C. Em seguida,
foram adicionados 4 pL do tampdo da enzima transcriptase reversa (5X) fornecido pelo
fabricante (Invitrogen) e 2 pL. de DTT 0,1M, incubar por 2 min a 25°C. Em seguida, foi
adicionado 1 pL 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.Apos a

sintese, o cDNA foir armazenado a -20°C
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2.4.2. PCR em tempo real

As reacOes de PCR em tempo real (QPCR) foram realizadas na plataforma Rotor-gene
(Qiagen). Em cada reacdo foi adicionado 7,5 pL de tamp&o SYBR green FAST 2x (Qiagen),
0,3 pL de cada um dos oligonucleotideos especificos da reagdo a 10 uM, 1,0 uL de cDNA
diluidos 1:20 e 5,5 pL de agua deionizada autoclavada. As reacdes ocorreram com a seguinte

ciclagem:

(- 12 etapa: 1 X 95°C por 5 min
- 2% etapa: 40X 95°C por 5 seg

60°C por 10 seg com posterior captura de

L fluorescéncia.

Para a quantificacao dos resultados e determinacdo da eficiéncia dos oligonucleotideos
iniciadores especificos para cada gene foi estabelecido uma curva padrdo de expressdo
utilizando uma diluicéo seriada de cDNA de um controle positivo da reacéo.

Apos a amplificacdo dos produtos foi feita a analise da curva de dissociacdo (curva de
Melt). Essa etapa é importante para verificar se 0s produtos observados na PCRq sdo
especificos e para verificar se ha formacdo de estruturas secundarias entre 0s
oligonucleotideos e contaminacgdo na reacao

A quantificagéo relativa de cada gene contra o controle interno, GAPDH e GUSB1, foi
possivel pelo método de ACq. Um grafico de amplificacdo, cujo eixo Y era o sinal de
fluorescéncia e o eixo X era o numero de ciclos, foi desenhado. No primeiro ciclo da reacédo
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 acimulo
de produto de PCR. Foi determinado, entdo, um limiar de deteccdo 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 ndo, no qual a fluorescéncia ultrapassou 0s
limiares previamente fixados. A diferenca entre as médias (de trés experimentos) do gene de
interesse e dos genes de referencia, GAPDH e GUSBL, foi calculada pelo programa Microsoft
Excel e o0 valor de quantificacéo relativa foi expresso como 244 ( Livak e Schmittgen, 2001).

As sequencias dos oligonucleotideos iniciadores da reacdo de PCR estdo descritas na
Quadro 4.



Quadro 4 - Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores das reacfes de qPCR

Gene Sentido Sequéncia (5' - 3")
FOXML Senso |AACCTTTCCCTGCACGACAT
Anti-senso| GGTCCAGTGGCTTAAACACC
PLK1 Senso |AGTACGGCCTTGGGTATCAG
Anti-senso| GTGCCGTCACGCTCTATGTA
AKT3 Senso |GCAAAGGATGAAGTGGCACA
Anti-senso] AAAACAGCTCGCCCCCATTA
PI3KR3 Sfanso TATATCTCCTGGCGACCTGC
Anti-senso|GCTTTGGTGGAAGAGCTGGA
CDK1 Senso |AAACTGCTCGCACTTGGCTT
Anti-senso| GGTATGGTAGATCCCGGCTTAT
STAT3 Sfanso AGAAACAGTTGGGACCCCTG
Anti-senso| GCTCCATTGGGAAGCTGTCA
MMPS Senso |GCGCTGGGCTTAGATCATTC
Anti-senso] GTTCAGGGCGAGGACCATAG
MMP12 Senso |GACTACACATTCAGGAGGCACA
Anti-senso] TGCCACGTATGTCATCAGCA
CCNBL Senso |GTAATGTTGTAGAGTTGGTGTCC
Anti-senso] CATGGTGCACTTTCCTCCTT
ETVS S.enso ACTGGAAGGCAAAGTCAAACA
Anti-senso| GCTGGGTCATCAAGAAGGGTGA
FSCN1 Senso |GCCTCCAGCAAGAATGCCAG
Anti-senso| ATGATGGGGCGGTTGATGAG
HOXD10 S'enso CAGGAGAAGGAAAGCAAAGAGGA
Anti-senso|CCAGCGTTTGGTGCTTAGTG
GUSBL Senso |TCGATGACATCACCGTCACC
Anti-senso] GTCCCATTCGCCACGACTTT
GAPDH S_enso CAACAGCCTCAAGATCATCAGCAA
Anti-senso] AGTGATGGCATGGACTGTGGTCAT
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2.5. Andlises Estatisticas

A analise de diferenca de expressdo entre os grupos de amostra analisados foi
realizada no softwareGraphPad Prism 5.0. Para tanto, foi realizado um teste de Kolmogarov-
Smirnov para verificar se os valores de expressdo génica das amostras de cada grupo séo
paramétricos, isto €, apresentaram uma distribuicdo normal. Em seguida, na analise de
diferenca de expressdo entre amostras de tumores e de tecidos adjacentes pareados com
valores paramétricos, foi aplicado o teste t para amostras pareadas. Se 0s grupos fossem néo
paramétricos foi utilizado o Wilcoxon matched pairs test. J& na andlise de diferenca de
expressao entre amostras nao pareadas utilizou-se teste t ndo pareado quando os grupos foram
paramétricos ou o teste de Mann-Whitney para grupos ndo paramétricos.

As correlagdes entre a expressao dos genes nas diferentes amostras foram realizadas
utilizando o teste de correlacdo de Pearson, quando os dados se apresentaram paramétricos ou
correlacdo de Spearman, quando os dados ndo foram paramétricos. A analise de correlacdo da
sobrevida dos pacientes com os valores de expressdo dos genes selecionados foi realizada
utilizando a curva de Kaplan-Meier. Para todos as anélises utilizou-se p < 0,05 como critério

para determinar valores significativos.

2.6. Ensaios funcionais com linhagem celular de CEE

2.6.1. Linhagem celular

Neste estudo foi utilizada a linhagem de células provenientes de carcinoma
epidermoide de eséfago, TE-1. A linhagem celular TE-1 é derivada de carcinoma
epidermodide de es6fago e apresenta uma mutacdo termo-sensivel em TP53,
representada pela troca de uma valina para uma metionina no cédon 272 do gene
(V272M) (Barnas et al., 1997).As caracteristicas da linhagem TE1 estdo listadas na
Quadro 5.

A linhagem celular foi periodicamente testada com MycoAlert®Mycoplasma

Detection Kit (Cambrex Bio Science, EUA) para a certificacdo de auséncia de infecgdo
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por micoplasma. Foi cultivada em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 1% do coquetel de penicilina/glutamina/estreptomicina (GIBCO BRL,
Gaithersburg, MD, EUA), e foi mantida em estufa a 37°C sob 10% de CO..

Quadro 5 - Caracteristicas da linhagem TE1 e capacidade de tumorigenicidade em

camundongos

) Tumorigenicidade

Individuo Tumor Origem
em camundongos

Idade Sexo Histologia Estdgio Diferenciagdo
Leséo
TE1 58 M CEE I Bem T +
primaria

2.6.2. Inibicdo da Expressdo Génica de FOXM1 pelo uso de RNA de Interferéncia
(siRNA)

A expressdo génica de FOXML1 foi inibida na linhagem celular TE-1 pelo uso de
SiRNA, seguindo as etapas descritas abaixo:

- As células foram cultivadas de 2 X 10° células TE-1 / mL / poco em placas
06-pocos a 37°C, por 24 horas;

- A incubacdo das linhagens foi realizada com um mix contendo agua nas
amostras controle, siRNA controle (SCR) ou anti-FOXM1 nas amostras por 24 horas.
O Mix foi constituido de 93 mL de meio OptiMEM (PAA), 1 mL de agua destilada ou
de siRNA controle 10 mM ou de siRNA anti-FOXM1 10 mM, 6 uL do reagente de
transfeccdo lipofectamina LTX (Invitrogen) e 11 ulL do reagente PLUS. Os siRNAs
controle e antiFOXM1 foram comprados na empresa Santa Cruz.

- Troca do meio de cultura RPMI e adicdo de novo Mix, conforme descrito na
etapa anterior e incubagdo com as amostras por mais 24 horas;

- As células das diferentes amostras foram coletadas com a utilizacdo de
tripsina (usando solugdo de 0,25% de tripsina, com EDTA, durante 5-10 min, a 37°C,
5% CO2).
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- centrifugacdo das células por 5 minutos a 1500 rpm;

- lavagem do precipitado obtido com PBS 1x gelado e transferéncia para um
tubo eppendorf;

- centrifugacdo por 5 minutos a 1500 rpm;

- descarte do sobrenadante e armazenamento do precipitado em freezer -80°C

para posterior extragdo de RNA e proteinas;

2.6.3. Transfeccdo do Vetor de Expressdo de FOXM1

A super-expresssdo de FOXM1, na linhagem celular TE-1, foi realizada por
transfeccdo de plasmideo contendo vetor de expressdo contendo o gene FOXM1 em
concentracdes crescentes (0,5; 1,0 e 2,0 ug), de acordo com o seguinte protocolo:

e cultivo de 3 X 10°células / 1mL / pogo por 24 horas;

Preparagdo do Mix:

e 96 uL de meio OptiMEM + 6 puL do reagente transfectante Lipofectamina

LTX (Invitrogen) deixados a temperatura ambiente por 5 minutos;

eadicdo de 0,5; 1,0 ou 2,0 ug de vetor de expresséo de FOXM1 (FOXM1-

pcDNA3 - sequencia codificante integral do FOXM1 clonada no vetor

pcDNA3) nas amostras teste ou quantidade equivalente de vetor vazio

(pcDNAS3, Invitrogen — mesmo vetor ndo contendo a sequéncia codificante do

FOXM1) nas amostras controle;

etemperatura ambiente por 15 minutos;

- distribuicdo de 100 uL do respectivo Mix para cada amostra e incubacédo por 24
horas;

- coleta das células das diferentes amostras, conforme descrito anteriormente.
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2.6.4. Ensaio de proliferacdo celular

A taxa de proliferacdo celular ap6s os tratamentos realizados foi medida pelo
ensaio de cristal violeta, seguindo o protocolo descrito abaixo:

As células foram lavadas com PBS e fixadas com etanol 100% por 10 minutos e
realizada a coloragdo com cristal violeta 0,05% (Vetec) por 10 minutos. A seguir,
lavagemos as células com agua destilada apds a incorporacdo do corante cristal violeta
e incubamos com metanol por 5 minutos em uma placa agitadora. O sobrenadante foi
coletado ap6s a solubilizacdo do corante pelo metanol e realizamos a leitura da
absorbancia utilizando espectrofotémetro leitor de ELISA (iMARK BIO-RAD) no

comprimento de onda de 490 nm.

2.6.5. Avaliacédo do ciclo celular

A andlise do perfil do ciclo celular das células utilizadas ap6s os tratamentos
efetuados foi realizada pela incorporacdo de iodeto de propideo as células, seguindo o
protocolo descrito abaixo:

- As células foram coletadas e contadas ap6s o término dos tratamentos e
reconstituidas na concentracdo de 1x10° células em 200 pL da solugdo de iodeto de
propideo (PBS; Triton X-100 0,1%; Rnase 0,1% e iodeto de propideo 50ug/mL —
Sigma), seguida de incubacdo no gelo por 5 minutos; Apds o tempo de incubacdo, o
ciclo celular foi avaliado por citometria de fluxo (FACScalibur Becton Dickison) apds
a aquisicao de 20.000 eventos. A excitacdo do fluorocromo foi realizada a partir de um
laser de argonio com um comprimento de onda de 488 nm e a emissdo coletada atraves
de um filtro de 630/22 nm.
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2.6.6. Ensaio de apoptose

Os niveis de apoptose das celulas apds os tratamentos realizados foram
avaliados pela marcagdo das mesmas com o anticorpo anti-anexina V, de acordo com

as etapas descritas em seguida:

- As células foram coletadas e contadas apds término dos tratamentos e
ressuspendidas na concentragdo de 1x105 células em 400 pl de tampdo de ligagdo
acrescido de 5 pL de anexina V FITC e 5 pL de iodeto de propideo (Apoptosis
Detection Kit 11 BD Biosciences) por 15 a temperatura ambiente. Ap6s o tempo de
incubacdo, a porcentagem de células positivas para anexina V foi avaliada por
citometria de fluxo (FACScalibur Becton Dickison), apds a aquisicdo de 20.000
eventos. A excitacdo do fluorocromo foi feita a partir de um laser de argénio com um
comprimento de onda de 488 nm e a emissdo foi coletada através de um filtro de
530/30 nm.
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3.  RESULTADOS

3.1. Dados clinicos e patologicos de pacientes com CEE

As caracteristicas clinico-patologicas dos pacientes que fizeram parte deste estudo
estdo listadas na Quadro 6. Os pacientes foram predominantemente do sexo masculino
(74,0%) com idade média de 59 anos (46-79 anos). Os tumores foram localizados
preferencialmente no terco médio do es6fago (44,0%), sendo a maioria (70,0%) classificada
como moderadamente diferenciado. Quanto ao estadiamento clinico, a maior parte desses
tumores foi classificado como Il e 111, 44,0% e 32,0% respectivamente.

