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RESUMO

de Jesus LM. Deteccéo e caracterizacdo de alteracées moleculares em amostras de
tecido e fluidos corpéreos de pacientes com cancer de cabeca e pescoco.

Dissertacao (Mestrado). Barretos: Hospital de Cancer de Barretos; 2020.

Justificativa: Os principais fatores de risco associados aos carcinomas de células
escamosas de cabeca e pescoco (CECP) sao o tabagismo e etilismo, além da
infeccdo pelo virus do papiloma humano (HPV) em tumores de orofaringe. Estes
tumores sdo associados a altas taxas de incidéncia, morbidade e mortalidade. Além
disso, sua heterogeneidade etiolégica, molecular e clinica dificulta o manejo dos
pacientes. Recidivas locorregionais e desenvolvimento de segundos tumores
primarios séo frequentes, impactando nas taxas de sobrevida e na qualidade de
vida. Objetivo: Portanto, realizamos a caracterizacdo molecular de pacientes com
CECP tratados no Hospital de Cancer de Barretos, visando identificar subgrupos de
acordo com diferentes prognoésticos e detectar alteracdes cancer-especificas em
amostras coletadas de forma minimamente invasiva. Metodologia: Foram incluidas
amostras de tecido tumoral de 12 pacientes com CEC de cavidade oral e de 90
pacientes com CEC de orofaringe tratados no Departamento de Cirurgia de Cabeca
e Pescoco do Hospital de Cancer de Barretos. Fluidos corpéreos (lavado bucal n = 9
e plasma n = 48) de um subgrupo destes pacientes também foram avaliados. A
deteccdo de mutacbes nas amostras de tecido foi realizada através de
sequenciamento de nova geracdo pelas plataformas lon Torrent PGM (Life
Technologies, EUA) e lllumina HiSeq 2500™ System (lllumina Technologies, EUA).
A deteccdo de metilagdo nas amostras de tecido e também a busca pela presenca
das alterac6es mais frequentes em fluidos corpéreos foi realizada através do sistema
QX200™ AutoDG Droplet Digital™ PCR system (Bio-Rad, EUA). Resultados: Entre
os 51 pacientes com CEC de orofaringe, 61% (31/51) tiveram mutacdo em pelo
menos um dos genes testados e mutacdoes em NOTCH1 e PTEN reduziram
significativamente a sobrevida livre de recidiva dos pacientes (SLR) testados, sendo
que apenas a mutacdo em NOTCH1 permaneceu significativa na analise
multivariada (HR = 2,982; 95% IC = 1,029-8,644; p = 0,044). Dos 12 pacientes com

CEC de cavidade oral, todos apresentaram mutacdo em pelo menos um gene e
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mutacdo nos genes CDKN2A e NFE2L2 foram associadas a uma diminuicédo
significativa da SLR (0,0% versus 57,1% para WT; p = 0,017 e 0,0% versus 51,9%
para WT; p = 0,038, respectivamente). A deteccdo de metilacdo foi realizada em
amostras de CEC de orofaringe (n = 52) e CCNA1 metilado foi associado a pior SLR
(45,8% versus 91,3%; p = 0,041). A presenca de linfonodos clinicamente negativos
ao diagnéstico (NO) foi significativamente associada a auséncia de metilacdo no
gene TIMP3 (teste exato de Fisher; p = 0,005). Dos casos com amostras tumorais
hipermetiladas (37/52), 15 tinham amostras de plasma pré-tratamento disponiveis e
o cfDNA metilado foi detectado em 11/15 (73,3%). Por outro lado, nenhuma amostra
de plasma dos controles saudaveis foi considerada positiva para a metilagdo do DNA
(AUC = 0,867; IC 95% = 0,720 - 1.000). Estes dados sugerem uma boa acurécia na
discriminacdo entre amostras de plasma de casos e controles,. Além disso, a
deteccdo de metilacdo em amostras de plasma coletadas poés-tratamento foram
concordantes com a evolugédo dos pacientes. Na etapa de deteccdo de mutagdes no
plasma de 3 pacientes com CEC de orofaringe, detectamos variantes patogénicas
do gene TP53 no cfDNA de duas amostras e verificamos um resultado concordante
entre o nivel de cfDNA e o seguimento. Conclusdo: Os achados desse estudo
podem fornecer informacdes Uteis para a determinacdo de novas abordagens que
tornem o tratamento do CECP personalizado, considerando sua heterogeneidade.
Também observamos a possibilidade da aplicagdo da ddPCR na rotina clinica,
contribuindo para um melhor e mais amplo manejo dos pacientes acometidos por

esses tumores.

PALAVRAS-CHAVE: Mutacdo; Tumores de cabeca e pescoco; Prognéstico;

Marcadores moleculares; Metilacéo; Biopsia Liquida.
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ABSTRACT

de Jesus LM. Detection and characterization of molecular alterations in tissue and
body fluids samples of patients with head and neck tumores. Dissertation (Master’s
degree). Barretos: Barretos Cancer Hospital; 2020.

Justificative: The main risk factors associated with head and neck squamous cell
carcinomas (HNSCC) are tobacco and alcohol consumption, in addition to the human
papilloma virus (HPV) infection in oropharyngeal tumors. These tumors are
correlated with high rates of incidence, morbidity and mortality. Moreover, the
etiological, molecular and clinical heterogeneity complicates the management of
patients. Locoregional recurrences and the development of second primary tumors
are frequent, affecting the survival rates and quality of life. Aim: Therefore, we
performed the molecular characterization of patients with HNSCC treated at the
Barretos Cancer Hospital, aiming to identify subgroups according to different
prognoses and detect cancer-specific alterations in samples collected in a minimally
invasive way. Methodology: Tumor tissue samples from 12 patients with oral
squamous cell carcinoma (OSCC) and 90 patients with oropharyngeal squamous cell
carcinoma (OpSCC) treated at the Department of Head and Neck Surgery at
Barretos Cancer Hospital were included. Body fluids (saliva n = 4 and plasma n = 48)
from a subgroup of these patients were also evaluated. The detection of mutations in
tissue samples was performed through next sequencing generation by the lon
Torrent PGM (Life Technologies, USA) and lllumina HiSeq 2500 ™ System (lllumina
Technologies, USA) platforms. The detection of methylation in tissue samples and
also the search for the presence of the most frequent alterations in body fluids was
performed using the QX200 ™ AutoDG Droplet Digital ™ PCR system (Bio-Rad,
USA). Results: Among the 51 patients with OpSCC, 61% (31/51) had mutations in at
least one of the tested genes and mutations in NOTCH1 and PTEN significantly
reduced the patients' recurrence-free survival (RFS), with only NOTCH1 mutation
remaining significant in the multivariate analysis (HR = 2,982; 95% CI = 1,029-8,644;
p = 0.044). Of the 12 patients with OSCC, all had mutations in at least one gene and
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mutations in the CDKN2A and NFE2L2 genes were associated with a significant
decrease in RFS (0.0% versus 57.1% for WT; p = 0.017 and 0,0% versus 51.9% for
WT; p = 0.038, respectively). Methylation detection was performed on OpSCC
samples (n = 52) and methylated CCNA1 was associated with the worst RFS (45.8%
versus 91.3%; p = 0.041). The presence of clinically negative lymph nodes at
diagnosis (NO) was significantly associated with the absence of methylation in the
TIMP3 gene (Fisher's exact test; p = 0.005). Of the cases with hypermethylated
tumor samples (37/52), 15 had pre-treatment plasma samples available and the
methylated cfDNA was detected in 11/15 (73.3%). On the other hand, no plasma
samples from healthy controls were considered positive for DNA methylation (AUC =
0.867; 95% CIl = 0.720 - 1,000). These data suggest a good accuracy in the
discrimination between plasma samples from cases and controls. In addition, the
detection of methylation in plasma samples collected after treatment was consistent
with the evolution of the patients. In the plasma mutation detection stage of 3 patients
with OpSCC, we detected pathogenic variants of the TP53 gene in the cfDNA of two
samples and verified a concordant result between the cfDNA level and the follow-up.
Conclusion: The findings of this study can provide useful information for the
determination of new approaches that make the treatment of HNSCC personalized,
considering its heterogeneity. We also observed the possibility of applying ddPCR in
the clinical routine, contributing to a better and broader management of patients

affected by these tumors.

KEYWORDS: Mutation; Head and neck tumors; Prognosis; Molecular markers;

Methylation; Liquid biopsy.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia dos tumores de cabeca e pescoco

Os carcinomas de cabeca e pesco¢o ocupam a 82 posicdo entre os tumores
mais incidentes no mundo, e s&o normalmente associados a altas taxas de
morbidade e mortalidade® . Estes tumores podem se manifestar na cavidade oral,
orofaringe, nasofaringe, hipofaringe ou laringe, e 90% séo do tipo histopatologico de
carcinoma escamocelular (CEC), com surgimento no epitélio escamoso que recobre
o trato aerodigestivo superior’.

Segundo dados do GLOBOCAN, foram estimados para 2018 834.860 novos
casos de cancer de cabeca e pescoco e 431.131 Obitos nos diferentes sitios
relacionados a esta topografia®. No Brasil, a estimativa para o triénio de 2020-2022
de novos casos de tumores de cabeca e pescoco é de 22.840, com os tumores de
cavidade oral ocupando a 52 posi¢ao entre 0s tumores mais comuns em homens e a
132 posicéo entre as mulheres®. O Registro Hospitalar de Cancer do Hospital de
Cancer de Barretos (HCB) realizou o levantamento do numero de casos de tumores
diagnosticados nessa instituicio no ano de 2018, com 407 novos casos de
carcinoma escamocelular de cabeca e pescoc¢o (CECP) tendo sido registrados neste

ano (Tabela 1)°.