Em relacdo a sobrevida global desses pacientes, foi observada uma mediana de 12,8
meses (DP = 2,691; IC 95% 7,493 - 18,040), sendo a menor sobrevida de 0,6 meses e a maior
de 67 meses. Assim, foi possivel notar que somente 22,5% dos pacientes apresentou
sobrevida maior que 20 meses e apenas um paciente apresentou sobrevida maior que 5 anos
(Figura 9).
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Quadro 6 - Caracteristicas clinicas e patoldgicas dos pacientes com CEE participantes do

estudo

Caracteristicas clinicas e patolégicas Frequéncia
Idade

<60 23
>60 20
Total 43
Sexo

Masculino 32
Feminino 11
Total 43
Obito

Né&o 12
Sim 31
Total 43
Localizag&o do tumor

Esofago Cervical 2
Esofago Cervical-Tergo Superior 1
Esofago Cervical-Terco Superior-Terco Médio 1
Tergo Inferior 6
Terco Médio 19
Terco Médio-Terco Inferior 4
Terco Superior 7
Tergo Superior-Tergo Médio 3
Total 43
Estadiamento clinico

| 2
1 19
1l 14
\V4 6
Total 42
Diferenciacdo do Tumor

Pouco 11
Moderadamente 30
Bem 2
Total 43
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Figura 9 - Curva de Kaplan-Meier apresentando a sobrevida global dos pacientes com CEE
participantes do estudo
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Em seguida, verificamos se alguma caracteristica clinica e patoldgica influenciou na

sobrevida desses pacientes, mas nenhuma das caracteristicas analisadas impactou com

significancia estatistica na sobrevida global (Quadro 7).

Quadro 7 - Caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes com CEE e associacdo com

sobrevida global

Tempo de sobrevida Valor

Variavel N° Eventos | Mediana DP IC 95% (Min/max) | dep
Idade
<60 23 14,83 2,06 10,79 18,87 0,731
260 20 10,9 3,12 4,77 17,02
Total 43 12,76
Estadiamento clinico
1-1A 19 12,733 4,306 4,293 21,174 0,974
B -1V 22 15,600 3,538 8,666 22,534
Total 41
Diferenciagao do
Tumor
Bem - Moderadamente 32 14,833 2,636 9,667 20,000 0,566
Pouco 1 8,867 2,513 3,941 13,792
Total 43

Legenda: DP — desvio padrdo; IC — intervalo de confianga 95%
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3.2.  Analise randémica do perfil de expressdo génica global de carcinoma
epidermoide de esdfago através da técnica de microarranjo de DNA

3.2.1. Determinacdo do numero de amostras para a andlise de expressdo global por

microarranjo de DNA

Com a finalidade de determinar o nimero de pares de amostras (tecido tumoral e
mucosa nao tumoral adjacente ao tumor) necessario para identificar a maioria dos genes
diferencialmente expressos (GDE) em CEE, verificamos o nimero de GDE em relacdo ao

aumento dos pares de amostras (Figura 10).

Figura 10 - Representacdo gréafica do nimero de GDE em relagdo ao nimero de pares de
amostras de pacientes com CEE analisados. O aumento no nimero de GDES cessa a partir da
analise com 13 pares de amostras de CEE e tecido adjacente.
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Foi possivel observar que a partir de 13 pares de amostras ndao houve ganho
consideravel no nimero de genes diferencialmente expressos, ou seja, os GDE mais
homogeneamente alterados no tumor em relagéo ao tecido adjacenteestdo presentes a partir da

analise com 13 pares de amostras.
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3.2.2. Comparacdo do perfil de expressdo génica global do tecido tumoral com a mucosa

adjacente ao tumor

A andlise de componente principal foi utilizada, uma transformacao linear ortogonal
que transforma todos os dados de expressdo de cada amostra em um novo sistema de
coordenadas de forma que a maior variancia por qualquer projecdo dos dados fica ao longo da
primeira coordenada (o chamado primeiro componente — PC1), a segunda maior variancia fica
ao longo da segunda coordenada (PC2), e assim por diante. Nesta analise, foi possivel
observar a separagdo das amostras em dois grupos, um grupo formado pelas amostras

tumorais e 0 outro pelas amostras de tecido ndo-tumoral adjacente ao tumor (Figura 11).

Figura 11 - Analise de componente principal utilizando os valores de expressdo por
microarranjo de DNA entre as amostras tumorais e mucosas ndo tumorais adjacentes ao
tumor. Pode-se observar a formacéao de dois grupos de amostras dispostos nas dimensdes PC1
e PC2, um grupo composto das amostras adjacentes ao tumor e 0 outro com as amostras de
CEE.
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Legenda: Pontos Vermelhos: amostras tumorais; Pontos Amarelos: Amostras ndo-tumorais
adjacentes aos tumores; PC1: componente principal 1; PC2: componente principal 2

A determinagdo de quais genes estariam diferencialmente expressos em CEE foi

realizada utilizando como critérios estatisticos o valor de p ajustado menor que 0,05, odds
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probability maior que 95% e log2 Fold Change absoluto maior ou igual a 1. Assim, apds a
utilizacdo desses critérios, foram encontrados 1064 GDE, sendo 791 super expressos e 270
menos expressos nos tumores quando comparados com a mucosa ndo tumoral adjacente ao
tumor (Figura 12). Os 20 genes mais super-expressos e 0s 20 genes mais sub-expressos nas
amostras tumorais em compara¢do com 0 a mucosa adjacente estdo listados na Quadro 8. A

lista completa dos GDEs esté presente no adendo 1 desta tese.

Figura 12 - Grafico em forma de vulcéo representando os GDEs em CEE

Valor de p ajustado (-log10)

..........................

Variacdo na expressio (log2)

Legenda: Pontos cinzas: genes que ndo apresentaram diferenca de expressdo significativa entre os grupos;
Pontos pretos: genes diferencialmente expressos entre 0s grupos analisados
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Quadro 8 - Lista dos 20 genes mais super-expressos e dos 20 mais sub-expressos nos tumores
qguando comparados com a mucosa nao tumoral adjacente ao tumor

Genes Super-Expressos em CEE |

Gene Symbol | Variacdo na Expressdo| valorde p
MMP12 2140 6.6E-09
LUM 18.66 1.8E-11
CCL18 1423 2.9E-08
GREM1 13.19 2.9E-08
SPP1 1226 8.4E-07
IL8 11.90 1.7E-07
MMP3 11.69 4 4E-08
IGJ 10.88 3.3E-06
COL12A1 10.71 2.5E-08
FN1 10.30 6.4E-07
IFI44L 10.18 4 6E-09
LAMC2 10.15 5.1E-09
SEMA3C 8.88 2 4E-08
MMP10 8.01 1.8E-07
PLA2G7 8.00 2.3E-1
TGFBI 7.70 4.0E-08
POSTN 7.68 1.6E-05
MMP2 7.38 3.8E-09
CXCL13 717 1.2E-05
C1S 71 4 4E-08

Genes Sub-Expressos em CEE |

Gene Symbol | Variacdo na Expressdo| valorde p
TMPRSS11B -4.06 1.5E-05
CRISP3 4.01 7.1E-05
ACER1 -3.29 8.3E-08
ENDOU -3.10 9.7E-07
KRT78 -2.96 5.7E-05
PPP1R3C -2.90 9.6E-05
SLURPA1 -2.87 1.3E-05
GYS2 -2.84 1.5E-06
PLA2G2A -2.82 1.2E-05
SCEL -2.73 8.6E-05
SH3BGRL2 -2.66 1.8E-06
HPGD -2.64 1.9E-05
GCOM1 -2.63 2.7E-06
CWH43 -2.56 1.4E-04
PADN -2.55 1.5E-06
RAETIE -2.46 6.9E-07
ANXAY 2.4 1.5E-05
ECM1 -2.37 1.3E-05
DPCR1 -2.37 2.9E-08
MT1G 2.4 1.1E-04
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3.2.2.1. Agrupamento hierarquico bayesiano das amostras utilizando a expresséo dos GDE e

formagéo de grupos génicos

Apds a determinacdo dos GDE, as amostras foram agrupadas em uma clusterizacao
hierarquica bayesiana ndo supervisionada, utilizando os valores de expressdao dos GDE de
cada amostra. Esta andlise resultou em amostras organizadas em dois grandes grupos,

conforme demonstrado na Figura 13.

Figura 13 - Heatmap apresentando o agrupamento hierarquico bayesiano ndo supervisionado
das amostras de CEE e tecido adjacente ao tumor utilizando valores de expressdo dos GDE.
Dois grandes agrupamentos de amostras foi formado, sendo um composto de amostras de
tecido adjacente ao CEE e o segundo formado pelas amostras de CEE, havendo somente uma

amostra agrupando de forma equivocada.
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Legenda: Tons de verde crescente: diminuicdo da expressdo génica; Tons de vermelho
crescente: aumento da expressdo génica; N — amostras adjacentes ao tumor; T — amostras de

CEE.
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Podemos observar que os GDE foram divididos entre genes super-expressos (cluster
génico 2 A e B) e genes sub-expressos no tumor (cluster génico 1). Essa variagdo na
expressdo foi responsavel pela separacdo das amostras no agrupamento hierarquico nao
supervisionado em dois grandes grupos, um contendo as amostras tumorais (T) e outro as
amostras adjacentes ao tumor (N), havendo somente uma amostra de tecido adjacente ao
tumor clusterizando de forma errénea, ficando localizado junto as amostras de CEE.

Também observamos uma separacdo significativa entre as amostras no grupo CEE,
com base na expressdo dos genes presentes nos cluster 2A e 2 B. N&o observamos associacao

entre os dados clinicopatoldgicos e qualquer dos dois grupos.

3.2.2.2. Enriquecimento dos clusters génicos na plataforma Gene Ontology

Apdbs o enriquecimento dos GDE presentes no cluster génico 1 na plataforma Gene
Ontology, observamos que 0s genes sub-expressos no tumor em relacdo a mucosa adjacente
estdo envolvidos principalmente em processos metabdlicos, transporte e disponibilidade de
biomoléculas e desenvolvimento epidermal (Figura 14).

Figura 14 - Enriquecimento na plataforma Gene Ontology dos GDEs presentes no cluster
génico 1 no agrupamento das amostras de CEE e mucosa ndo tumoral adjacente ao tumor.
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Legenda: Barras escuras: niumero de GDE esperado; Barras claras: nimero de GDE observado
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O enriquecimento do cluster génico 2A na plataforma Gene Ontology, mostrou,
principalmente, processos bioldgicos relacionados ao controle do ciclo celular, segregacdo

cromossomica, divisao celular e reparo de DNA, dentre outros (Figura 15).

Figura 15 - Enriquecimento na plataforma Gene Ontology dos GDE presentes no cluster
génico 2A no agrupamento das amostras de CEE e mucosa ndo tumoral adjacente ao tumor
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Legenda: Barras escuras: nimero de GDE esperado; Barras claras: nimero de GDE observado

O enriguecimento do cluster génico 2B na plataforma Gene Ontology, nos apresenta,
principalmente, processos biologicos relacionados ao comportamento e atividade celular,
como resposta a estresse, mobilidade, adesdo, sintese de matriz extracelular, estimulo a

sintese de vasos sanguineos, estimulo de receptores de membrana e outros (Figura 16)
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Figura 16 - Enriquecimento na plataforma Gene Ontology dos GDE presentes no cluster
génico 2B no agrupamento das amostras de CEE e mucosa nao tumoral adjacente ao tumor
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3.2.3. Comparacdo entre o perfil de expressido génica global ente o tecido tumoral e mucosa

saudavel de pacientes livres de cincer

Nesta analise, foi possivel observar a separagdo das amostras em dois grupos, um
grupo formado pelas amostras tumorais € o outro pelas amostras de epitélio esofagico

saudavel (Figura 17).
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Figura 17 - Analise de componente principal utilizando os valores de expressdo por
microarranjo de DNA entre as amostras tumorais e epitélio esofagico saudavel. Pode-se
observar a formacgdo de dois grupos de amostras dispostos nas dimensdes PC1 e PC2, um
grupo composto das amostras de epitélio esofagico saudavel e o outro com as amostras de
CEE.
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Legenda: Pontos Vermelhos: amostras tumorais; Pontos Verdes: Amostras ndo-tumorais
adjacentes aos tumores; PC1: componente principal 1; PC2: componente principal 2

A determinacdo de quais genes estariam diferencialmente expressos entre amostras de
CEE e epitélio esofagico saudavel foi realizada utilizando os mesmos critérios estatisticos ja
descritos. A analise resultou em 535 GDEs, sendo 437 super-expressos e 98 sub-regulados no
tumor em relacdo a mucosa saudavel (Figura 18). Os 20 genes mais super-expressos e 0s 20
mais sub-expressos nas amostras tumorais em comparagdo com a mucosa saudavel estdo

listados na Quadro 9.
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Figura 18 - Gréfico em forma de vulc&o representando os GDE na comparagdo de expressdo
génica global entre CEE e mucosa esofagica saudavel
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Legenda: Pontos cinzas: genes que ndo apresentaram diferenca de expressdo significativa entre os grupos;
Pontos pretos: genes diferencialmente expressos entre os grupos analisados

3.2.3.1. Agrupamento hierarquico bayesiano das amostras utilizando a expressdo dos GDEs
e formacéo de grupos génicos

Apbs a determinacdo dos GDEs, as amostras foram agrupadas em uma clusterizacéo
hierarquica bayesiana ndo supervisionada, utilizando os valores de expressdo dos GDE. Esta
analise resultou em amostras organizadas em dois grandes grupos, um contendo as amostras

de epitélio saudavel e o segundo as amostras tumorais (Figura 19).
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Quadro 9 - Lista dos 20 genes mais super-expressos e dos 20 mais sub-expressos entre as
amostras tumorais de CEE e o tecido epitelial esofagico saudavel

Genes Super-Expressos nos Tumores
Gene Symbol [Variacdo na expressdo | valorde p

MMP1 58.03 1.68085E-06
MMP12 55.08 9.01787E-07
1GJ 39.59 7.31543E-06
LUM 25.60 1.60999E-07
CCL18 20.97 0.000112514
IL8 19.32 0.000003921
GREM1 17.37 4.27993E-05
SPP1 17.27 0.000398017
IFI6 15.75 6.79757E-07
SEMA3C 14.27 1.69913E-05
IF144L 14.14 6.01187E-05
FN1 14.09 0.0003259
C1s 13.10 5.94935E-07
MMP3 12.44 0.000251723
COL12A1 11.95 0.000141119
CXCL10 10.53 0.000234012
PLA2G7 10.25 6.40666E-07
LAMC2 9.75 0.000314903
TMEMA45A 9.63 2.32741E-05
PMP22 9.62 4.00231E-07

Genes Sub-Expressos nos Tumores

Gene Symbol [Variacdo na expressdo | valorde p

GYS2 -9.16 4.12292E-05
PADI1 -8.50 0.000268791
SCIN -7.99 0.000376858
DPCR1 -7.07 8.8039E-08
1L18 -6.48 5.14715E-05
AIF1L -5.66 0.00025186
LYPD2 -5.01 0.000318156
MGLL -5.00 0.000246546
GGTA1P -4.98 0.000020965
TFAP2B -4.57 5.72683E-07
ZNF431 -4.57 0.000107548
CAB39L -4.56 0.000227658
ABLIM3 -4.55 0.00019092
CTTNBP2 -4.49 1.63912E-06
LPIN1 -4.30 8.71331E-05
FUT6 -4.26 0.000232496
UBL3 -4.26 0.000124998
LNX1 -4.10 9.12739E-05
CGNL1 -4.06 8.30581E-05
VSIG2 -3.91 0.000219985
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Figura 19 - Heatmap apresentando o agrupamento hierarquico bayesiano ndo supervisionado
das amostras de CEE e epitélio esofagico saudavel utilizando valores de expressdo dos GDE.
Dois grandes agrupamentos de amostras foram formados, sendo um composto de amostras de
epitélio esofagico saudavel e o segundo formado pelas amostras de CEE.
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Legenda: Tons de verde crescente: diminui¢do da expressdo génica; Tons de vermelho
crescente: aumento da expressdo génica. M — mucosa esofagica saudavel; T —amostras de
CEE.

Podemos observar que os GDEs foram divididos entre super-expressos (cluster génico
2) e sub-expressos no tumor (cluster génico 1). No agrupamento das amostras tumorais
observa-se uma maior hetogeneidade na organizacdo das amostras, isto devido a comparacéo

com o epitélio saudavel.
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3.2.3.2. Enriquecimento dos clusters génicas na plataforma Gene Ontology

O enriquecimento dos GDE presentes no clusterl, isto € genes sub-expressos no tumor
em relacdo a mucosa esofagica saudavel, resultou em processos bioldgicos relacionados a
metabolismo de carboidratos, indugéo a apoptose, organizagéo de citoesqueleto, dentre outros
(Figura 20).

Figura 20 - Enriquecimento na plataforma Gene Ontology dos GDEs presentes no cluster
génico 1 no agrupamento das amostras de CEE e mucosa esofagica saudavel
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O enriquecimento dos GDE presentes no cluster2, isto é genes super-expressos no
tumor em relacdo a mucosa esofagica saudavel, resultou em processos bioldgicos
relacionados a resposta imune, sintese de vasos sanguineos, controle do ciclo celular, diviséo

celular, proliferagdo, dentre outros (Figura 21).
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Figura 21 - Enriquecimento na plataforma Gene Ontology dos GDEs presentes no cluster

génico 2 no agrupamento das amostras de CEE e mucosa esofagica saudavel
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3.2.4. Comparacdo entre o perfil de expressdo génica global ente a mucosa ndo-tumoral

adjacente ao CEE e tecido epitelial saudavel de pacientes sem historico de cancer

Nesta analise foi possivel observar a separacdo das amostras em dois grupos, um
grupo formado pelas amostras ndo-tumorais adjacentes ao CEE e o outro pelas amostras de

epitélio esofagico saudavel (Figura 22)

Figura 22 - Analise de componente principal utilizando os valores de expressdo por
microarranjo de cDNA entre as amostras de mucosa nao-tumoral adjacente ao CEE e epitélio
esofagico saudavel. Pode-se observar a formacdo de dois grupos de amostras dispostos nas
dimensbes PC1 e PC2, um grupo composto das amostras de epitélio esofagico saudavel e o
outro com as amostras adjacente a CEE.
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Legenda: Pontos Verdes: amostras de epitélio saudavel; Pontos amarelos: Amostras néo-
tumorais adjacentes aos tumores; PC1: componente principal 1; PC2: componente principal 2

Este resultado evidencia as diferencas presentes no epitélio escamoso do es6fago

adjacente a CEE acometido pelos fatores de risco inerente a carcinogénese esofagica.

A determinacédo de quais genes estariam diferencialmente expressos entre amostras de
mucosa esofagica ndo tumoral adjacente ao tumor e o epitélio esofagico saudavel foi realizada
utilizando os mesmos critérios estatisticos ja descritos. A analise resultou em 27 GDEs, sendo
23 super-expressos e 4 sub-regulados na mucosa ndo-tumoral adjacente ao tumor (Figura 23).
Na Quadro 10 séo listados os GDE.
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Figura 23 - Gréfico em forma de vulc&o representando os GDE na comparagdo de expressdo

génica global entre a mucosa nao tumoral adjacente ao CEE e mucosa esofagica saudavel
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Legenda: Pontos cinzas: genes que ndo apresentaram diferenca de expressdo significativa entre os grupos;
Pontos pretos: genes diferencialmente expressos entre 0s grupos analisados
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Quadro 10 - Lista dos genes diferencialmente expressos entre mucosa ndo tumoral adjacente a

CEE e mucosa saudavel

Genes Super-Expressos em Tecido Adjacente a CEE I
Gene Symbol | Variagdo na expressio valor de p
KRTDAP 5.35 0.03568
TMEM4SA 4385 0.0118
KLK7 3.76 0.006

MSN 281 0.0114
UFDIL 272 0.0042
SERPINB4 2.35 0.0091
NINJ1 227 0.0151
TIMP1 223 0.0111
ELOF1 221 0.0003
IFITI1 22 0.0434
GRAP 217 0.0023
FLVCR2 217 0.0207
KRTAP13-5 215 0.025
SCIMP 2.13 0.0291
FSCN1 2.13 0.0238
LYPDS 2.1 0.0315
PLTP 21 0.0222
HHLA3 2.04 0.0378
KLK8 2.03 0.0313
RDH12 2.03 0.0219
WFDCS 2.03 0.0118
HOXA7 2.02 0.0017
RPS15 2.01 0.0004
Genes Sub-Expressos em Tecido Adjacente CEE
Gene Symbol | Variagdo na expressdo valor de p
PLACS 2.73 0.048
NSUNSP2 2.49 0.001
SLC26A2 237 0.04
LPA 2.18 0.005

3.2.4.1. Agrupamento hierarquico bayesiano das amostras utilizando a expresséo dos GDE e

formacéo de grupos génicos

Apbs a determinacdo dos GDE, as amostras foram agrupadas em uma clusterizacéo

hierarquica bayesiana ndo supervisionada, utilizando os valores de expressdo dos GDE. Esta

analise resultou em amostras separadas em dois grandes grupos, um contendo as amostras de

epitélio saudavel e o segundo as mucosas adjacentes ao tumor (Figura 24), entretanto uma

amostra de mucosa adjacente ao tumor ficou agrupada junto com as amostras de epitélio

saudavel.
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Figura 24 - Agrupamento hierdrquico bayesiano das amostras utilizando a expressdo dos
GDEs entre mucosa adjacente ao tumor e esdfago saudavel e formacdo de grupos génicos.
Dois grandes agrupamentos de amostras foram formados, sendo um composto de amostras de
epitélio esofagico saudavel e o segundo formado pelas amostras adjacentes a CEE, havendo
somente uma amostra agrupada de forma errénea (2N).
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Legenda: Tons de verde crescente: diminuicdo da expressdo génica; Tons de vermelho
crescente: aumento da expressdo génica. N — amostras adjacentes ao tumor; S — mucosa
esofagica saudavel.

3.2.5. Anélise do perfil de expressdo génica global entre os trés grupos, tumor, tecido ndo

tumoral adjacente ao tumor e tecido esofagico saudavel

A anélise do componente principal resultou na separacdo dos tecidos em trés grupos
(Figura 25). E possivel observar uma relacio direta entre o tipo de amostra em relagéo a sua
transformacdo neoplésica e 0 aumento dos valores de PC1 e PC2, pois amostras saudaveis
livres de tumores estdo agrupadas em posicoes de valores menores destes vetores, enquanto
que os tumores apresentam perfil oposto, se localizando em coordenadas maiores de PC1 e
PC2.
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Figura 25 - Andlise de componente principal utilizando os valores de expressdo por
microarranjo de DNA entre todas as amostras analisadas. Pode-se observar a formagéo de trés
grupos de amostras dispostos nas dimensdes PC1 e PC2, um grupo composto das amostras de
epitélio esofagico saudavel, o segundo formado por amostras adjacente a CEE e o terceiro por
amostras de CEE.
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Legenda: Pontos Vermelhos: amostras tumorais CEE; Pontos Amarelos: Amostras ndo-tumorais
adjacentes aos tumores CEE; Pontos Verdes: amostras de epitélio saudavel. PC1l: componente
principal 1; PC2: componente principal 2

3.25.1.  Agrupamento hierarquico bayesiano das amostras utilizando a expressao dos GDE
e formacéo de grupos génicos

Utilizamos como variaveis para a clusterizacdo das amostras dos trés grupos os GDE
oriundos da analise de tumor contra mucosa adjacente ndo tumoral. Observa-se a formacao de
dois grandes grupos de amostras, o primeiro formado por amostras adjacentes aos tumores e

amostras de mucosa saudavel e o outro pelos CEE (Figura 26).
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Figura 26 - Agrupamento hierarquico bayesiano das amostras utilizando valores de expresséo
dos GDE observados entre CEE e mucosa adjacente. Nota-se a formacdo de dois grandes
grupos de amostras, sendo o primeiro formado por amostras ndo tumorais (adjacentes e
saudaveis) e o segundo pelas amostras de CEE
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Legenda: Tons de verde crescente: diminuicdo da expressdo génica; Tons de vermelho
crescente: aumento da expressdo génica. N — amostras adjacentes ao tumor; S — mucosa
esofagica saudavel; T —amostra de CEE
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3.3. Validacdo da andlise randémica de expressdo génica global através de
microarranjo de DNA por PCR em tempo real

Mesmo utilizando um numero de amostras significativo e com critérios de selecdo de
GDE elevados, validamos a técnica de microarranjo de DNA através de PCR em tempo real
(gPCR), com os mesmos 15 pares de amostras tumoral e adjacente. Para tanto, selecionamos
13 genes, sendo 11 GDE (FOXM1, PIK3R3, AKT3, HOXD10, ETV5, PLK1, CCNB1, FSCN1,
CDK1, MMP12 e MMP9) e dois sem diferenca de expressdo (STAT3 e GUSB) entre o tumor e
a mucosa nédo tumoral adjacente ao tumor e os resultados foram normalizados pela expressao
de GAPDH. O GAPDH foi selecionado como gene referéncia ap6s avaliacao da sua expressao
no software RefFinder, disponivel no site da web “http://www.leonxie.com/”.