Tabela 1 - Estimativa para 2018 da incidéncia de tumores de cabeca e pesco¢o no mundo e no Brasil
e numero de casos nhovos diagnosticados no Hospital de Cancer de Barretos em 2018.

Mundial Brasil Hospital de Cancer de Barretos
(2018) (2020) (2018)

Topografia

Cavidade oral 354.864 15.190 167
Laringe 177.422 7.650 78
Nasofaringe 129.079 * 26
Orofaringe 92.887 * 136
Hipofaringe 80.608 * 18
TOTAL 834.860 22.840 407

Fonte: Globocan 2018, INCA 2020, Registro Hospitalar de Céncer de Barretos 2018. * O sitio da
nasofaringe nédo foi incluido, ja o sitio da orofaringe estd agrupado na cavidade oral e da hipofaringe
esta agrupado na laringe.
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1.2 Fatores de risco relacionados aos tumores de cabeca e pescoco
O tabagismo associado ou ndo ao etilismo é classicamente reconhecido como

6 7 Mais

o principal fator de risco para os tumores de cabeca e pescoco
recentemente, a infeccdo por variantes de alto risco do virus do papiloma humano
(HPV, do inglés human papillomavirus) tem se mostrado um importante fator de risco
para tumores de orofaringe; enquanto o herpes virus Epstein-Bar (EBV) é
reconhecido como um fator de risco para tumores da nasofaringe®*°.

Nos paises desenvolvidos, 75% dos tumores de cabeca e pesco¢co sao
causados pelo uso do tabaco e do alcool, considerados os principais fatores de risco
associados a esta doenca, que quando associados podem potencializar os efeitos
oncogénicos na mucosa’. A forte reducdo do consumo do tabaco nos ultimos anos
tem refletido em uma menor incidéncia dos tumores de laringe, cavidade oral e
hipofaringe' *2. Contudo, um aumento significativo da incidéncia dos tumores na
regido da orofaringe vem sendo observado, com um aumento nos EUA de 225%
entre 1984 e 2004 3. Este aumento tem sido associado a infeccéo pelo virus do
papiloma humano (HPV), com o contato sexual como principal forma de
transmissdo, e desenvolvimento de tumores na orofaringe. Em paises
desenvolvidos, a infeccdo por HPV esta presente em 17% a 56% desses tumores, e
em 13% dos casos em paises em desenvolvimento’.

Estudos apontam para importantes diferencas clinicas, biolégicas e
epidemioldgicas entre pacientes com CECP HPV - positivos e HPV-negativos.
Epidemiologicamente, os casos HPV-negativos sdo geralmente representados por
individuos com mais de 60 anos de idade que fazem uso excessivo de tabaco e
alcool. Nao ha um sitio preferencial de acometimento desses tumores e, geralmente,
eles apresentam um prognéstico desfavoravel*?. J4 os casos positivos para HPV
compreendem principalmente individuos em faixa etaria mais jovem, do sexo
masculino, de etnia branca, com um maior nivel socioeconémico e de escolaridade,
ndo-tabagistas (ou com baixa carga tabagica) e nao-etilistas'® **. Além disso,
estes casos frequentemente descrevem comportamento sexual de risco via sexo

oral, fator de risco importante para a exposicdo ao virus do HPV*2.

1.3 Diagnostico e estadiamento dos tumores de cabeca e pescoco
Usualmente, o diagndstico dos tumores de cabeca e pescoco é realizado por
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meio de avaliacdo do histérico do paciente, avaliacdo clinica médica ou
odontologica, além de exames de imagem (nasofaringolaringoscopia direta,
tomografia computadorizada, ressonancia magnética e tomografia por emissdo de
positrons), para avaliar e identificar a localizacdo de possiveis lesdes tumorais locais
e a distancia. Em seguida, bidpsias seguidas de andlises anatomopatoldgicas sao
realizadas para confirmacdo do diagnostico e caracterizagdo histopatoldgica da
lesdo®’.

Assim gue identificado o sitio do tumor, a lesdo é classificada conforme o
tamanho do tumor (T), presenca ou auséncia de linfonodos comprometidos
(N) e presenca ou auséncia de doenca metastatica (M), de acordo com as
recomendagdes da AJCC (American Joint Committee on Cancer), para assim ser
determinado o estadiamento tumoral TNM*. Diante da informacéo da localizacdo do
tumor e estadiamento clinico, é feito o planejamento terapéutico. Além do
estadiamento, informa¢cBes adicionais podem ser Uuteis na estratificacdo do
prognéstico dos pacientes com cancer de cabeca e pescoco, como 0 status de

tabagismo e etilismo e o status de HPV™®.

1.4 Tratamento dos tumores de cabeca e pescoco

O tratamento padrdo para os tumores de cabeca e pescoco inclui a
associacao de cirurgia, quimioterapia e/ou radioterapia. A escolha da melhor linha de
tratamento se da de acordo com a localizacdo do tumor primario e o estadiamento
tumoral TNM™® %,

Para os tumores em cavidade oral, a doenga em estagio inicial (I e Il) pode
geralmente ser tratada com cirurgia ou radioterapia isoladas, com cerca de 90% de
cura para os pacientes em estagio | e 70% de cura para 0s pacientes em estagio Il.
Ja para os CEC de cavidade oral em estagio avancado (Il e IV), o tratamento

cirlirgico é seguido pela quimioterapia e/ou radioterapia (tratamento multimodal)*’ 2*

21

Para os tumores de orofaringe, sdo preconizadas abordagens de preservagao
de 6rgéaos, que incluem a utilizacdo de radioterapia e a quimioterapia como primeira
escolha de tratamento. A introducdo da cirurgia na terapéutica geralmente ocorre

apenas em casos de tumores inicias, bem como se ainda houver persisténcia de
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doenca apds o término do tratamento curativo® 23,

O tratamento do cancer de laringe segue as mesmas recomendacdes
indicadas nos casos de tumor de orofaringe, tendo a preservacao da funcionalidade
do 6rgdo como importante parametro de escolha. Neste caso, 0s pacientes sao
frequentemente tratados com radioterapia, quimioterapia e/ou excisdo cirargica
primaria preservadora de laringe (associada ou ndo a radioterapia e quimioterapia)®*
25.

O campo da medicina personalizada tem avaliado a possibilidade de um
melhor direcionamento da terapia de acordo com as caracteristicas ndo apenas
clinicas como também moleculares do tumor do paciente de maneira individualizada.
Isso tem ocorrido com a intencdo de, principalmente, proporcionar um tratamento
menos agressivo e com melhores resultados de resposta terapéutica®. Neste
contexto, a utilizacdo de terapias alvo-especificas e imunoterapia tém sido
exploradas com o objetivo de mudar o cenério desafiador do tratamento dos tumores
de cabeca e pescoco, propondo um tratamento menos agressivo, mas ainda com
possibilidade de aumentar a chance de sobrevivéncia dos pacientes®.

O anticorpo monoclonal quimérico cetuximabe, age ligando-se ao dominio
extracelular do fator de crescimento epidérmico (EGFR do inglés Epidermal Growth
Factor Receptor), bloqueando a transducdo de sinais indutores de proliferacéo
celular. A proteina EGFR encontra-se superexpressa em mais de 90% dos tumores
de cabeca e pescoco. Ela codifica um receptor transmembrana que se liga ao fator
de crescimento epidermal (EGF) e outras proteinas regulatérias, que por sua vez
controlam mecanismos importantes para a manutencdo celular. Quando essa
proteina se encontra desregulada devido a alteragbes moleculares (como a
superexpressdo por fatores parocrinos ou autocrinos, amplificacdo, mutacdo ou
translocacao nuclear), o que € muito frequente nos tumores solidos, ha o descontrole
dessas vias, resultando em um aumento da proliferacdo das células, da
sobrevivéncia, da malignizacdo celular, da migracdo e de metastases. A vista disso,
a aplicacdo de estratégias terapéuticas para bloquear o sistema de transducgdo de
sinal de EFGR nesses casos tem trazido a possibilidade de diminuir o

desenvolvimento tumoral®’

. A utilizacdo desta droga alvo em pacientes com CECP
metastatico tem sido associada a uma melhora significativa na sobrevida global, com
0 aumento das taxas de 7,4 meses para 10,1 meses, ao se utilizar esse tratamento
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associado a quimioterapia a base de platina-fluorouracil®.

A tentativa de diminuir a toxicidade do tratamento padréo nos tumores HPV -
positivos, que sabidamente apresentam melhor prognostico quando comparado a
evolucdo dos tumores HPV-negativos, estd sendo analisada por estudos que
buscam substituir o tratamento padrao (quimioterapia a base de cisplatina associada

a radioterapia) pelo tratamento com drogas imunoterapicas® %,

1.5 Prognostico dos tumores de cabeca e pescoco

A taxa de sobrevida global para pacientes com CECP é de cerca de 50%, no
entanto, este valor é bastante variavel, de acordo com o estadiamento das lesdes no
inicio do tratamento. Cerca de 1/3 dos pacientes com CECP apresentam tumores
iniciais ao diagnéstico (estagio | e IlI) e tem taxa de cura de cerca de 90% para 0s
casos com estagio | e cerca de 70% para os casos com estagio 11%%. Infelizmente,
cerca de dois tergos dos pacientes apresentam doenca avancgada (estagio lll e 1V)
ao diagndstico e requerem uma abordagem multidisciplinar que, apesar de ainda
potencialmente curativa, frequentemente tem efeitos colaterais em longo prazo,
impactando na qualidade de vida dos pacientes?®.

O estudo de Abrah&o e colaboradores realizou uma analise dos preditores de
sobrevivéncia em pacientes da América do Sul com CECP, sendo que 80.3%
(1.174/1.463) dos casos avaliados eram do Brasil. A maioria dos pacientes (55,5%)
foi diagnosticada com doenca em estdgio IV e as taxas de sobrevida variaram de
37,8% a 56,0%. Apds a analise multivariada, os pacientes com estadiamento IV
tiveram 7,6 (cancer de laringe/cancer de hipofaringe), 11,7 (cancer de cavidade oral)
e 3,5 (cancer de orofaringe) vezes mais mortalidade em relagdo aos pacientes com
doenca em estégio 1*°.

A imagem abaixo (Figura 1) evidencia o impacto significativo da deteccéo
tardia na sobrevida global em 5 anos dos pacientes diagnosticados com cancer de
lingua, laringe e faringe no Hospital de Cancer de Barretos (Unidades de Barretos e
Jales) no periodo entre 2000 e 2015. Dados do RHC mostram uma importante
reducdo da sobrevida global em 5 anos de acordo com o estadiamento. Como pode
ser observado na figura, a taxa de sobrevida para os tumores diagnosticados em
estadiamento inicial (I/ll) fica entre 51,4% e 71,7%, enquanto que em tumores
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diagnosticados em estadiamento avancado (11l/1V), a taxa de sobrevida encontra-se
entre 14,4% e 41,9%".
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Figura 1 - Sobrevida global em 5 anos de acordo com o estadiamento clinico dos pacientes com
cancer de lingua, laringe e faringe que nao realizaram tratamento no Hospital de Cancer de Barretos
(Unidades de Barretos e Jales) entre os anos 2000 e 2015. Fonte: Registro de Cancer - Hospital de
Amor (Unidades: Barretos e Jales / S&o Paulo).

Apesar da maioria dos pacientes HPV - positivos serem diagnosticados com
tumores em estadiamento avangado, com T inicial e categoria N avangada, com
mestastases linfonodais e cisticas em varios niveis, tem sido descrito que eles
apresentam melhor resposta ao tratamento e uma boa evolugdo e,
consequentemente, um melhor progndéstico e sobrevida® ** 3133, Entretanto, alguns
casos podem manifestar uma evolucdo desfavoravel®* *.

O risco de morte para os tumores de orofaringe foi classificado em trés grupos
em importante estudo desenvolvido por Ang e colaboradores, levando- se em
consideracao a presenca ou auséncia de infeccdo pelo HPV, status de tabagismo,
tamanho da lesdo e presenca ou auséncia de linfonodos comprometidos. Os

resultados mostram que tumores positivos para o HPV de pacientes com baixa
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exposicdo ao tabaco e tumores HPV - positivos em pacientes fumantes com
estadiamento NO a N2a sao considerados tumores com baixo risco de morte
(sobrevida global em 5 anos = 93,0%), tumores HPV- positivos de individuos
fumantes com estadiamento N2b a N3 e tumores HPV- negativos de pacientes com
baixa exposi¢cdo ao tabaco e estadiamento T<4 apresentam risco intermediério de
morte (sobrevida global em 5 anos = 70,8%). Além disso, tumores HPV-negativos de
pacientes que apresentam baixa exposicao ao tabaco e estadiamento T4 ou tumores
HPV-negativos de individuos tabagistas sdo tumores com alto risco de morte
(sobrevida global em 5 anos = 46,2%)>*.

Fakhry e colaboradores observaram em seu estudo que houve diferenca
proeminente na taxa de resposta ao tratamento entre os tumores negativos e
positivos para a infecdo pelo HPV, onde os CECP HPV - positivos tiveram uma
resposta mais eficaz ao tratamento com quimioradioterapia em comparacdo aos
CECP HPV-negativos (84% e 57% respectivamente). As taxas de sobrevida também
se mostraram maiores para 0s tumores com positividade para o virus em relacéo
aos tumores negativos para o HPV, onde a sobrevida livre de progressdo em dois
anos foi de 86% e 53% e a sobrevida global em 2 anos foi de 95% e 62 %

respectivamente™®.

1.6 Etiologia tumoral e modelos de progressdo dos tumores de cabeca e
pescoco

Os modelos de progressao baseados em alteragdes gendmicas mais recentes
para os tumores de cabeca e pescoco sao resultado de novas descobertas sobre
genes e vias frequentemente alteradas em CECP que direcionam a transformacao
maligna da mucosa. A etiologia do tumor, seja tabagismo ou infec¢cdo por HPV, é
extremamente relevante para a compreensao das diferentes alteracdes genéticas e
epigenéticas observadas nestes tumores>°.

O tabaco e o alcool apresentam muitas substancias quimicas potencialmente
carcinogénicas (como o0 acetaldeido, N-nitrosaminas e uretano), que podem
aumentar a permeabilidade a outros carcinégenos ou lesionar diretamente as células
da mucosa. A acdo sinérgica aumenta as chances do desenvolvimento de CECP,
visto que o etanol pode agir como um solvente para as substancias presentes no
tabaco®’.
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Ja o processo de malignizagdo celular relacionada a infecgdo pelo HPV é
mediado pelas oncoproteinas virais E6 e E7. A associagdo da oncoproteina E6 com
a proteina ubiquitina-ligase E3 induz a degradacao da proteina supressora tumoral
p53, causando a desregulacdo dos pontos de parada do ciclo celular G1/S e G2/M,
além de outros eventos que levam a instabilidade genémica como 0 nao
recrutamento do sistema de reparo e a inibicdo da indu¢do de morte celular. J4 a
oncoproteina E7 promove a degradacdo por ubiquitinacdo da proteina
retinoblastoma (pRb), que também contribui para o desequilibrio da fase G1/S, bem
como a liberacdo do fator de transcricdo E2F com consequente transcricdo dos
genes da fase S e inducdo da proliferacdo. A proteina pRb regula negativamente a
expressao de pl6, proteina inibidora de quinase dependente de ciclina. Assim, a
inativacdo de pRb leva ao aumento de pl6, frequentemente observado em tumores

HPV - positivos®®*!,

1.7 AlteracOes genéticos

Dentre as alteragcdes genéticas, as mutacdes, sdo eventos que causam a
modificacdo da sequéncia de nucleotideos do DNA e levam ou nédo a formacéo de
uma proteina alterada (Figura 2). Os principais erros que podem acontecer Sao
insercdes, delecbes ou substituicbes de nucleotideos, podendo atingir apenas um
tnico nucleotideo como também toda a extens&o do cromossomo®.

As mutac¢des pontuais podem ser classificadas em: mutagbes silenciosas,
causadas pela substituicio de um nucleotideo que néo acarretara mudanca na
sequéncia de aminoacidos durante a sintese proteica; mutagcbes “missense”, cuja
substituicdo do nucleotideo levara a formacdo de uma proteina alterada; e mutacdes
“‘nonsense” em que a substituicdo do nucleotideo formara um coédon de parada. As
mutag¢des conhecidas como “frameshift” alteram o quadro de leitura através de
insercbes e delecdes de nucleotideos que levam a alteracdo de todo o quadro de

leitura para transcricdo em aminoacidos e formacéo de uma proteina incorreta®.
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Mutacoes pontuais

Silenciosa: Nao tem efeito sobre a sequénciade proteinas

AGCGTACCCTACmp-AGCGTTCCCTAC
e e e e e
Ser Val Pro Tyr Ser Val Pro Tyr

Missense: Resulta na substituigdo de um aminoacido

AGCGTACCCTACwpAGCGTAACCTAC
e e e — Y Y
Ser Vval Pro Tyr Ser Val Thr Tyr

Nonsense: Substitui um aminoacido por um codon de
parada

AGCGTACCCTACmpAGCGTACCCTA
—— e e e —_—— e e
Ser Val Pro Tyr Ser Val Pro Stop

Mutagoes frameshift

Insergao ou delegdo de nucleotideos pode resultar na
mudanca no quadro de leitura ou inser¢gdo de um cddon

de parada

AGCGTACCCTACap-AGCGCCCTACTT
—— Y e —— ) e
Ser Val Pro Tyr Ser Val Leu Leu

Figura 2 - Diferentes tipos de mutacdes no DNA e as alteracbes provocadas na sequéncia de
proteinas codificadas. Os esquemas indicam as possiveis muta¢des pontuais e de frameshift que
podem levar a formacao de proteinas alteradas. Fonte: Google imagens.