O resultado do PCR em tempo real foi totalmente ao encontro do observado pelo
microarranjo de DNA, isto é, os GDE no microarranjo apresentaram-se como GDE no PCR
em tempo real e 0s genes sem diferenca de expressao no microarranjo, apresentaram o mesmo
perfil de expressdo no PCRq, apresentando correlacdo de 77% entre todas as analises (Figura
27).

Figura 27 - Gréfico de correlacdo de valores de expressao génica entre microarranjo de DNA
e PCR em tempo real. Valores de expressao dos genes FOXM1, PIK3R3, AKT3, HOXD10,
ETV5, PLK1, CCNB1, FSCN1, CDK1, MMP12, MMP9, STAT3 e GUSB, nas amostras de
CEE e mucosa adjacente ao tumor.
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Legenda: r: valor de correlagéo entre os dados do microarranjo e qPCR.
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3.3.1. Anélise da expressdo génica de FOXM1 (“Forkhead box protein M1”) e de membros

de sua via de sinalizacdo celular em CEE

Apo6s observarmos que FOXML1 se apresenta super-expresso em CEE em relacdo a
mucosa adjacente por microarranjo de DNA (3,34 vezes mais expresso), analisamos seu perfil
de expressao por PCR em tempo real e observamos uma mediana de aumento de expressdo no
tumor de 4 vezes (Figura 28-A). Além disso, fizemos um teste de associacdo entre a expressao
de FOXM1, tanto no tumor como na mucosa normal adjacente, e a sobrevida dos pacientes e
ndo observamos significancia estatistica (Quadro 11). Entretanto, a expressdo de FOXM1,
através de andlise de curva ROC, mostrou-se capaz de distinguir a mucosa tumoral da mucosa
adjacente ao tumor com sensibilidade de 91% (Figura 28-B) e também foi capaz de distinguir
o epitélio tumoral da mucosa saudavel livre de doenga com sensibilidade de 79,9% (Figura
28-C).

Quadro 11 - Analise de sobrevida univariada ajustada por idade e estadiamento utilizando

valores da expressdo génica de FOXM1 no tumor e na mucosa adjacente a CEE

5 Tempo de sobrevida
Gene Expresséo no Tumor
Media (meses) DP IC95% valor de p
Baixa 11,665 1,511 8,703 14,626
FOXM1 p =0,895
Alta 11,352 1,34 8,726 13,978
Gene Expresséo Tecido Adjacente Tempo de sobrevida
ao Tumor Media (meses) DP IC 95% valor de p
Baixa 11,052 1,433 8,243 13,86
FOXM1 p=0,787
Alta 12 1 9 15

Legenda: Alta expressao — expressao maior que a mediana; Baixa Expressdo — expressdo menor que a mediana.
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Figura 28 - Analise do perfil de expressdo génica de FOXM1 em amostras de CEE, mucosa
adjacente ao tumor e mucosa esofagica saudavel e seu potencial em distinguir estes tecidos.
Foi observado super-expressdao de FOXM1 em CEE em comparagdo a mucosa adjacente ao
tumor e ao tecido saudavel (A). A expressdao de FOXM1 foi capaz de discriminar tumor de
mucosa adjacente com acuracia de 91% (B) e de mucosa saudavel com acurécia de 97,9%

©).

A P B FOXM1 FOXM1

Tumor x Mucosa adjacente Tumor x Mucosa saudavel

045+ ol

100- 1004

*%k _rr;—'_/_’_,i
* - 8;

604

0.10

404
0.05

Sensibilidade %

2 A

= I

2 el < 0 T T T T ) T T T T 1

0.00—— “ ‘:?“ AR I R B A A L
- ifici 0,

& & & 100% - Especificidade% 109% = Espacifickiedds

UNIDADES RELATIVAS A GAPDH
S
Sensibilidade %

Area 09181  Area 0,9797
‘# YQ Std. Error 0,03450  Std. Error 0,02047
95% confidence interval 0.8504 to 0.9857  95% confidence interval 0.9395 to 1.020
P value <0.0001 P value < 0.0001

Legenda: A — Anadlise do perfil de expressdo génica de FOXM1 na mucosa esofagica de
individuos saudaveis, mucosa adjacente ao tumor e CEE; B — Curva ROC exibindo a
capacidade da expressdao de FOXM1 em distinguir tecido tumoral de mucosa adjacente; C —
Curva ROC exibindo a capacidade da expressdao de FOXM1 em distinguir tecido tumoral de
mucosa saudavel. *: p < 0,05; **: p < 0,001; *** p< 0,0001

Buscando uma explicacdo para 0 aumento de expressiéo de FOXM1 em CEE,
observamos atraves de andlises in silico que o promotor do gene FOXM1 apresenta sitio de
ligacdo para um GDE presente em nossa analise, 0 gene ETV5 (Figura 29 A). A variacdo da
expressdo destes genes entre a mucosa adjacente e o epitélio tumoral apresentou associacao,
com r de 0,50 e p = 0,0006 (Figura 29 B).



82

Figura 29 - Associagéo entre a variagdo da expressao génica de FOXM1 e ETV5 em CEE. O
gene ETVbapresentou-se super-expresso no tumor em relacdo a mucosa adjacente (A) e 0
aumento de expressdo de FOXM1 foi associada com o aumento da expressdo de ETV5 em
amostras de CEE (B)
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Legenda: *: p < 0,05; **: p < 0,001; *** p< 0,0001

Os genes CDK1, CCNB1, PLK1, MMP9 e MMP12, que participam da via de
sinalizacdo de FOXM1, foram selecionados para avaliacdo de sua atividade em CEE. Todos
esses genes foram selecionados por apresentarem diferenca de expresséo entre o tumor e a
mucosa adjacente na avaliacdo por microarranjo de DNA e todos tiveram o valor de expresséo
diferencial comprovada por PCR em tempo real (Figura 30), apresentando-se, assim como
FOXML1, super-expressos. A andlise de expressao de CCNB1 com amostras de mucosa

saudavel ndo foi realizada por falta de material.
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Figura 30 - Andlise do perfil de expressdo génica de membros da via de FOXM1 em CEE.

O gene CDK1 apresentou-se super-expresso no CEE em relagdo a mucosa adjacente e ao
tecido saudavel (A), enquanto que so foi possivel avaliar a presenca de diferenca de expressao
de CCNB1 entre CEE e mucosa adjacente (B). Os genes PLK1, MMP9 e MMP12
apresentaram o mesmo perfil de diferenca de expressao de CDK1 (C, D e E respectivamente).
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Buscando melhor visualizar a associa¢do entre a expressdo dos membros da via de
sinalizacdo de FOXML1, realizamos analise de correlacdo e observamos associacdo positiva
entre a expressdo desses genes, com excecao de associacao entre ETV5 e CCNB1 cuja analise
mostrou valor de p ndo significativo (Quadro 12).
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Quadro 12 - Matriz de correlagdo entre a expressao génica dos genes da via de sinalizagdo de
FOXML1 analisados

CDK1 | CCNB1 | PLK1 | MMP9 | MmP12 | ETVS
p<0.01 |p<0.0001| p <0.001 | p <0.001 | p <0.003
p<0.0001] p<0.01 | p<0.05 | p<0.05
p <0.0001

CDK1 r=0.7
CCNB1 | r=0.48 | r=0.64
PLK1 r=0.61 | r=0.73 | r=0.66
MMP9 r=0.5 r=0.47 | r=0.39
MMP12 | r=0.46 | r=0.38 r=0.5
ETV5S r=0.41 | r=0.36 | r=0.28

Dentre os alvos de FOXM1 analisados, a expressdao génica de MMP12 na mucosa
adjacente ao tumor apresentou impacto na sobrevida dos pacientes (Figura 31), sendo
pacientes com expressao mais elevada com pior prognostico (Quadro 13). Para 0s demais
genes ndo houve impacto de suas expressdes na sobrevida dos pacientes com CEE analisados

neste estudo.

Figura 31 - Curva de Kaplan-Meier apresentando a sobrevida dos pacientes com CEE
separados pelos niveis de expressdo génica de MMP12 na mucosa adjacente ao tumor

1,09
p < 0,0001
"

© 08 1
i=] - +—h
>
> -
P —
-8 bt
N 06—
<5}
©
Q
uT
S 0a
o
(o}
o
-
o

0.2

0,07

T T T T T
0o 5,00 10,00 15,00 20,00
Tempo (meses)

Legenda: Reta Azul — sobrevida de pacientes com tecido adjacente expressando baixos niveis de MMP12; Reta

verde — sobrevida de pacientes com tecido adjacente expressando altos niveis de MMP12.
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Quadro 13 - Anélise de sobrevida univariada ajustada por idade e estadiamento utilizando
valores da expressdo génica de MMP12 no tumor e na mucosa adjacente a CEE

. Tempo de sobrevida
Gene Expresséo no Tumor -
Media (meses) DP IC 95% valor de p
Baixa 11,964 1,455 9,112 14,816
MMP12 0,356
Alta 11,002 1,375 8,307 13,696
Ge Expresséao Tecido Tempo de sobrevida
ne .
Adjacente ao Tumor | Vedia (meses) DP IC 95% valor de p
Baixa 14,856 1,147 12,607 17,104
MMP12 <0,0001
Alta 7,600 1,204 5,241 9,959

Legenda: Alta expressdo — expressdo maior que a mediana; Baixa Expressao — expressdo menor que a mediana.

Além dos genes selecionados, CCNB2, CDK2, AURKA, AURKB, MMP2, BRCAZ2,
CDC25B, CCL2, IL1 e outros alvos de FOXM1 também foram classificados como GDE em
nossa analise randémica, indicando que a sinalizacdo transcricional realizada por FOXM1

estd amplamente ativa em CEE.

3.4. Andlise da atividade de FOXM1 na linhagem de CEE TE1

3.4.1.Silenciamento e super-expressao de FOXM1 utilizando tratamentos com siRNA e vetor

de expressdo plasmidial, respectivamente

A fim de tentarmos entender melhor o papel da alteragdo de FOXM1 para a
carcinogénese esofagica, fizemos ensaios in vitro, conforme descrito a seguir, O
silenciamento de FOXML1 foi realizado utilizando siRNA contra FOXM1. Apds transfeccdo do
oligonucleotideo na linhagem de CEE TEL foi possivel observar que a expressdo génica de
FOXML1 foi diminuida (Figura 32-A), assim como a expressdo génica de CCNB1 e MMP12
(Figura 32-B e C respectivamente). Entretanto, os niveis de expressdo génica de AURKA,
outro alvo de FOXM1, ndo apresentou alteragdo (Figura 32-D).

A inducdo da expressdo de FOXM1 na linhagem de CEE TE1 pela técnica de
transfeccdo plasmidial do gene resultou em aumento dose-dependente da expressdo de

FOXML1 bastante significativo, conforme demonstra a Figura 33-A. Porém, ndo observamos
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relagdo entre 0 aumento da expressdo de FOXM1 e os valores de expressdo dos genes alvo
analisados, CCNB1, MMP12 e AURKA (Figura 33 B-D).