O acumulo de mutacBes em genes de uma célula pode levar ao desequilibrio
celular e uma proliferagcdo descontrolada de células anormais, resultando no
desenvolvimento do cancer. Os mecanismos de malignizag&o celular e crescimento
tumoral sao estimulados por mutagbes que foram selecionadas durante a
tumorigénese e que conferem uma vantagem proliferativa e de sobrevivéncia as
células neoplasicas. O processo ocorre basicamente quando uma unica célula
adquire mutacdes que garantem a ela uma capacidade de se manter viva e de se
multiplicar ativamente de maneira mais eficaz do que as células vizinhas. Essas
mutacgdes recebem o nome de “drivers” (mutagdes condutoras) e estarao presentes
em todas as células do cancer. Ha também a ocorréncia de outras mutacbes que
podem ser neutras e nao contribuir diretamente para a expanséao clonal e formacgao

do cancer, conhecidas como mutagdes “passengers” (mutagdes passageiras).
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Portanto, por ndo possuirem vantagem no crescimento clonal essas mutacfes ndo
sdo selecionadas®™’.

Todo esse espectro de mutacdes génicas vai se acumulando durante a vida
do individuo e a quantidade dessas alteracées no DNA pode variar de acordo com o
tipo celular, com o tipo de neoplasia, com a exposicdo de agentes mutagénicos
presentes no ambiente e também com a presenca de doencgas hereditarias raras.
Essas mutacdes podem ativar (mutacbes de ganho de funcdo) genes especificos
responsaveis pela estimulacdo da progressao da divisdo celular (proto-oncogenes)
ou desativar (mutacbes de perda de fungcdo) genes que conferem um controle
negativo do ciclo celular, ou seja, uma mensagem de parada da divisdo**. Muitos
estudos tém procurado entender melhor o mecanismo de carcinogénese e a
contribuicdo da deteccdo de mutacdes especificas no diagndstico precoce do cancer

e no seguimento dos pacientes.

1.7.1 Alteracfes genéticas nos tumores de cabeca e pescoco
O cancer de cabeca e pescoco ocorre como resultado de numerosas
alteracdes moleculares que podem estimular a transformacéo neoplasica de uma
célula normal. Em geral, CECP HPV - positivos estdo associados a um peffil
molecular caracterizado pela presenca de TP53 selvagem, baixos niveis de pRb e
aumento da expressdo de pl6. J4 os tumores HPV-negativos frequentemente
apresentam mutacées no gene TP53, niveis aumentados de pRb e pl6
hipoexpressa devido a mutacdes pontuais, metilacdo e delegcdo homozigoética deste
gen 32 4850
Considerando que os CECP séo altamente heterogéneos em relacdo a sua
etiologia, evolucao clinica e progndstico, existe um interesse crescente em investigar
se tal heterogeneidade pode ser atribuida a diferencas moleculares. A busca por
alteracbes somaticas que influenciam a iniciagdo, manutencdo e progressao de
tumores pode permitir a identificacdo de caracteristicas especificas que auxiliem na
definicAo de subgrupos de pacientes com evolugbes clinicas distintas e na
identificacdo de novos alvos terapéuticos.
Recentemente, um melhor entendimento da progressdo molecular dos CECP
tem sido possivel através da publicagdo de estudo que caracterizaram o espectro de

mutacdes de CECP através do sequenciamento completo do exoma de mais de 300
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amostras (de 32 a 279 por estudo) destes tumores®™>*. Estes estudos mostraram
gue os CECP sao caracterizados por um alto grau de heterogeneidade inter-tumoral,
confirmando sua complexidade biolégica, e foram capazes de identificar genes
supressores tumorais e oncogenes frequentemente mutados, cuja desregulacdo
afeta vias de sinalizacao criticas para a integridade genémica e a diferenciacdo do
epitélio, podendo representar eventos genéticos dominantes na carcinogénese dos
CECP®.

Diversos trabalhos tem validado o papel dominante de alguns genes
pertencentes a vias envolvidas no processo de patogénese destes tumores,
incluindo CDKN2A, PTEN, RB1 e TP53 (supressores tumorais); PIK3CA e HRAS
(transducgédo de sinal); NOTCH1, TP63 e IRF6 (desenvolvimento e manutengéo do
epitélio estratificado); FBXW?7 (ubiquitinizagdo); NSD1, EZH2 e KTMD2 (metilagédo
de histonas); CASP8 (apoptose, necrose, inflamacdo) e FAT1 (polarizacdo e
migracao celular)®™>* *®. A busca pela identificacdo de alteragdes somaticas nesses
genes que ja se mostraram relevantes ao processo de carcinogénese dos tumores
de cabeca e pescoco é embasada na intencdo de se melhor caracterizar o perfil
genético dos CECP em diferentes populacdes,

Em 2015, o consorcio The Cancer Genome Atlas (TCGA), coordenado pelo
Instituto Nacional do Cancer (NCI) e o Instituto Nacional de Pesquisas do Genoma
Humano (NHGRI, do inglés National Human Genome Research Institute Home) e
gue tem como objetivo uma melhor caracterizacdo gendmica na area oncologica,
contendo informagdes de 33 tipos de cancer, publicou dados moleculares de 279
casos de tumores de cabeca e pescoco. Em CECP, os resultados confirmam a
relevancia de muitos dos genes encontrados nos estudos anteriores para 0 processo
de carcinogénese dos tumores de CP>’.

Tanto o estudo publicado por Agrawal e colaboradores quanto o publicado
pelo TCGA realizaram a comparacdo do perfil de mutagcdes entre tumores HPV -
positivos e negativos e verificaram que a frequéncia de mutagcdes nos casos
positivos para HPV é inferior quando comparada aos HPV- negativos®" >°. Contudo,
0 estudo de Lui e colaboradores encontrou mutagdes no gene PIK3CA em 20% dos
pacientes com CECP HPV - positivos, enquanto o artigo do TCGA encontrou este
gene mutado em 56% dos casos HPV - positivos e em apenas 34% dos casos HPV-

negativos® °’. Estes dados sugerem que o processo de malignizacdo celular de
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uma parcela dos tumores HPV — positivos seja induzido pela atividade das
oncoproteinas virais, levando a mutacdes do gene PIK3CA e a perda de funcéo de
p53 e pRb*,

Recentemente, Leemans e colaboradores (2018) classificaram os tumores de
cabeca e pescoco em trés subtipos baseados nas alteracdes genéticas mais
recentes descritas para 0s tumores de cabeca e pescogo, resultado de novas
descobertas sobre genes e vias frequentemente alteradas em CECP que direcionam
a transformacdo maligna da mucosa. A tabela 2 lista os genes e as alteracfes
genéticas somaticas mais frequentes nos tumores de cabeca e pescoco, que serao
descritas a seguir®.

(i) Tumores HPV - positivos: Tumores associados a infeccado pelo virus do
papiloma humano (HPV) que se encontra transcricionalmente ativo com expressao
das oncoproteinas virais E6 e E7. Esse subtipo é subdividido em mais duas classes,
sendo a primeira a classe dos tumores HPV-KRT, caracterizados por eventos
oncogénicos de diferenciacdo de queratinécitos e processos de reducao oxidativa, e
a segunda a classe dos tumores HPV-IMU, que podem desencadear a resposta
imune ao HPV, assim como a diferenciacdo de células mesenquimais. As mutacdes
ativadoras do oncogene PIK3CA, sao eventos muito frequentes nos tumores HPV-
KRT. Esse gene codifica a subunidade catalitica p110 da familia de enzimas PI3Ks
de classe 1, e sua ativacdo gera uma desregulacdo da via de sinalizacdo celular
AKT, que controla os processos de proliferacéo e sobrevivéncia das células;

(i) Tumores HPV-negativos com alteracdes no numero de copias (do inglés
CNA — high, copy number variation high): Tumores associados ao tabaco com alto
namero de alteragbes no numero de copias de regides cromossémicas e um
acumulo de mutagfes genéticas. A perda de funcdo dos genes supressores tumorais
TP53 e CDKN2A acomete a maioria dos casos. O gene TP53 expressa uma
proteina com funcéo de supressor tumoral que atua na regulacao celular e reparo do
DNA. A perda de sua funcdo gera um acumulo de alteracbes genéticas
subsequentes que irdo conferir vantagens de sobrevivéncia as células neoplasicas.
A perda de fungéo do gene supressor tumoral CDKN2A, que codifica a proteina p16,
leva a desregulacéo do ciclo celular e aumento da proliferacéo celular. Em fases do
processo de carcinogénese, ocorrem alteracbes em outros genes como NOTCH1 e

FAT1, relacionados a diferenciacédo de células epiteliais, e a partir das quais novas
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alteracbes sao adquiridas dando origem aos subgrupos basal, mesenquimal e
classico;

(iii) Tumores HPV — negativos com baixo niumero de copias (do inglés CNA —
silent, copy number variation silent): Tumores que néo apresentam positividade para
o HPV, mas séo estaveis genomicamente e tem como alteragdes moleculares mais
caracteristicas mutacfes de perda de funcdo de CASP8 e ganho de funcédo de
HRAS. Sua etiologia ainda é incerta, entretanto, o envelhecimento € tido como um

fator de risco.

Tabela 2 -Genes com alteragbes genéticas somaticas frequentes e altamente significativas nos
tumores de cabeca e pescoco.