Figura 32 - Expressdo de FOXM1 e de genes alvo na linhagem de CEE TE1 ap0s tratamento
com siRNA-FOXML1. Foi realizado o silenciamento da expressdo de FOXM1 com siRNA na
linhagem TE1 (A) e pode-se observar diminuicdo da expressdo génica de dois alvos de
FOXM1, CCNB1 (B) e MMP12 (C). Entretanto, ndo foi observada diferenca de expressao de
AURKA com o silenciamento de FOXM1 (D).
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Legenda: A — anéalise de expressdo de FOXML1 na linhagem TELl apés tratamento com siRNA-
FOXM1; B - A — analise de expressdo de CCNB1 na linhagem TE1 apds tratamento com siRNA-
FOXM1; C — andlise de expressdo de MMP12 na linhagem TE1 ap6s tratamento com siRNA-FOXM1,;
D — andlise de expressdo de AURKA na linhagem TE1 apds tratamento com siRNA-FOXM1
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Figura 33 - Expressdo de FOXML1 e de genes alvo na linhagem de CEE TE1 ap0és tratamento
com vetor de expressdo de FOXM1. Observa-se o aumento da expressao de FOXM1 no
tratamento da linhagem TE1 com vetor de expressdao do gene (A). Entretanto nenhum dos
alvos de FOXM1 analisados apresentaram-se modulados (B-D).
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Legenda: A — analise de expressdo de FOXML1 na linhagem TE1 ap6s tratamento com vetor de
expressdo de FOXM1; B — andlise de expressdo de CCNBL1 na linhagem TEL apds tratamento com
vetor de expressdo de FOXML1; C — andlise de expressdo de MMP12 na linhagem TE1 apos
tratamento com vetor de expressdo de FOXMZ1; D — analise de expressdo de AURKA na linhagem TE1
apos tratamento com vetor de expressdo de FOXM1

3.4.2. Anélise de viabilidade celular apés tratamento de silenciamento e super-expressdo de
FOXM1 na linhagem TE1

Avaliamos a viabilidade celular apds os tratamentos da linhagem TE1 através do
ensaio de MTT. Néo observamos diferenca na viabilidade celular entre o scramble e células
tratadas com SiRNA-FOXM1 (Figura 34-A). J& no tratamento com vetor de expresséo,
observa-se um aumenta na viabilidade celular quando transfectamos 0,25 ug de vetor

contendo 0 gene FOXM1 em comparagdo com a transfeccdo com o vetor p)cDNA3 sem o gene
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(Figura 34-B). Porém essa diferenca de viabilidade ndo foi observada no tratamento com 1,0

ug do vetor contendo o0 gene FOXM1

Figura 34 - Ensaio de MTT na linhagem de CEE TE1 ap0s tratamentos para silenciamento e
super-expressdo de FOXM1. O tratamento da linhagem TE1 com SiRNA-FOXM1 ndo
influenciou na viabilidade celular (A) enguanto que o tratamento com o vetor de expressdo
promoveu um aumento da viabilidade na dose de 0,25 ug, mas essa variagdo na viabilidade
ndo apresentou-se dose-dependente (B)
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Tratamento Tratamento

Legenda: A — Tratamento na linhagem de CEE TE1 com siRNA; SCR: scramble; B — Tratamento na
linhagem de CEE TE1 com plasmideo de expressdo de FOXM1; pcDNA3: vetor sem o gene FOXM1;
DO - densidade 6tica; * - p < 0,05

3.4.3. Anélise de niveis de proliferacdo celular ap6s tratamento de silenciamento e super-

expressao de FOXM1 na linhagem TE1

As taxas de proliferacdo celular foram observadas através da incorporacdo de cristal
violeta pelas células apds o tratamento de silenciamento e super-expressdo de FOXM1 na
linhagem de CEE TEL. N&o foi observada diferenca nas taxas de proliferacdo em nenhum

tratamento (Figura 35).
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Figura 35 - Ensaio de incorporacdo de cristal violeta na linhagem de CEE TE1l apds
tratamentos para silenciamento e super-expressdo de FOXM1. Tanto o tratamento com
SIRNA-FOXM1 quanto o com o vetor de expressdéo pcDNA3-FOXM1 néo influenciaram nas
taxas de proliferacao celular
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Legenda: A — Tratamento na linhagem de CEE TE1 com siRNA; SCR: scramble; B — Tratamento na
linhagem de CEE TE1 com plasmideo de expressdo de FOXM1; pcDNAS3: vetor sem 0 gene FOXM1,
DO - densidade otica.

3.4.4. Andlise de fase do ciclo celular

A avaliacdo da fase do ciclo celular por incorporacdo de iodeto de propideo nédo
apresentou diferencas apds o tratamento de silenciamento e super-expressdao de FOXM1 na
linhagem de CEE TEL, indicando que nesta linhagem modulacdo na expressao de FOXM1

n&o altera o controle do ciclo celular (Figura 36).
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Figura 36 - Avaliacdo da fase do ciclo celular de células da linhagem de CEE TEL apo6s
tratamento de silenciamento e super-expressdo de FOXM1. Tanto o tratamento com SiRNA-
FOXM1 quanto o com o0 vetor de expressio pcDNA3-FOXM1 néo influenciaram, com
significancia estatistica, na porcentagem de células em cada fase do ciclo celular.
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Legenda: A — Tratamento na linhagem de CEE TE1 com siRNA; SCR: scramble; B — Tratamento na
linhagem de CEE TE1 com plasmideo de expressdo de FOXM1; pcDNA3: vetor sem o gene FOXM1.

3.5.  Analise da expressao génica de fosfoinositideo 3 quinase — subunidade regulatéria
gama (PI13KR3) e da proteina quinase AKT3 (AKT3) e do gene da proteina transdutora
de sinal e ativadora da transcri¢cdo 3 (STAT3) em CEE

Os niveis de expressdo de PI3KR3apresentaram-se distintos entre o tecido tumoral e a
mucosa adjacente ao tumor na analise de microarranjo de DNA, onde a mediana de expressdo
deste gene no tumor foi 2,83 vezes maior que no tecido adjacente. Esse resultado foi
corroborado pela anélise por PCRq, onde foi observado uma mediana de aumento de
expressdo na mucosa tumoral de 3,39 vezes. Apesar de ndo termos observado diferenca de
expressdo de PI3KR3 entre CEE e a mucosa esofagica saudavel na analise de microarranjo,
observamos pela técnica de PCRq que PI3KR3 apresenta mediana de expressdo 3,36 maior
em CEE em relag&o a mucosa saudavel (Figura 37-A).

Com relagéo a expressdo de AKT3, foi observado um aumento de expresséo de 3,66
vezes no tumor em relacdo & mucosa adjacente no microarranjo de DNA enquanto que a

mediana de aumento de expressao utilizando a técnica de PCR em tempo real foi de 3,25



91

vezes. Em relacéo ao tecido saudavel, a expressdo de AKT3 mostrou-se aumentada no tumor
somente pela técnica de PCR em tempo real (Figura 37-B). J& o terceiro membro dessa via
analisado, STAT3, nédo apresentou diferenca de expressdo em nenhuma das técnicas entre 0s
diferentes grupos de amostras (Figura 37-C).

Além disso, foi realizada uma andlise de associacdo entre a expressdo génica de
PI3kR3, AKT3 e STAT3 e a sobrevida dos pacientes de CEE, com valores ajustados por idade

e estadiamento do tumor e nédo foi observada significancia estatistica (Quadro 14).

Figura 37 - Andlise da expressdo génica de PI3KR3 (A) AKT3 (B) e STAT3 (C) entre amostras
de CEE, tecido ndo tumoral adjacente ao tumor e tecido epitelial esofagico saudavel. Observa-
se diferenca de expressdo de PI3KR3 entre CEE e mucosa adjacente e CEE e mucosa
saudavel (A). A expressdao de AKT3 apresenta-se aumentada nos tumores em relacdo a
mucosa adjacente e super-expressa na mucosa saudavel também em relacdo a mucosa
adjacente ao tumor (B). Ndo foi observado diferenca de expressdo de STAT3 entre os tecidos
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Legenda: *: p < 0,05; **: p < 0,001; *** p< 0,0001
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Quadro 14 - Andlise de sobrevida univariada ajustada por idade e estadiamento da influéncia
da expressdo génica de PI3KR3,AKT3 e STAT3 no tumor e na mucosa adjacente na sobrevida

dos pacientes de CEE.

& Tem po de sobrevida
Gene Expressdo no Tumor
Media (meses) DP IC95% valor de p
ix 12,54 1,489 9627 15,462
PI3KR3 Balia — :
Alta 1065 1338 8,022 13,268 | 0,335
i 12,471 1,477 9577 15,365
AKT3 Baixa :
Alta 10,583 1,336 7,963 13,202 0,440
i 12329 1,407 9,572 15,086
STAT3 Babxa - .
Alta 10624 1,409 7.863 13385 | 0648
Gorie Expressdo Tecido Tem po de sobrevida
Adjacente ao Tumor | pedia (meses) DP IC95% Log Rank*
i 1303 1,386 10,314 15,746
PI3KR3 e -
Alta 9.891 1.354 7,237 12,545 0,389
i 12408 1,297 9866 14 951
AKT3 Baixa
Alta 10,462 1,515 7.492 13,432 0,65
Baixa 13,237 1,276 10,735 = 15,739
STAT3 Alta 962 1,463 6,751 12,488 0,198

Legenda: Alta expressao — expressao maior que a mediana; Baixa Expressdo — expressdo menor que a mediana.

Além disso, foi analisado o valor preditivo de alteracbes histologicas no epitélio

esofagico utilizando o valor de expressdo de PI3kR3, AKT3 e STAT3, através de curva ROC

(“Receiver Operating Characteristic”). Nesta analise observamos que a expressao de PI3KR3

pode ser usada para distinguir a mucosa tumoral da mucosa adjacente (sensibilidade de 80%)

e da mucosa saudavel (sensibilidade de 78%). A expressdo de AKT3 também é capaz de

distinguir tumor e mucosa adjacente (sensibilidade de 87%) e foi capaz de identificar a

mucosa adjacente ao tumor em comparacdo com o epitélio saudavel com sensibilidade de

93%. Ja a expressdo de STAT3 nao apresentou valor preditivo de diagnostico de alteracGes

histoldgicas na mucosa esofagica (Figura 38).
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Figura 38 - Curva ROC exibindo o poder discriminativo entre epitélio tumoral, mucosa

adjacente ao tumor e mucosa esofagica saudavel utilizando como base valores de expressao
dos genes STAT3, PI3KR3 e AKT3
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Std. Error 0,05095 Std. Error 0,07544 Std. Error 0,1084
95% confidence interval 0.7027 to 0.9025 95% confidence interval 0.6370 to 0.9328 95% confidence interval 0.2962 to 0.7213
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Legenda: A — curva ROC utilizando expressdo de STAT3 para discriminar CEE de mucosa adjacente; B — curva

ROC utilizando expressdo de STAT3 para discriminar CEE de mucosa saudavel; C — curva ROC utilizando

expressdo de STAT3 para discriminar mucosa adjacente de mucosa saudavel; D — curva ROC utilizando

expressdo de AKT3 para discriminar CEE de mucosa adjacente; E — curva ROC utilizando expressdo de AKT3

para discriminar CEE de mucosa saudavel; F — curva ROC utilizando expressdo de AKT3 para discriminar

mucosa adjacente de mucosa saudavel; G — curva ROC utilizando expressdo de PI3KR3 para discriminar CEE de

mucosa adjacente; H — curva ROC utilizando expressao de PI3KR3 para discriminar CEE de mucosa saudavel; |

— curva ROC utilizando expresséo de PI3KR3 para discriminar mucosa adjacente de mucosa saudavel;
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3.6. Analise da expressdo génica de FSCN1 (“Fascinl”) e de HOXD10 (“Homeobox
D10”) em CEE

A expressdo de FSCN1 apresentou perfil diferencial na comparagdo entre tumor e
mucosa adjacente e entre mucosa adjacente e mucosa esofagica saudavel, sugerindo que
alteracdes na expressdo deste gene sejam eventos iniciais na carcinogénese esofagica. Através
de PCR em tempo real, validamos este resultado, observando que o FSCN1 apresenta mediana
de aumento de expressdo no tumor em relagcdo a mucosa adjacente de 4 vezes e deste ultimo
em relacdo a mucosa saudavel de 2,8 vezes (Figura 39-A).

Através de analises in silico, foi observadoque o promotor do gene FSCN1 apresenta
sitio de ligacdo para um GDE presente em nossa analise, o fator de transcricito HOXD10
(Figura 39-B). O resultado do teste de correlagdo entre a expressdo destes dois genes
apresentou associagdo com r = 0,40 e p < 0,0001, indicando que a expressdo dos dois genes
pode estar relacionada entre si na carcinogénese esofagica (Figura 39-C).

A analise de sobrevida univariada ajustada por idade e estadiamento utilizando a
expressdo dos genes FSCN1 e HOXD10 mostrou que a expressdo elevada de FSCN1 no tecido
adjacente ao CEE é fator independente de progndstico (p<0,001) (Quadro 15) (Figura 40).
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Figura 39 - Analise da expressdo génica de FSCN1 e de HOXD10 entre amostras de CEE,
tecido pareado adjacente ao tumor e tecido epitelial esofagico saudavel e associacdo entre a
expressao génica destes dois genes. Observa-se diferenca de expressédo de FSCN1 entre CEE e
mucosa adjacente, entre CEE e mucosa saudavel e entre mucosa adjacente ao tumor e mucosa
saudavel (A). A expressdo de HOXD10 apresenta-se aumentada nos tumores em relagdo a
mucosa adjacente (B). A expressdo de FSCNL1 foi associada com a expressao de HOXD10 em
amostras de CEE (C).
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Legenda: A — Anélise da expressdo génica de FSCN1 em CEE, tecido adjacente ao tumor e amostras saudaveis;

B — Andlise da expressdo génica de HOXD10 em CEE e tecido adjacente ao tumor; C — Associagdo entre a
expressdo génica de FSCN1 e HOXD10 em CEE. ***: p < 0,0001

Quadro 15 - Analise de sobrevida univariada ajustada por idade e estadiamento utilizando
valores da expressdo génica de FSCN1 e HOXD10 no tumor e na mucosa adjacente a CEE

5 Tempo de sobrevida
Gene Expressao no Tumor -
Media (meses) DP IC 95% valor de p
Baixa 12,68 1,30 10,12 15,23
FSCN1 0,12
Alta 10,13 1,48 7,24 13,02
Baixa 11,51 1,41 8,76 14,27
HOXD10 0,692
Alta 11,41 1,44 8,59 14,23
Gene Expresséao Tecido Tempo de sobrevida
Adjacente ao Tumor Media (meses) DP IC 95% valor de p
Baixa 14,31 1,22 11,92 16,70
FSCN1 0,001
Alta 8,10 1,23 5,68 10,51
Baixa 11,44 1,34 8,82 14,07
HOXD10 0,858
Alta 11,58 151 8,62 14,54

Legenda: Alta expressao — expressdo maior que a mediana; Baixa Expressao — expressdo menor que a mediana.