Tipode Frequénciade Frequénciade
Processo celular Gene P q q

gene mutacao (%) CNA (%)
CDKN2aA Supressor 22 32
tumoral
Ciclo celular P53 Supressor 72 1.4
tumoral
CCND1 | Oncogene 0,6 25
Crescimento Celular EGFR | Oncogene 4 11
PIK3CA ' Oncogene 18 21
Sobrevivéncia celular
PTEN Supressor 3 4
tumoral
FAT1 Supressor 23 8
tumoral
Sinalizagao de WNT AJUBA | Supressor 7 1
tumoral
NOTCHz SuPressor 18 4
tumoral
KMT2D | Supressor 16 0,4
= : " tumoral
Regulacao epigenética
NSD1 Supressor 12 08
tumoral
Apoptose, necrose, CASPS Supressor 5.9 .
inflamagéo tumoral
Transducéo de sinal HRAS | Oncogene 4-8 *

Fonte: Adaptado de Leemans et al®® e TCGA®'. CNA - Alteracdo no nimero de copias, do inglés copy
number variation. .* Sem informacao sobre a frequéncia de CNA.

1.8 AlteracOes epigenéticas

A metilacdo do DNA € um dos eventos responsaveis pelo controle da
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expressdo génica em células normais. No entanto, a desregulacdo desse
mecanismo esta associada a iniciagdo e progressdo de varios tipos tumorais. Esta
desregulacdo pode ocorrer de duas maneiras principais: (i) silenciamento da
transcricdo de genes supressores tumorais atraves da hipermetilacédo de ilhas CpGs
dos seus promotores génicos, e (i) ativagdo da transcricdo de oncogenes pela
hipometilagcdo dos seus promotores (Figura 3).

Célula normal

by ) 2 701 SR N, R A
B { E2 | £3 El E2 —

+ Gene supressortumoral e a ilha CpG « Locuscom regido metilada, « Sequéncias repetitivas, ex.

+ Conformagéo da cromatina aberta + Ex. gene especifico de linhagem germinativa elemento transponivel

Célula neoplasica l
B {8 | E3 £l E2 —

« Hipermetilagdo dailha CpG « DNA hipometilado

+ Conformagéo da cromatina fechada ou condensada + Conformagé&o da cromatina aberta ou descondensada

Figura 3 - Representacdo esquemética de alteragcBes reversiveis na organizacdo da cromatina que
influenciam a expresséo génica. A hipermetilagdo do DNA induz a repressédo da expressédo de genes
supressores tumorais, enquanto a hipometila%éo esta associada a ativacdo da transcricdo de
oncogenes. Fonte: Adaptado de Esteller, 2007 %,

Essa alteracdo epigenética consiste em modificacdes quimicas reversiveis no
material genético que alteram a estrutura da cromatina, e, dessa forma, provocam a
inibicdo da transcricdo génica (Figura 4). Esse evento ocorre através da adicao,
catalisada pelas enzimas DNA metil-transferases (DNMTs), de um radical metil
(CH3) em bases nitrogenadas citosinas (C) localizadas a 5’ de guaninas (G). Este
processo ocorre principalmente em ilhas CpG, regides ricas em dinucleotideos CpG,

frequentemente localizadas nas regides promotoras dos genes>°.
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Figura 4 - Representacdo do processo de metilacdo do DNA. A metilacdo do DNA envolve a adicao
de um grupo metil a posicdo 5 de residuos de citosina, mediada por enzimas DNA metiltransferases
(DNMTs). A metilagdo do DNA ocorre quase que exclusivamente em dinucleotideos CpG. Fonte:
Adaptado de Cominetti e Rogero, 2016%.

A metilacdo do DNA pode regular a expressdao de genes através do
recrutamento de proteinas envolvidas na repressao génica (methyl-CpG- binding
domain proteins — MBD, proteinas repressoras transcricionais). A ligacdo dessas
proteinas repressoras impede o reconhecimento da regido metilada do gene pelos
fatores de transcricdo e pela RNA polimerase, impedindo a transcricdo e producéo
da molécula de RNA mensageiro e, consequentemente, a expressdo do gene® .
Além disso, a presenca de hipermetilacdo das citosinas, juntamente com a
deacetilacdo das histonas mediada pelas enzimas histonas deacetilases (HDAC),
tornam a cromatina condensada (que recebe o nome de heterocromatina),
impedindo o acesso de proteinas regulatérias e de fatores de transcricdo e,
consequentemente, inibindo a transcricdo do gene®®’.

Em tumores, a hipermetilacdo bloqueia a transcricdo de genes supressores
tumorais, além de genes associados a metastase, ao reparo do DNA, ao controle da
angiogénese e ao ciclo celular®. Schuebel e colaboradores realizaram uma analise
do metiloma para detectar genes afetados por metilacdo na regido promotora com
consequente silenciamento transcricional. O estudo observou que aproximadamente
5% dos genes conhecidos por serem metilados em cancer colorretal (CCR) tinham a

regido promotora hipermetilada em linhagens celulares de CCR®.

1.8.1 Alteragdes epigenéticas nos tumores de cabeca de pescoco

A metilacdo aberrante de genes supressores tumorais € a alteragdo molecular
mais comumente encontrada em tumores de cabeca e pescoco.

A andlise do status de metilacgdo dos genes CCNAL, TIMP3 e DAPK,

relevantes ao processo de carcinogénese, tem sido avaliada em CECP por diversos
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grupos. Os resultados mostram que esses genes estao frequentemente metilados
em tumores de cabeca e pescoco e que essa metilagdo estda envolvida com o
processo de carcinogénese nestes tumores e, inclusive, estd associada com o
prognéstico destes pacientes® 7°.

Outro estudo confirmou a importancia da deteccdo da metilagdo como
ferramenta Util na area oncologica, onde a hipermetilacdo dos genes CCNA1, DAPK
e TIMP3 em amostras de lavado bucal (n = 61 pacientes) foi associada a presenca
de recorréncia local e a pior sobrevida global em pacientes com CECP®.

Recentemente, um trabalho publicado pelo Grupo de Biologia dos Tumores de
Cabeca e Pescoco do Hospital de Cancer de Barretos avaliou a metilacdo dos genes
CCNAL, CDH8, DAPK, PCDH10 e TIMP3 em amostras de CEC de orofaringe. Os
resultados analisados identificaram que o gene CCNAL estava metilado em 16% dos
casos, CDH8 em 10%, DAPK em 32%, TIMP3 em 24% e PCDH10 em 36%. A
hipermetilacdo do gene DAPK mostrou-se associada com o status de HPV das
amostras (p = 0,023)"*.

O estudo de Rettori e colaboradores analisou o perfil de metilagdo de 24
genes em amostras de lavado bucal coletadas ao diagnéstico, apos a realizacao do
altimo tratamento e apds seis meses de seguimento de pacientes com CECP.
Destes, cinco genes estavam frequentemente metilados nas amostras coletadas pré-
tratamento com resultados altamente especificos e sensiveis para deteccdo da
presenca de hipermetilacdo. Dentre esses genes, a hipermetilacdo do TIMP3 nas
amostras coletadas seis meses apo0s o tratamento pode ser considerada um fator
prognéstico independente para a sobrevida livre de recorréncia local, destacando o
importante papel desse gene como uma ferramenta potencial ndo invasiva
importante para o monitoramento e detec¢do de possiveis recidivas nos tumores de

cabeca e pescoco’.

1.9. BidpsiaLiquida

A biopsia liquida é definida, em oncologia, como a utilizagcdo de fluidos
corpOreos (sangue, urina, saliva, dentre outros) contendo material genético
proveniente da regido tumoral e tem sido Util na busca por biomarcadores para uma

gama de malignidades’.
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O DNA tumoral da biopsia liquida é normalmente proveniente de processos
apoptoticos e necréticos (Figura 5). Esses eventos provocam a liberagcdo de
fragmentos celulares derivados das células tumorais circulantes (CTCs, do inglés
circulating tumor cells), que se acumulam e sdo dispensados na circulacdo ou em
outros fluidos corpéreos, juntamente com o0 material genético, que passa a ser
denominado DNA tumoral circulante (ctDNA, do inglés circulating tumor DNA),
podendo apresentar alteraces somaticas indicativas do tumor”™ ",

Outros meios de se obter o material genético do tumor é através da obtencao
de vesiculas extracelulares, definidas como pequenas vesiculas de membrana
plasmética com dimensé&o variando de 40 e 1000nm‘% ™ 7>,

A bidpsia liquida tem como principal vantagem em relacéo a biépsia de tecido,
a possibilidade de avaliagcdo de marcadores moleculares através de técnicas de alta
acuracia em amostras coletadas de forma pouco invasiva. A bidpsia tecidual,
habitualmente utilizada na rotina clinica dos pacientes com diagnéstico de CECP,
por mais que seja efetiva, apresenta certa limitacdo quanto a representatividade
tumoral j4 que estes tumores sdo heterogéneos™. Além disso, sabe-se que as
alteracbes moleculares muitas vezes precedem as alteracdes detectaveis por
métodos histopatolégicos. Sendo assim, testes moleculares em bidpsia liquida
poderiam tornar possivel a deteccdo de alteracBes cancer-especificas antes que 0s
pacientes tenham sintomas, aumentando as chances de deteccdo de novos tumores

ainda em fase inicial e reduzindo a necessidade de bidpsias teciduais *>' ’°.
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Figura 5 - Componentes derivados de células neoplasicas detectados na biopsia liquida. 1: Células
tumorais circulantes (CTCs) invadindo a corrente sanguinea. 2: Exossomos sendo liberados pelas
células tumorais e saudaveis. 3: DNA tumoral circulante (cfDNA) liberados na circulagdo sanguinea
por meio de processos de apoptose e necrose celular. 4. Exossomos provenientes das CTCs. 5:
cfDNA derivado das CTCs. A amostra de sangue podera ser solicitada para a analise desses
componentes com o objetivo de estratificar os pacientes, monitora-los durante o tratamento, detectar
possiveis alvos terapéuticos e também detectar o aparecimento de segundos tumores primarios ou
metastases. Fonte: Adaptado de Alix- Panabiéres e Pantel. Alix, 2017"".

Muitos trabalhos tém explorado a identificacdo de alteracdes especificas de
células tumorais nestes fluidos, que podem ser utilizadas no diagnostico precoce em
programas de rastreamento de populagdes de risco e no monitoramento da doenca
de pacientes com cancer, seja para avaliar a resposta ao tratamento ou para

identificar, de forma precoce, recidivas e novos tumores primarios* .

1.10 PCR Digital

Inicialmente, a utilizacdo da biopsia liquida era tida como inviavel na busca
por alteracbes moleculares por meio de técnicas tradicionais de sequenciamento,
devido a quantidade escassa de material, que geralmente equivale a <1,0% do DNA
presente na amostra’®. Técnicas altamente sensiveis, como PCR digital (dPCR) e
sequenciamento de nova geracdo (NGS, do inglés next-generation sequencing), tem

sido empregadas para a analise quantitativa de amostras contendo DNA e RNA que
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se desprenderam das células, exossomos e células tumorais circulantes (CTCs, do
inglés circulating tumor cells), destacando a alta precisdo destas técnicas na
deteccéo de provaveis mutagdes ou variantes somaticas’”.

A PCR Digital € uma metodologia quantitativa que permite a deteccéo e
qguantificacdo absoluta do DNA de interesse em uma determinada amostra. Sua alta
sensibilidade é adequada ao contexto de deteccdo de baixas concentracdes de
DNA, deteccdo de variantes raras, analise de variacbes no numero de coépias do
genoma (CNVs, do inglés copy number variations) dentre outras aplicagcdes. A
tecnologia de PCR por emulséo de gotas, mais conhecida como Droplet Digital PCR
(ddPCR) se fundamenta no particionamento da reacdo de PCR em milhares de
gotas contendo um Oleo especifico (droplets) e na amplificacdo do material de
interesse de forma individualizada. Ao final, a quantificacdo desse material é
realizada através de uma distribuicdo de probabilidade chamada Distribuicdo de
Poisson, que ir4 calcular o nimero médio de moléculas alvo presentes nas droplets
da reacao’®.

Apesar do numero limitado de estudos sobre a utilidade do DNA tumoral
circulante na pratica clinica de tumores de cabeca e pescoco, van Ginkel e
colaboradores demonstraram a viabilidade do uso de bidpsia liquida na deteccao e
monitoramento de cancer de cabeca e pescoco, enfatizando também a técnica de
Droplet Digital PCR (ddPCR) como altamente sensivel para a deteccdo de
alteracbes especificas da doenca. Mutacdes no gene TP53 estdo fortemente
associadas aos CECP, o que coloca esse gene como um potencial biomarcador
para a presenca da doenca em pacientes diagnosticados com esse tipo de tumor.
Seu estudo teve como objetivo identificar a capacidade de detec¢ao de mutacao no
gene TP53 e quantificar o DNA tumoral circulante (ctDNA, do inglés circulating tumor
DNA) em amostras de plasma de seis pacientes diagnosticados com tumor de
cavidade oral usando a metodologia ddPCR, Foi possivel detectar uma quantidade
entre 0,04 a 7,60 copias mutadas de TP53 por microlitro usado na reacdo, com
concentracdes plasmaticas de DNA tumoral com mutagdo para esse gene variando
de 2,2 a 422 copias por mililitro de plasma, demonstrando a capacidade de detectar
mutacdes importantes em baixas frequéncias na biépsia liquida através da ddPCR™®

80

Além da sua utilidade na deteccdo de material genético tumoral em amostras
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de bidpsia liquida, a técnica de PCR digital, também parece util para a anélise de
material escasso e degradado. Um estudo recentemente publicado por Lissa e
colaboradores mostrou a viabilidade e sensibilidade da metodologia de PCR digital
na deteccdo da presenca de metilacdo em amostras de bidpsia fixadas em formalina
e incluidas em parafina (FFPE, do inglés Formalin-Fixed Paraffin-Embedded),
sabidamente conhecida por apresentar uma quantidade escassa e fragmentacéo do

material genético®.
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2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

O carcinoma de cabeca e pescoco € frequentemente detectado tardiamente e
com lesdes em estagio avancado, levando a necessidade de tratamentos cirdrgicos
extensos que causam comprometimento funcional e estético e terapias com efeitos
toxicos e agressivos (quimio- radioterapia). Além disso, € muito comum o
desenvolvimento de recidivas e de novos tumores primarios durante o seguimento
gracas a falhas no monitoramento dos pacientes no pos-tratamento que prejudicam
o diagnéstico precoce. O conjunto desses fatores tem impacto no sucesso do
tratamento, diminuindo as chances de cura e contribuindo para as baixas taxas de
sobrevida obervadas nesse tipo tumoral.

A heterogeneidade dos CECP quanto a sua biologia, evolucdo clinica e
progndstico esta frequentemente associada as falhas no tratamento e na detecgéo
precoce de novos eventos tumorais. Desta forma, este estudo pretende identificar
provaveis biomarcadores moleculares em uma populacdo de pacientes com CECP
tratados no Hospital de Cancer de Barretos, visando uma melhor caracterizacédo de
subgrupos com diferente prognostico e a deteccao de alteracdes cancer-especificas
em amostras coletadas de forma ndo-invasiva. Através dos resultados obtidos,
espera-se que o uso dos métodos baseados em bidpsia liquida se mostrem viaveis
para aplicacdo na pratica clinica no contexto de delineamento do progndstico,

diagnéstico precoce e monitoramento de pacientes com CEC de cabeca e pescoco.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo caracterizar alteracdes genéticas e
epigenéticas em amostras de tumor e fluidos corpéreos de pacientes com CECP,
tratados no Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescoc¢o do Hospital de Cancer

de Barretos.

3.2 Objetivos especificos

a) Caracterizar o perfil de metilacdo dos genes CCNA1l, CDH8, DAPK e TIMP3
selecionados por serem descritos como frequentemente metilados em amostras de

tumores de pacientes diagnosticados com CEC de orofaringe.

b) Caracterizar o perfil de mutacdo do exoma completo (CEC de cavidade oral) e de
um painel de genes frequentemente mutados em CECP (CEC de orofaringe) em

amostras de tumores de pacientes diagnosticados com cabeca e pescoco.

c) Avaliar a viabilidade de deteccdo de alteragbes moleculares encontradas nas
amostras de tumor em amostras de plasma e lavado bucal coletadas destes

mesmos pacientes antes do tratamento.
d) Verificar se existe associacdo entre o perfil de mutacbes e de metilacado

encontrado nas amostras tumorais e de fluidos corporeos e as caracteristicas

clinicas e anatomopatoldgicas destes pacientes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento e local do estudo

O desenvolvimento deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Céancer de Barretos segundo descrito no parecer
consubstanciado sob o numero 1506/2017 (Anexo A). O estudo foi desenvolvido no
Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular (CPOM) do Hospital de Céancer de

Barretos no Brasil e na University Medical Center de Utrecht (UMC) na Holanda.

4.2 Populagéo de estudo
Dada a grande heterogeneidade clinica e biolégica dos tumores de cabeca e
pescoco, o foco deste trabalho foi apenas em tumores de cavidade oral e orofaringe.
Para a etapa de caracterizacdo de alteracbes moleculares em amostras de
tecido tumoral de pacientes com CEC de orofaringe (n=90) e cavidade oral (n=12),
foram utilizadas amostras de pacientes tratados no Departamento de Cirurgia de
Cabeca e Pescoco do Hospital de Cancer de Barretos entre 2009 e 2018. Os
critérios de inclusdo destes pacientes foram:
I Pacientes com mais de 18 anos com diagndstico confirmado de carcinoma
escamocelular em cavidade oral ou orofaringe;
I Pacientes que aceitaram a coleta e armazenamento de amostras no Biobanco
institucional através de assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) especifico do Biobanco;
. Pacientes néo tratados anteriormente a coleta da amostra biologica;
V. Pacientes candidatos a tratamento com finalidade curativa;
V. Pacientes que tiveram como primeira modalidade terapéutica o procedimento
cirirgico (tumores de cavidade oral) ou pacientes submetidos a biopsia pré-
tratamento seguida de quimio e radioterapia concomitante (tumores de orofaringe);
WL Pacientes com CEC de cavidade oral com amostras de tecido tumoral e buffy
coat disponiveis no Biobanco desta instituicdo.
Wi Pacientes com CEC de orofaringe com amostras de bidpsia tumoral pré-
tratamento disponiveis no Departamento de Patologia desta institui¢ao.

Para a etapa de validacdo dos alvos moleculares identificados, também foram

56



utilizadas amostras fixadas em formalina e embebidas em parafina (FFPE) de
diversos tipos tumorais provenientes de de pacientes tratados no Departamento de
Oncologia da UMC.