96

Figura 40 - Curva de Kaplan-Meier apresentando a sobrevida dos pacientes com CEE
separados pelos niveis de expressdo génica de FSCN1 na mucosa adjacente ao tumor.
Pacientes com expressdo de FSCN1 maior que a mediana de expressdo na mucosa adjacente
ao tumor apresentaram sobrevida menor que 0s pacientes com expressao menor que a
mediana.

0.5

0,6 ' L

0,4+

Proporcéo de Sobrevida

0,0

Tempo (meses)

Legenda: Reta Azul — sobrevida de pacientes com tecido adjacente expressando baixos niveis de FSCN1; Reta

verde — sobrevida de pacientes com tecido adjacente expressando altos niveis de FSCN1.p = valor de p

Através da curva ROC analisamos o poder de identificacdo de alteragdes no epitélio
esofagico utilizando como elemento discriminativo a expressdo dos genes FSCN1 e HOXD10.
A expressdao génica de HOXD10 apresentou elevado poder de identificacdo da mucosa
tumoral contra a mucosa normal adjacente, com sensibilidade de 94%. Ja a expressdo de
FSCNL1 foi capaz de diferenciar o tecido tumoral da mucosa adjacente (sensibilidade de 87%)
e da mucosa saudavel (97% de sensibilidade) e também distinguir mucosa saudavel da
adjacente a CEE com sensibilidade de 88% (Figura 41).
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Figura 41 - Curva ROC exibindo o poder discriminativo entre epitélio tumoral, mucosa
adjacente ao tumor e mucosa esofagica saudavel utilizando como base valores de expressao

dos genes FSCN1 e HOXD10.
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Legenda: A — Curva ROC curva ROC utilizando expressdo de HOXD10 para discriminar CEE de mucosa

adjacente; B — curva ROC utilizando expressdo de FSCNL1 para discriminar CEE de mucosa adjacente; C — curva

ROC utilizando expressdo de FSCN1 para discriminar CEE de mucosa saudavel; D — curva ROC utilizando
expressdo de FSCN1 para discriminar mucosa adjacente de mucosa saudavel;
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4. DISCUSSAO

Metéstase e invasdo de oOrgdos vizinhos sdo as principais variaveis para 0 mau
prognostico da CEE. Até o momento, o sistema de estadiamento do tumor (TNM) ainda € o
principal método para determinar a extensdo do cancer e o prognostico dos pacientes. No
entanto, devido a existéncia de micrometastases indetectaveis e baixa sensibilidade nos
exames de imagem, este sistema nem sempre prevé o progndstico com precisdo. Mesmo
quando o estadiamento é feito de forma precisa, pacientes com o mesmo estadiamento
apresentam resposta ao tratamento e sobrevida bastante diferentes entre si. Portanto, encontrar
e identificar novos marcadores moleculares relacionados ao prognostico dos pacientes € um
método promissor para alcancar as previsdes de resultados clinicos mais precisos e opc¢des de
tratamento para CEE (Guo e Jiang, 2009).

Analises randdémicas de larga escala figuram no campo da ciéncia como importantes
ferramentas para aumentar o conhecimento e melhorar o tratamento aos pacientes oncolédgicos
(Garraway et al, 2005; Amaratunga et al., 2007). Tumores como o de mama obtiveram
grandes avan¢os no progndstico dos pacientes com a inovagdao no campo tecnoldgico de
analises moleculares (Perou et al, 2000; Sorlie et al, 2003; ). Consércios internacionais
realizam pesquisas em grandes centros a fim de encontrar marcadores moleculares de
carcinogénese e novos alvos para terapias, uma vez que a heterogeneidade tumoral apresenta-
se como fator determinante as metodologias de tratamento empregadas atualmente (Pilarsky
etal., 2014).

A metodologia de avaliacdo de expressdo génica global mais empregada atualmente
em pesquisa em cancer € o microarranjo de DNA. Com a possibilidade de avaliar mais de 22
mil genes, splicing alternativos, RNAs ndo codificantes e microRNAs a partir de uma
quantidade pequena de RNA, esta técnica apresenta grande potencial para descrever quais
vias de sinalizacdo celular estdo ativas em determinado tumor e o perfil de expressdo génica
seja entre o tumor e a mucosa adjacente ou contra uma mucosa saudavel livre de doenca.
Inclusive, podendo ser empregada em tecidos com alteracfes pré-neoplésicas, identificando
assim eventos precoces na carcinogénese (Hamaratunga et al., 2014).

Em nosso trabalho analisamos a expressao génica global pela técnica de microarranjo
de DNA em 15 pares de amostras (CEE e mucosa ndo-tumoral adjacente ao tumor) e 5
amostras de mucosa esoféagica livre de doenca de doadores sem historico de cancer ou

doencas hepaticas relacionadas ao etilismo. A plataforma Affymetrix foi selecionada para este
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estudo e utilizamos o chip Human Exon 1.0 ST, composto por mais de 1,4 milhoes de sondas,
com mais de um milh&o relacionadas a cobertura de anélise de expressdo génica e as demais
relacionadas a normalizacao e correcdo de background das analises (www.affymetrix.com).

Na analise de comparacao do perfil de expressao génica entre CEE e mucosa pareada
adjacente ao tumor, observamos que 1064 genes se apresentavam diferencialemente
expressos, sendo 794 super-expressos no tumor e 270 sub-expressos. As principais vias
enriquecidas na plataforma Gene Ontology dentre 0s genes super-expressos foram as
relacionadas ao controle do ciclo celular, controle da replicacdo do DNA, alteracdo do
metabolismo e manutencdo da integridade do DNA. J& na anélise de comparacdo do perfil de
expressdo génica entre CEE e mucosa esoféagica saudavel encontramos 535 GDE, sendo 437
super-expressos e 98 sub-regulados no tumor em relacdo a mucosa saudavel. O
enriquecimento de vias resultou em processos bioldgicos relacionados principalmente ao
metabolismo de carboidratos, indugéo a apoptose e organizagéo de citoesqueleto.

Apesar do tecido adjacente ao tumor ser classificado histologicamente como normal,
ele apresentou diferencas de expressdo global em relacdo a mucosa saudavel de pacientes sem
histérico de cancer. Este dado ressalta o conceito de campo de cancerizagdo presente em
tumores do trato aero-digestivo superior. Apesar de somente 27 sondas com anotacdo no
ENTREZ ID (NCBI) apresentarem-se como GDE, é possivel observar pela anélise de
componente principal uma separacdo em dois grupos de amostras quando utilizados todos os
valores de expressdo (Figura 21). Infelizmente, devido ao nimero pequeno de genes ndo €
possivel realizar um enriquecimento em vias de sinalizacdo celular utilizando os mesmos
critérios estatisticos das analises mencionadas anteriormente.

Até a presente data, somente 35 trabalhos haviam sido publicados empregando a
técnica de microarranjo de DNA na pesquisa em CEE, comparando tecido tumoral com
mucosa adjacente ou livre de doenca. Dentre esses trabalhos, somente trés realizaram analises
com amostras ocidentais (Alemanha, Estados Unidos e Australia). Este fato somente
evidencia o quéo distante ainda estamos de entender a carcinogénese esofégica provocada
pelo consumo elevado de bebidas alcodlicas e tabagismo, uma vez que em paises orientais 0s
principais fatores etioldgicos relacionados ao CEE sdo consumo de bebidas quentes, uso de
"betel quid" e consumo de 6pio. Dentre os 35 trabalhos nenhum utilizou um chip com
densidade analitica semelhante ao Human Exon 1.0 ST.

Utilizando um chip de microarranjo de DNA com cobertura inferior a quatro mil
genes, Makino e colaboradores (2005) descreveram o gene TCEAL1 como diferencialmente

expresso em CEE em pacientes japoneses. Em nossa analise em larga escala este gene ndo se
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apresenta diferencialmente expresso entre CEE e mucosa adjacente. Esses resultados podem
ser explicados devido a etiologias distintas do CEE nas duas populac¢Ges. Chattopadhyay e
colaboradores em 2009 realizaram um trabalho visando identificar GDE relacionados ao
cancer esofagico familiar na populacéo indiana. Para tanto, utilizaram o chip 10k cDNA array
(UHN, Canada), com aproximadamente 10 mil sondas, e observaram 350 GDE. Apds
validacdo da técnica atraves da andlise de expressdo de 5 genes por PCRq e 4 por TMA
(tissue microarray) os autores discutem que 0s genes e proteinas selecionados ndo foram
suficientes para tracar um perfil de alteracbes moleculares em céancer de es6fago familiar,
havendo a necessidade de uma analise mais complexa para tanto.

Em 2011, Su e colaboradores propuseram a determinacdo do perfil de expressao
génica global de CEE e associa¢do com fendtipos clinicos em pacientes chineses. Para isso,
utilizaram a plataforma Affymetrix, utilizando dois tipos de chips, um com leitura em duas
cores U133A/B e o outro 0 8K cDNA, com densidade analitica até 39 mil transcritos em 45
mil sondas. Este protocolo, entretanto, utiliza 8 pg de cada RNA por reacdo enquanto que o
empregado nesta tese usa apenas 100 ng de RNA. Neste trabalho foram encontrados 159 GDE
entre 51 pares de amostras de CEE e mucosa ndo-tumoral adjacente ao tumor,
compreendendo genes envolvidos nareplicagdo do DNA, na regulagdo do ciclo celualre no
crescimento celular.

Em 2012, Yan e colaboradores propuseram a identificacdo de marcadores moleculres
para CEE e de alvos terapeuticos no tratamento de CEE. Utilizaram a microdissec¢do para
obter somente células tumorais ou normais de pacientes chineses nas analises de microarranjo
de DNA. Apo6s a extracdo de RNA existiu a necessidade de amplificar o material obtido,
criando uma nova etapa na analise randémica. O chip utilizado foi o0 U133A 2.0 Genechip
(Affymetrix), capaz de analisar 14.500 genes humanos. Processos bioldgicos relacionados ao
reparo de DNA, a sinalizacdo de TP53, a regulacdo do ciclo e outros foram enriquecidos na
plataforma Gene Ontology, havendo grande similaridade com nosso estudo, porém sem
estabelecer ou identificar possiveis marcadores moleculares da carcinogénese esofagica ou
possiveis alvos terapeuticos

Recentemente, Dadkhah e colaboradores realizaram em 2013 uma analise de
expressdo génica em pacientes iranianos com CEE. Utilizaram um chip com cobertura de 440
genes relacionados com carcinogénese e 5 pares de amostras de tumor e mucosa adjacente.
Identficaram 179 GDE, sendo estes genes relacionados a resposta imune, metastase e reparo
de DNA.
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Outro trabalho recente (Sudo et al., 2013) analisou por microarranjo 77 bidpsias de
CEE e 10 amostras saudaveis de pacientes japoneses utilizando a plataforma Agilent Human
Oligo Genome Microarray kit, com densidade de aproximadamente 37 mil sondas
relacionadas a genes humanos. Neste trabalho os autores selecionam a vimentina e
fibronectina 1 como importantes marcadores da transicao epitélio-mesenquima em CEE. Estes
dois genes também encontram-se super-expressos em nossa analise, apresentando-se assim
como provaveis marcadores de alteracdes epiteliais em tumores esofagicos independente dos
fatores etiologicos. Outro gene identificado como marcador da transicéo epitélio-mesenquima
em pacientes de CEE da Alemanha foi o gene WDR66 (Wang et al., 2013) . Os autores
utilizaram amostras ndo pareadas de CEE e mucosa saudavel e realizaram a anélise randomica
de expressdo genica utilzando o chip HumanGene ST, (Affymetrix) que foi lancado no
mercado anteriormente ao utilizado nesta tese. A alta expressdo de WDR66 foi associada a um
pior prognostico dos pacientes, aumentando o risco de morte. Este gene também se apresenta
super-expresso em nossa analise, evidenciando sua importancia na carcinogénese esofagica.

Essa revisdo de trabalhos visou apresentar que a maioria dos dados obtidos em
trabalhos que utilizaram chips de microarranjo de DNA com densidade analitica inferior ao
empregado neste projeto tiveram seus resultados corroborados em nosso estudo, mas a
extensa lista de informagfes presentes em nossa analise podera auxiliar na compreensao das
bases molceulares envolvidas no processo de carcinogénese esofdgica e propor alvos para

biomarcadores de diagndstico e progndstico.