Para a analise de viabilidade de deteccdo dos alvos identificados na etapa de
caracterizacdo molecular em amostras de bidpsia liquida, foram utilizadas amostras
de fluidos corpéreos (plasma n=48; lavado bucal n=4) destes pacientes (segundo
recomendado por Wang e colaboradores™):

. Amostras de lavado bucal pré-tratamento dos pacientes com CEC de

cavidade oral (n=4);

i. Amostras de plasma pré-tratamento dos pacientes com
CEC de orofaringe (n=23);

ii. Amostras de plasma pos-tratamento para um subgrupo das amostras do HCB

(n=7) e da UMC (n=18).

Dados clinicos dos pacientes incluidos, assim como levantamento de dados
demograficos e de habitos de vida foram obtidos por pesquisa em prontuarios e
preenchimento de uma ficha para coleta de dados clinicos e demogréaficos (Anexo B
e Anexo C).

Amostras de plasma provenientes de 10 individuos saudaveis (controles),
pareados conforme o sexo, idade, status de tabagismo e etilismo com um subgrupo
de casos de pacientes com CEC de orofaringe com plasma disponivel também
foram utilizadas neste estudo durante a fase de validacdo dos marcadores de
metilacdo em bidpsia liquida por PCR digital. Esta etapa permitiu a analise da
especificidade e acuracia do método de deteccdo de metilacdo em cfDNA (DNA
livre circulante, do inglés circulating free DNA) através da comparacdo entre

individuos doentes e saudaveis.

4.3 Processamento das amostras incluidas no estudo

4.3.1 Extracdo de DNA das amostras de tecido tumoral

Para a caracterizacdo das amostras de CEC de cavidade oral, foram
avaliadas amostras de tecido tumoral congelado a fresco obtido a partir de
ressec¢bes cirdrgicas. J4 para a caracterizagdo das amostras de CEC de

orofaringe, o material disponivel era proveniente de bidpsias pré-tratamento
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incluidas em parafina. O processamento e obtencdo do DNA a partir destas
amostras sera descrito a seguir. Para todas as amostras, o DNA total foi quantificado
pelo equipamento NanoDrop ND1000 (Nanodrop Technologies, EUA) e por ensaio
fluorimétrico no equipamento Qubit 2.0 (Invitrogen, EUA), com armazenamento a -20

°C até o momento de utilizacao.

a) Tecido tumoral congelado de pacientes com CEC de cavidade oral

As amostras de CEC de cavidade oral foram coletadas no momento do
tratamento cirdrgico e armazenadas a -80°C no Biobanco Institucional até o inicio da
etapa da recuperacao do DNA.

Antes da extracdo do DNA, foram feitos cortes dos fragmentos contendo o
tecido tumoral congelado e preparadas laminas coradas com H&E. O primeiro corte
foi revisado por um patologista para confirmacédo do diagnostico e determinacdo da
porcentagem tumoral. Amostras com porcentagem tumoral
260% de tumor e até 30% de necrose foram submetidas a extragdo do DNA na
plataforma automatizada Qiasymphony (Qiagen, Alemanha), utilizando o
QIAsymphony DNA Mini Kit (Qiagen, Alemanha), de acordo com o protocolo utilizado
no Biobanco Insitucional.

Dos pacientes com CEC de cavidade oral, também foram utilizadas amostras
de buffy coat obtidas a partir do processamento de aproximadamente
4  mL de sangue coletado em tubos EDTA. As amostras de sangue foram
centrifugadas por 10 minutos a 3500 x rpm a 4°C e, apds separacgdo das fracoes, o
buffy coat foi coletado e armazenado a -80°C. O DNA foi entdo extraido com a
metodologia automatizada Qiasymphony (Qiagen, Alemanha), utilizando o
QIAsymphony DNA Midi Kit (Qiagen, Alemanha).

b) Tecido tumoral em FFPE de pacientes com CEC de orofaringe
As amostras de pacientes com CEC de orofaringe foram coletadas no
momento da biopsia diagnoéstica e incluidas em parafina para posterior avaliacédo e
confirmacédo do diagndstico pelo Departamento de Patologia.
Foram realizados cortes de 5 um das amostras de FFPE para a extracdo do
DNA e preparacdo e coloragcdo de laminas para coloragcdo com hematoxilina e
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eosina (H&E). Em seguida, foi realizada a revisdo das sec¢des coradas com H&E
correspondentes aos blocos de parafina contendo as amostras de tecido tumoral
para confirmacdo do diagnéstico e a caracterizacdo dos componentes celulares
presentes.

Cortes da regiao do tecido identificada como possuindo pelo menos 60% de
células tumorais foram processados usando o QIAamp DNA FFPE Tissue Kit
(Qiagen, Alemanha), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. As amostras de
FFPE provenientes da University Medical Center Utrecht (UMC) foram processadas
com a utilizacdo do método automatizado Maxwell RSC (Promega, EUA), utilizando
o Maxwell FFPE Plus DNA Kit (Promega, EUA), de acordo com as instrucdes

utilizadas na rotina do Laboratdrio de Diagnéstico Molecular da instituicao.

4.3.2 Extracdo de DNA das amostras de fluido corpdéreo

Para a analise de viabilidade de deteccéo dos alvos identificados na etapa de
caracterizacdo molecular em amostras de bidpsia liquida, foram utilizadas amostras
de fluidos corporeos. A seguir descrevemos o processamento e obtencdo de cfDNA
das amostras de lavado bucal e plasma utilizadas na etapa de validacdo destes
marcadores.

Para todas as amostras, o DNA total foi quantificado por ensaio fluorimétrico
no equipamento Qubit 2.0 (Invitrogen, EUA), com armazenamento a -20 °C até o

momento de utilizag&o.

a) Lavado bucal de pacientes com CEC de cavidade oral
Foi coletado lavado bucal de todos os pacientes com CEC de cavidade oral
incluidos no estudo. Aproximadamente 10 mL de lavado bucal foi coletado em
solucdo salina estéril e, apdés uma centrifugacdo de 10 minutos a 1500 x rpm a 4°C,
0 sobrenadante foi descartado. O pellet de células foi ressuspendido em 200 uL de
tampao fosfato-salino 1x (PBS) estéril, centrifugado novamente por 1 minuto a 13000
X rpm a 4°C e teve o seu sobrenadante descartado mais uma vez. O pellet
remanescente foi ressuspendido em 50 puL de PBS estéril a 1% e armazenado a -
80°C.
Para extracdo do DNA, os pellets de células foram descongelados e o DNA foi
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imediatamente isolado usando o QlAamp DNA Mini kit (Qiagen, Alemanha),

seguindo o protocolo recomendado para sangue ou fluidos corpoéreos.

b) Plasma de pacientes com CEC de orofaringe

Foram coletadas amostras de sangue em tubos EDTA de um subgrupo de
pacientes. A partir de um volume de aproximadamente 4 mL de sangue total
coletado de cada paciente, foram obtidas as seguintes fracdes: aproximadamente 2
mL de plasma e 500 pL de buffy coat. Para a obtencéo das fracdes, as amostras
foram centrifugadas por 10 minutos a 3500 x rpm e 4°C, a camada superior
contendo o plasma foi recuperada e armazenada a -80°C.

O DNA circulante foi isolado a partir do plasma utilizando o método de
extragcdo de DNA padronizado com QlAamp Circulating Nucleic Acid kit (Qiagen,
Alemanha). As amostras provenientes da UMC foram processadas utilizando o
Maxwell RSC ccfDNA Plasma Kit (Promega, EUA), segundo protocolo do
Laboratério de Diagndstico Molecular da instituicdo. Além disso, foi realizado um
método para checagem e controle de qualidade das amostras de cfDNA extraido

com o Agilent 2100 Bioanalyzer System (Agilent, EUA).

4.4 Avaliacdo da presenca de metilacdo em genes especificos em pacientes

com CEC de orofaringe

a) Amostras de tecido de pacientes com CEC de orofaringe

Previamente as analises de metilacdo, foi realizado o tratamento de 200- 500
ng de DNA das amostras de tecido com bissulfito de soédio, utilizando o EpiTect
Bisulfite Kit (Qiagen, Alemanha) de acordo com as recomendac¢des do fabricante. As
amostras foram eluidas em 20 pL de agua livre de nuclease e armazenadas a -80° C
até analise pela ddPCR.

A conversdo com bissulfito de sédio permite a conversdo de todas as
citosinas ndao metiladas do DNA em uracilas, enquanto as citosinas metiladas se
mantém como citosinas, permitindo identificar o status de metilacdo por PCR. Dessa
forma, as amostras tornam-se aptas para o teste de deteccdo de metilagdo. Os
genes CCNAL, CDH8, DAPK e TIMP3 foram selecionados para a analise de
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metilagdo neste trabalho com base em estudos anteriores, que os identificaram
como frequentemente metilados em tumores de cabeca e pescogo e destacaram sua
relevancia no processo de carcinogénese. Esses genes tem sido relatados como
alvos para o silenciamento epigenético em diferentes tumores humanos, incluindo o
CECP®™

Na técnica de PCR digital (Figura 6), o DNA é inicialmente misturado ao
master mix de reacao e aos primers e sondas. Em seguida, ocorre o particionamento
de cada amostra em cerca de 20.000 droplets em um cartucho. As droplets geradas
sao transferidas para uma placa de 96 pocos e seguem para um termociclador para
a reacdo de PCR que ocorrera dentro de cada uma destas particdes. Ao final, as
20.000 reacdes serao avaliadas individualmente para deteccédo da fluorescéncia e
determinacao dos alelos e suas respectivas frequéncias em cada amostra. Todos os
experimentos incluem um controle negativo de reacdo sem DNA, além de controles

negativos, sem a presenca do alvo, e positivos, com a presenca do alvo.