4.1 Avaliacéo da via de FOXM1 em CEE

Apos a clusterizacdo hierarquica bayesiana realizada com os valores de GDE, obtidos
através da analise de microarranjo de DNA, entre amostras de CEE e mucosa adjacente ao
tumor, observamos que grande parte dos processos bioldgicos enriquecidos na plataforma
Gene Ontology foram relacionados ao controle do ciclo celular, controle da diviséo celular e
integridade do DNA.

O fator de transcricdo FOXM1 — previamente conhecido como HFH-11, MPP2, Win,
Trident e FKHL16 - pertence a familia Fox e é encontrado expresso em células proliferativas
de mamiferos e linhagens celulares tumorais, mas ndo em tecidos normais totalmente

diferenciados (Korver et al., 1997). A expressdo de FOXML1 ¢ induzida na fase G1 do ciclo
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celular, permanece durante a fase S e atinge seus niveis maximos na fase G2/M (Leung et al.,
2001), quando é degradada pela APC (complexo promotor da anéafase) via ubiquitinacdo (Park
et al., 2008). A FOXML1 se encontra predominantemente no citoplasma durante as fases G1 e
S, porém é fosforilada e translocada para o nacleo antes da entrada em G2 e M, evento que
depende de ativacdo por complexos ciclina/CDK (Major et al., 2004) e pela via de sinalizagéo
RAF/MEK/MAPK (Ma et al., 2005) . A superexpressdao de FOXM1 j& foi observada em
diversas neoplasias, como carcinoma hepatocelular (Lee et al., 2004), cancer pancreatico
(Wang et al., 2007), colorretal (Douard et al., 2006), glioblastoma (Liu et al., 2006), leucemia
mieldide aguda (Nakamuraet al., 2010), cancer de laringe (Jiang et al., 2011) sugerindo que
terapias visando a sua inibicdo possam apresentar algum impacto no tratamento do cancer
(Radhakrishnan et al., 2006). De maneira consistente, resultados obtidos a partir de uma
analise de microarranjo mostraram que FOXM1 é um dos genes mais comumente super-
expressos na maioria dos tumores sélidos (Pilarsky et al., 2004).

A principal funcdo de FOXML1 é a regulacdo transcricional da expressdo génica de
proteinas reguladoras do ciclo celular, essenciais para a progressao para as fases G1/S e G2/M
e manutencdo da integridade gendmica (Wang et al., 2005). Dentre 0s genes-alvo para
FOXM1 mais conhecidos, se encontram moléculas promotoras da fase S como CDC25,
inibidores de CDKs, como P21CIP1 e P27KIP1 (regulacdo negativa) e reguladores mitéticos
como AURORA B QUINASE, CENPA (proteina associada ao centrémero A), CENPB, PLK1
(Polo-like kinase 1), SURVIVINA (Wang et al., 2005) e CICLINA B1 (Leung et al., 2001)
(Figura 42).

Visto que FOXML1 é requerida para a viabilidade e progressdo no ciclo celular, células
depletadas para esse fator de transcricdo apresentam uma formacdo do fuso mitético
aberrante, com consequente catastrofe mitética e poliploidia (Wonsey e Follettie, 2005).
Trabalhos mais recentes mostram que FOXM1 esta envolvida ndo apenas na proliferacdo
celular, mas também em outros aspectos da oncogénese, como 0 aparecimento de metéstase
(Raychaudhuri e Park, 2011). Foi demonstrado que FOXM1 estimula invasdo e angiogénese
em células tumorais através da inducdo de metaloproteinases de matrix e VEGF (fator de
crescimento endotelial vascular) e a inibicdo de sua expressdo € capaz de inibir esses
processos (Ahmad et al., 2010). Halasi e Gater (2013) correlacionaram a atividade de
FOXM1 com o0s pontos cruciais para a carcinogénese propostos por Hanahan e Weinberg
(2000) conforme ilustrado na figura 43. Pode-se observar que em todas as etapas existe uma

provavel atuacdo direta ou indireta de FOXM1.
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Figura 42 - Representacdo esquematica da atuacdo de FOXM1 na carcinogénese. FOXM1
regula uma variedade de processos bioldgicos em células de mamiferos através da transcri¢éo
de genes importantes para a progressao do ciclo celular, proliferagdo celular, sobrevivéncia,
diferenciacdo celular, reparacdo de danos do DNA, angiogénese, migracao celular e a resposta

a drogas quimioterapéuticas.
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A atuacdo de FOXML1 no desenvolvimento e na progressao da cancer de pulméo foi
descrita por Yang e colaboradores (2008). Este estudo mostrou que FOXML1 foi capaz de
identificar um subconjunto de tumores de pulmao associados com caracteristicas patoldgicas
avancadas e um curso clinico agressivo. Os autores ainda sugeriram que as estratégias para
reduzir a expressao FOXM1 possa representar uma abordagem terapéutica valiosa para o

tratamento de tumores de pulméo.
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Figura 43 - Atuagdo de FOXML1 nas etapas cruciais da carcinogénese

© 2012 American Association for Cancer Resaarch
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Legenda: Negativo (em itéalico e sublinhado) e positiva (em negrito) alvos a jusante ou a montante de
reguladores FOXM1 s&o mostrados.
Fonte: Halasi e Gartel, 2013.

Dibb e colaboradores (2012) descreveram a regulacgao positiva de FOXM1 e PLK1 em
adenocarcinoma de es6fago (ADE), havendo uma co-expressdo dos genes, provavelmente
devido ao fato de FOXML1 regular a expressdao de PLK1. Por fim, descrevem que FOXM1
pode ser utilizado como marcado molecular de ADE e se mostra um forte candidato a
marcador de prognostico.

Com relagéo a atividade de FOXM1 em CEE, Hui e colaboradores (2012) avaliaram
por imunohistoquimica a expressdo proteica deste fator de transcricdo em amostras de CEE e
mucosa adjacente. Foi observado que baixos niveis de FOXM1 citoplasméatico foi

correlacionado com a fase inicial da carcinogénese esoféagica e que a expressdo nuclear de
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FOXM1 foi mais frequente em pacientes com idade inferior a 45 anos. Os autores concluiram
que FOXML1 é um potencial biomarcador de diagnostico de CEE.

Em nossa analise, FOXM1 mostrou-se diferencialmente expresso, sendo super-
expresso em CEE em relacdo a mucosa adjacente e a mucosa saudavel. Além de FOXML1,
membros da via de sinalizagdo deste fator de transcrigdo acompanharam o mesmo perfil de
expressao (Figura 44).

Figura 44 - Genes diferencialmente expressos em CEE enriquecidos na via de FOXM1

identificados pela técnica de microarranjo de DNA
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Fonte: Plataforma Genomatix

Além de alteracdo no perfil de expressdo génica, a expressdao de FOXML1 apresentou
alta sensibilidade e expecificidade (88% e 89% respectivamente) na identificacdo de CEE
contra mucosa adjacente, através de curva ROC. Também foi observado elevada sensibilidade
de deteccdo de CEE em relacdo a mucosas saudaveis (sensibilidade de 79% e especificidade
de 75%).

Os cinco alvos de FOXM1 analisados neste projeto (CDK1, CCNB1, PLK1, MMP9 e
MMP12) apresentaram-se super-expressos em CEE. Também observamos associagéo entre a
expressao de FOXML1 e dos genes alvo (Quadro 12) Este fato evidencia que FOXM1 além de

super-expresso em CEE tem sua via de sinalizagéo ativa.
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J& foi relatado que o fator de transcricdo ETV5 é capaz de regular a transcricdo de
FOXM1 em células de céancer de ovario (Llaurado et al 2012). O gene ETV5 também
apresentou-se diferencialmente expresso em nossas analises de microarranjo de DNA e,por
isso, foi feita uma analise de correlacdo entre a expressdo desse gene e FOXM1 em CEE
(Figura 29). A anélise de correlacdo entre esses genes foi significativa, indicando que ETV5
pode ser o ativador da transcricdo de FOXM1 em CEE, porém existe a necessidade de novos
experimentos para comprovar ou refutar esta hipotese.

A elevada expressao de MMP12 na mucosa adjacente ao tumor foi caracterizada como
fator indepentente de mau progndstico para os pacientes de CEE. A média de sobrevida dos
pacientes com baixa expressao de MMP12 na mucosa adjacenter ao tumor foi de 14,8 meses,
enquanto que nos pacientes com alta expresséo foi de 7,6 (p < 0,0001). Somente um trabalho
até a presente data havia correlacionada a expressdo de MMP12 com CEE, entretanto, apesar
dos autores terem observado que MMP12 apresentava-se como marcador de tumores
avancados, a expressdo deste gene nao foi um fator impactante independente na sobrevida dos
pacientes (Ding et al,. 2002).

Apds a caracterizacdo da atividade da via de FOXM1 em CEE resolvemos avaliar
através de ensaios funcionais na linhagem celular derivada de CEE, TE1l, o quanto a
modulagdo da expressdo de FOXM1 influenciaria na viabilidade celular, taxas de proliferagéo
e determinacdo da fase do ciclo celular. Apos silenciarmos e super-expressarmos 0 gene
FOXM1 observamos a resposta molecular de genes alvo. O silenciamento de FOXM1
resultou numa diminuicdo da expressao de CCNB1 e MMP12, mas ndo influenciou nos niveis
de expressdo de AURKA (Figura 32). Entretanto, apesar da transfeccdo do gene FOXM1 ter
funcionado, ndo foi observado aumento de expressdo em nenhum de seus genes alvo (Figura
33). Este falta de modulacéo dos genes alvo de FOXM1 ap0s o tratamento de super-expressao
pode ser explicado pelo fato da linhagem TEL ja apresentar uma expressdo relativamente alta
de FOXM1 e o aumento deste gene saturou a maquinaria celular e ndo conseguiu
desempenhar papel importante na funcéo de fator de transcricdo. Ndo observamos diferencas
estatisticamente significativas na avaliacdo de viabilidade celular, taxas de proliferacéo e fase
do ciclo celular na linhagem TEL ap6s os tratamentos de modula¢do de expressdao do gene
FOXM1. E provavel que haja a necessidade de uma estimulagio quimica da célula, , como o
tratamento com um quimioterapico, para que diferencgas nas avaliacdes sejam observadas ou a
linhagem célular TE1 pode ndo ser responsiva a FOXML.

Portanto, nesse trabalho foi possivel notar que a técnica de microarranjo de DNA

utilzada alta sensibilidade em identificar GDE em tumores de es6fago quando comparadaos
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com a mucosa ndo-tumoral adjacente ao tumor e mucosa de individuos sem céancer, assim
como foi possivel identificar GDE nas mucosas adjacentes ao tumor quando comparadas com
as mucosas esofagicas saudaveis. Dentre as principais vias contendo esses genes

diferencialemnte expressos, destacaram-se a via de sinalizacdo PI3K-AKT, sugerindo uma

ativagcdo dessa via em CEE; a super expressdo de FSCN1, mostrando que alteracdes nesse

gene parecem ser um evento precoce na carcinogénese esofégica além de ter um impacto

direto na sobrevida dos paceintes com CEE e a ativacdo da via de FOXM1, em que nao so

FOXM1, mas como uma gama de genes-alvo desse fator de transcricdo apresentaram-se
super-expressos em CEE. Dado a importancia de FOXM1, conforme discutido anteriormente,
avaliamos se a modulcéo desse gene em cultura de células tumorais esofagicas (TE-1) poderia
influenciar na viabilidade, proliferacdo celular e fases do ciclo celular. Entretanto néo
observamos diferencas signficativas quando inibimos ou super-expressamos FOXM1 em
relacdo aos controles. Esses dados indicam a necessidade de outros experimentos (como 0
tratamento dessas células com drogas) assim como o uso de outros tipos celulares a fim de

investigarmos a importancia dessa via para a carcinogenese esofagica.

4.2 Importancia da ativagdo da via de sinalizagéo PI3K — AKT em CEE

A via de sinalizacdo de PI3K — AKT é uma das vias mais estudadas em cancer, sendo
relacionada a controle de algumas etapas cruciais da carcinogénese como controle do ciclo
celular, sobrevivéncia, metabolismo, motilidade e instabilidade gendmica (Hanahan e
Weinberg, 2011). A via também contribui para a modulacdo do ambiente tumoral,
influenciando a angiogénese e o recrutamento de células inflamatdrias (Hirsch et al., 2013).
Trabalhos em céncer que avaliam essa via sugerem que a via de PI3K é a via de sinalizacao
mais alterada em tumores humanos sendo a mais mutada em tumores de cabega e pescoco,
que sdo tumores com fatores etiologicos semelhantes ao CEE. MutagGes em genes dessa via
sdo considerados preditores de tratamento em tumores de cabeca e pescoco, (Samuels e
Ericson, 2006; Song et al., 2012; Lui et al., 2013).

Heldebrandt e colaboradores em 2009 descreve alteracfes genéticas na via de PI3K —
AKT em céncer de es6fago (ADE e CEE) e associaram essas alteragdes com a presenca de
recidiva do tumor e que essas alteracbes podem alterar a resposta do paciente ao tratamento

quimioterapico. Em 2011, Li e colaboradores caracterizaram 0s componemtes da via de
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sinalizacéo de PI3K — AKT como alvos promissores de terapia génica em CEE. Esse trabalho
mostrou a importancia da ativacdo de AKT na resisténcia a tratamentos quimioterapicos,
indicando que a inibicdo deste gene pode restaurar a sensibilidade ao tratamento.

Em nossa analise verificamos que os genes PIK3R3 esta super-expresso em CEE em
relacdo a mucosa adjacente e a mucosa esofagica saudavel. Ja foi descrito que o gene PIK3R3
é super-expresso em glioblastoma e cancer de ovério (Soroceanu et al., 2007; Zhang et al,
2007) e seu silenciamento inibe o crescimento celular dependente de IGF2 em glioblastoma
(Soroceanu et al., 2007). Também ja foi descrito que PI3KR3 encontra-se super-expresso em
cancer géstrico, atuando como um agente indutor de proliferacdo (Zhou et al., 2012).

Também observamos que o gene AKT3 apresentou-se super-expresso em CEE em
relacdo a mucosa adjacente ao tumor. Interessantemente, observamos também que AKT3 esta
sub-expresso na mucosa adjacente ao tumor em relacdo a mucosa esofagica saudavel. Este
fato nos permite propor que AKT3 tem sua expressdo suprimida na mucosa adjacente ao
tumor como forma de protecdo aos fatores etioldgicos relacionados a carcinogénese esofagica,
mas essa repressao € perdida com o aumento do estresse oncogeénico.

Um dos mais importantes biomarcadores de diagndstico de cancer de prostata € a
avaliacdo da concentracdo da proteina PSA no sangue. A sensibilidade do PSA em distinguir
um cancer de prdstata em comparacdo com o tecido saudavel é de 83,4% e a especificidade é
de 38,9% (Thompson et al., 2005), valores inferiores aos apresentados na avaliacdo da
expressdao de PI3KR3 (sensibilidade de 78% e especificidade de 92,5%) AKT3 (sensibilidade
de 83% e especificidade de 67,5%) na identificacdo de alteracdes no epitélio esofagico.

O terceiro membro da via analisado foi STAT3, que regula vias importantes para o
processo de carcinogénese, como proliferacdo celular, angiogénese e apoptose (Jarnicki,
Putoczki et al., 2010). STAT3 bloqueia a apoptose por ativar a expressao de genes anti-
apoptoticos, como Bcl-2 e Bel-XL, e por induzir outras proteinas que suprimem indiretamente
a apoptose, como a chaperona Hsp70 (Bromberg, Wrzeszczynska et al., 1999; Stephanou,
Brar et al., 2000; Sikora e Grzesiuk, 2007). O gene STAT3 apresenta alteracdo no perfil de
expressao em diversos tumores e é considerado um alvo potencial para a terapia oncoldgica
(Timme et al., 2013).

Apesar da relevancia de STAT3 em outras neoplasias, ndo foi observado diferenca de
expressdo de STAT3 em nehuma anélise deste trabalho, indicando que o perfil de expressédo
dele provavelmente ndo varia com o estresse oncogénico no epitélio esofagico. Por outro lado,

grande parte do aumento de atuacdo de STATS3 é relacionado a sua fosforilagdo (Jarnicki e
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Putoczki et al., 2010), havendo assim a necessidade de se estudar seus niveis de fosforilacdo
em CEE afim de tragarmos o papel desta proteina na carcinogénese esofagica.

Os genes diferencialmente expressos presentes na via de sinalizacdo de PI3K — AKT
estdo representados na figura 45. E possivel observar que além de PIK3R3 e AKT3 diversos
genes que ativam a via estdo regulados positivamente em CEE, como receptores toll-like,
integrinas, receptores acoplados a proteina G e outros. Entretanto, os alvos ajusante de PI3K —
AKT mehor caracterizados nao se apresentaram alterados como os ativadores da via. Este fato
evidencia a necessidade de investigar quais sdo os alvos de PI3BK-AKT em CEE afim de

compreendermos o papel desta via na carcinogénese esofagica.

Figura 45 - Via de sinalizacdo de PI3K — AKT
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gene sem diferenga de expressdao em CEE na nossa anélise de microarrnajo de DNA.
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4.3 Valor prognostico da expressdo de FSCNL1, sua atuacdo como biomarcador de alteracGes

epiteliais no eséfago e associacdo de expressao com fator de transcricdo HOXD10

FSCN1, também conhecido como Fascinal, & um proteina globular de 55 kDa
responsavel pela agregacao dos filamentos de actina na célula. Sua atividade contribui para a
organizacdo de saliéncias que medeiam as interac¢des celulares e migracdo, organizacdo de
feixes de microfilamentos citoplasmaticos (Figura 46) que contribuem para a arquitetura
celular e movimento intracelular e, por fim, esta relacionada a motilidade celular e metastase.
A fascina 1 é largamente expressa em tecidos normais mesenquimais e no sistema nervoso,
mas ndo em célula epitelial normal (Hashimoto et al., 2005; Fried et al., 2003). A expressao
do fascina em neoplasias epiteliais, incluindo tumores de mama, colon, pancreas, pulméo,
ovario, nasofaringe e estbmago, foi descrito recentemente (Li et al., 2008; Hashimoto et al.,
2004; Wu et al., 2010; Zhao et al., 2010; Tasi et al., 2007) e a maioria dos trabalhos tem
mostrado que a expressao da fascina esta crrelacionada com a agressividade dos tumores e

com diminuigédo na sobrevida dos pacientes.

Figura 46 - Representacao da atividade de FSCN1 na organizacao dos filamentos de actina na

célula

mawia Actin filaments

«» FSCN1

ARP2/3 complex: actin-related protein 2/3 complex
® N-WASP: neural Wiskott-Aldrich syndrome protein
“ CTTN: cortactin
~=== MMP14: matrix metalloproteinase 14
> MMP2
» MMP39
ECM: extracellular matrix

Fonte: Akanuma et al., 2014

Hashiomoto e colaboradores (2005) descrevem que FSCN1 é geralmente super-
expressa em CEE quando comparadas ao epitélio esofagico adjacente ao tumor e que esse
aumento de expressao foi associado a um pior prognéstico desses pacientes. Além disso, o
silencimento de FSCN1 reduziu a motilidade celular e invasdo na linhagem celular de CEE,

sugerindo que a super-expressdo de FSCN1 pode desempenhar um papel importante na
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progressdo de CEE e que este gene pode ser utilizado como alvo molecular em uma nova
estratégia terapéutica para pacientes com CEE.

Em nossa analise a expressdo de FSCN1 estava aumentada em CEE em relacéo a
mucosa adjacente e a mucosa saudavel. Também observamos aumento da expressdo de
FSCN1 na mucosa adjacente a CEE em relacdo a mucosa saudavel. Além disso, observamos
que a expressdo genica de FSCN1 foi capaz de diferenciar a mucosa tumoral da mucosa
adjacente ao tumor (senbilidade de 87% e especificidade de 75%), diferenciar a mucosa
adjacente ao tumor da mucosa saudavel (sensibilidade de 88% e especificidade de 62,5%) e
diferenciar CEE da mucosa saudavel com sensibilidade de 97% e especificidade de 100%
(Figura 41 B-D). Estes dados sugerem que alteracbes no perfil de expressdo deste gene
apresentam-se como um evento precoce no processo de carcinogénese esofagica e sua
utilizacdo como biomarcador de deteccdo de lesdes prococes podera ser util na rotina clinica

Como em outros trabalhos em CEE (Hashiomoto et al., 2005; Akamura et al., 2014;
Lu et al., 2010) a expressdo de FSCN1 influenciou a sobrevida dos pacientes de forma
independente. Entretanto, essa correlacdo entre aumento da expressao do gene e diminuicéo
da sobrevida foi observada somente com os valores de expressao na mucosa adjacente ao
tumor (Figura 40). Onde somente 10% dos pacientes com mucosa adjacente apresentando alta
expressdao de FSCN1 encontravam-se vivos em 18 meses, enquanto que 60% dos pacientes
com baixa expressao apresentavam vivos nesse periodo (p<0,0001).

A regulacdo da expressdo de FSCN1 em CEE pelos microRNAs miR-133a e miR-
133b foi descrita recentemente (Kano et al., 2010) e ainda, foi sugeridogue miR-133a
desempenhe funcdo de supressor de tumor no esofago (Akanuma et al., 2014). Apesar disso,
ndo observamos sub-expressdo de miR-133a e miR-133b em nossa analise de microarranjo de
DNA, indicando que a expressdo destes dois microRNAs ndo se apresentou como responsavel
pela modulacdo da expressdo de FSCN1 em nossas amostras. AlteracGes no perfil de
metilacdo da regido promotora de FSCNL1, alteracdo epigenética relacionada com a modulagdo
de expressdo de diversos genes, parece ndo ter papel sobre a modulagdo da expressao de
FSCN1 em CEE (Hou et al., 2009).

J& foi descrito que o fator de transcricdo SP1 atua como um regulador positivo da
expressdo de FSCN1 em CEE como resultado da ativagéo da via de EGFR (Lu et al., 2009). O
gene SP1 néo se apresentou diferencialmente expresso em nenhuma das analises, sugerindo
que outro fator de transcri¢do possa estar relacionado com a expressdo de FSCN1. Apds busca
in silico de fatores de transcricdo com sitio de ligagdo na regido promotora de FSCN1,

identificamos o gene HOXD10 como possivel candidato desta modulagéo.
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Membros da familia de genes homeobox (HOX) séo fatores de transcricdo que
controlam a diferenciagdo e a morfogénese celular durante o desenvolvimento embrionério
(Botas, 1993; Samuel e Naora, 2005). Além dos seus papéis no desenvolvimento, numerosos
genes HOX (HOXB13, HoxA5 e HoxC6) foram encontrados expressos de forma aberrante
numa variedade de tumores sélidos, incluindo tumores de mama, préstata e célon (Shah e
Sukumar, 2010; Raman et al., 2000). A desregulacdo dos genes Hox pode afetar varias vias
que desempenham papéis criticos na tumorigénese e metastase tumoral (Shah e Sukumar,
2010).

Ja foi demonstrado que a expressdo de HOXD10 aparece reduzida em cancer de mama
e de endométrio (Osborne et al., 1998) e que a super-expressao desse gene reduz de forma
significativa a motilidade e poder de invasdo de linhagens celulares derivadas de tumores de
mama, sendo caracterizado como um supressor de tumor (Carrio et al., 2005).

Em nossa analise, o gene HOXD10 apresentou-se super-expresso em CEE em relacéo
a mucosa adjacente e 0 aumento de sua expressdo foi associado significativamente com o
aumento da expressdo de FSCN1 (Figura 39 — C), indicando que pode haver uma interacdo
bioldgica entre HOXD10 e FSCN1. Também testamos a capacidade da expressdo de
HOXD10 em distinguir tecido tumoral e mucosa adjacente, resultando em uma sensibilidade
de 94% e especificidade de 84% (Figura 39 - A). A expressdo de HOXD10 mostra-se como

outro bom candidato para testes como biomarcador de diagnéstico de CEE.
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CONCLUSOES

e Nao observamos correlacdo entre os dados clinicos e patolégicos analisados e a
sobrevida dos pacientes com CEE;

e Determinamos o perfil de expressdo génica global atraves da técnica de microarranjo
de DNA, identificando 1064 GDE na comparacdo entre CEE com mucosa nao-
tumoraladjacente ao tumor, 535 na andlise entre CEE e mucosa saudavel e 27 GDE na
andlise entre mucosa adjacente e mucosa esofagica saudavel;

e Ap0s enriquecimento dos clusters génicos, observamos que os GDE sdo genes
predominamente relacionados as vias de controle do ciclo celular, de reparo de DNA,
do metabolismo celular e de estrutura celular;

e A expressdo genica dos GDE selecionados e analisados pela técnica de microarranjo
foi validada pela técnica de PCRq, mostrando uma correlagdo maior que 77%;

e A capacidade da expressdo génica dos genes analisados (PIK3R3, AKT3, FSCNL1,
HOXD10 e FOXM1) em distinguir alteragdes no epitélio esofagico apresentou
resultados estatisticamente significativos;

e A elevada expressdo dos genes FSCN1 e MMP12 na mucosa adjacente ao tumor
influenciou na sobrevida dos pacientes;

e Nao foi possivel observar diferencas no padrdo de viabilidade celular, taxasde
proliferacdo e fase do ciclo celular quando modulamos a expressdo de FOXML1 na

linhagem celular TE1.
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