O —

Leitura e analise
dos resultados

Formagao das
droplets

Figura 6 - Representacdo das etapas da metodologia de ddPCR. Primeiramente é realizado o
particionamento do mix da reacdo de PCR para formacdo das droplets. Em seguida, as droplets
geradas sao levadas ao termociclador para inicio da PCR. Ao final, sera realizada a contagem das
droplets positivas e negativas.

Para a analise de metilacdo por ddPCR, seguimos as recomendacdes
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sugeridas pela empresa Bio-Rad (Bio-Rad, EUA), com adaptacdes para a analise de
metilacdo segundo outros trabalhos™ 8 82 Brevemente, a deteccdo de metilacdo
por PCR digital se baseia na utilizacdo de um par de primers e sonda marcados que
reconhecem sequéncias metiladas, e um par de primers e sonda para o gene
referéncia ACTB, usado como controle interno da reacéo para controlar a quantidade
de DNA total adicionado (input). Os primers e sonda para o gene ACTB foram
desenhados em regides livres de nucleotideos CGs, 0 que garante a amplificacéo
desta regido independentemente do status de metilacdo do DNA. No entanto, estes
primers foram desenhados em regides com citosinas, para que somente o DNA
convertido corretamente por bissulfito de sédio seja amplificado, ou seja, cujas
citosinas foram convertidas em uracilas.

A utilizacdo da PCR digital para a deteccdo de metilacéo é realizada através
de reac6es em monoplex (1 reacdo para o gene ACTB e outra reacdo para 0 gene
alvo) com volume final de 22 ul, contendo: 900 nM de primers, 250 nM de sondas,
2X ddPCR ™ SuperMix for probes No dUTP (Bio-Rad, EUA) e 10 ng de DNA de
tecido convertidos por bissulfito de sddio. Em seguida, o mix com as amostras é
adicionado manualmente ao cartucho Automated Droplet Generator Cartridges (Bio-
Rad, EUA), juntamente com 70 pL do 6leo Automated Droplet Generation Oil for
Probes (Bio-Rad, EUA), e levados ao equipamento Automated Droplet Generator
(Bio-Rad, EUA), para a geracao das droplets. As droplets geradas sao transferidas
para uma placa de PCR de 96 pocos e levadas ao termociclador C71000 Touch™
Thermal Cycle with 96- Deep Well Reaction Module (Bio-Rad, EUA) com as
seguintes condicdes de ciclagem: (i) Ativacdo da DNA polimerase: 10 min a 95 °C;
(i) Desnaturacao das fitas de DNA: 40 ciclos de 30 s a 94 °C; (iii) Anelamento e
extensdo: 1 min a temperaturas especificas de acordo com 0s genes (descrito no
tépico resultados); (iv) Inibicao da enzima: 98 °C por 10 min; e (v) Resfriamento: 4
°C. Posteriormente a reagao de amplificagdo nas gotas contendo, ou ndo, o DNA, a
placa é levada ao equipamento QX200™ Droplet Reader (Bio-Rad, EUA) que realiza
a leitura das gotas geradas, e os dados sdo analisados no software QuantaSoft
(QuantaSoft v1,7,4, Bio-Rad, EUA).

Apoés determinacdo das particbes positivas e negativas, a concentracao de
alvo detectada é estimada pelo modelo matematico denominado distribuicdo de

Poisson, que usa os valores de numeros de droplets positivas e negativas para
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calcular a concentracdo através da quantificacdo absoluta, sem a necessidade de
curva padrao®.

Todos os experimentos de determinacéo do status de metilacdo das amostras
incluiram, além do controle negativo da reacdo (sem adicdo de DNA), controles
comerciais contendo 10 ng de DNA sabidamente metilado (CpGenome Universal
Methylated DNA, EMD Millipore, Alemanha) e 10 ng de DNA ndo metilado (Human
Non-methylated DNA, Zymo Research, EUA).

Para a quantificacdo do nivel de metilagcdo dos genes para cada amostra, foi
realizado o calculo da porcentagem de referéncia metilada (PMR, do inglés
percentage of methylated reference), através da utilizacdo do numero de copias
metiladas do gene alvo em um volume de 20 pl na amostra de interesse (amostra) e
na amostra controle (DNA metilado), além desses mesmos valores para 0 gene

referéncia, de acordo com a férmula a seguir:

PMR — n? copias do gene alvo/n? de cdpias do gene referéncia (amostra) 100
" n2 copias do gene alvo/n? de cépias do gene referéncia (DNA metilado) x

b) Amostras de plasma de pacientes com CEC de orofaringe

Apés caracterizacdo do perfil de metilacdo dos genes especificos nas
amostras de tecido tumoral, a presenca de metilacdo também foi avaliada em
amostras de plasma coletadas antes do tratamento dos mesmos pacientes. Para
esta analise, foi realizado o tratamento de 20 uL de cfDNA de plasma, utilizando o
EZ DNA Methylation-Direct Kit (Zymo Research, EUA) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. As amostras foram eluidas em 20 pL de agua livre de
nuclease e armazenadas a -80° C até o momento da analise pela ddPCR, seguindo
0s mesmos procedimentos realizados na andlise dos tecidos tumorais, mas com um
input de 5 uL de cfDNA obtido a partir do plasma e convertidos por bissulfito de

sédio para as analises.
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4.5 Avaliacdo da presenca de mutacdo em amostras de CEC de cavidade

oral

a) Amostras de tecido de CEC de cavidade oral

Apbs a obtencdo do DNA das amostras de tecido congelado selecionadas, foi
avaliada a presenca de mutacdes ao longo de toda a extensao codificadora do
genoma através da técnica de sequenciamento do exoma completo. Essa técnica
foi efetuada por meio da plataforma Illumina HiSeq 2500™ System (lllumina
Technologies, EUA), pela empresa de biotecnologia Sophia Genetics (Sophia
Genetics, Suica).

Para todas as amostras avaliadas, também foi realizado o sequenciamento de
amostras de DNA extraidas a partir de buffy coat dos mesmos pacientes. Esta
analise fornece o perfil de variantes germinativas o qual estd sendo desconsiderado
do espectro de variantes obtidos a partir das amostras tumorais, de forma que
somente alteracfes somaticas e presentes exclusivamente nas amostras tumorais
estdo sendo consideradas.

Os dados de sequenciamento foram compilados em um arquivo FASTQ
(arquivo em formato de texto que contém toda a informacédo sobre a sequéncia de
nucleotideos e sobre a qualidade do sequenciamento) e alinhados a sequéncia do
genoma de referéncia humano hgl9. Em seguida, foi realizada a chamada de
variantes utilizando pipeline da Sophia Genetics (Sophia Genetics, Suica).

Foram selecionadas apenas variantes néo identificadas nas amostras de buffy
coat, e presentes nas amostras tumorais com uma frequéncia alélica maior ou igual
a 5%. As variantes encontradas foram anotadas no software WANNOVAR
(http://wannovar.wglab.org/) e na plataforma Cancer Genome Interpreter (CGl).

b) Amostras de lavado bucal de pacientes com CEC de cavidade oral
Apos o0 sequenciamento do exoma completo das amostras de tecido tumoral
de cavidade oral, foram selecionadas 4 amostras para validacdo de mutacdes
detectadas no exoma que estivessem também contempladas no painel TruSight
Tumor 15 na plataforma Illumina MiSeq (lllumina Technologies, EUA). Apos
validacédo, o mesmo painel foi utilizado para avaliacdo da possibilidade de deteccao
da presenca das mesmas mutagées em amostras de lavado bucal coletadas antes
64


http://wannovar.wglab.org/)
http://wannovar.wglab.org/)

do tratamento dos mesmos pacientes.

O painel TruSight Tumor 15 utiliza a tecnologia de NGS para analisar um
painel de 15 genes frequentemente mutados em tumores solidos, incluindo variantes
de nucleoitiodeos Uunicos (SNVs), insercdes, delecdes (indels) e amplificacbes
associadas ao cancer. Os genes avaliados no painel sdo: AKT1, BRAF, EGFR,
ERBB2, FOXL2, GNA1l, GNAQ, KIT, NRAS, KRAS, MET, NRAS, PDGFRA,
PIK3CA, RET e TP53. Ele permite a deteccdo precisa de variantes somaticas com
frequéncia alélica de 5%, tendo sido otimizado para amostras de FFPE.

A deteccdo de mutacdo por esse painel se baseia no principio do PCR em
multiplex, cuja finalidade é a preparacdo de bibliotecas para o sequenciamento de
DNA. A preparacdo das bibliotecas de DNA foi realizada segundo o protocolo
fornecido pelo fabricante e o sequenciamento foi realizado na plataforma lllumina
MiSeq (lllumina Technologies, EUA).

Vinte nanogramas quantificados pelo Qubit 2,0 (Invitrogen, Carlsbad, CA) de
DNA total foram utilizados na reacdo. O DNA foi diluido para uma concentracéo
minima de 2 ng/uL com agua livre de RNase/DNase em um volume final de 12,5 pL.
Dois pools de primers foram utilizados para o preparo dos Master Mix A e Master Mix
B, que foram adicionados (10 pL de cada mix de reacéo) a duas reacdes de 5 puL de
DNA a 2 ng/pL em tubos diferentes. Os tubos com o mix de PCR foram levados ao
termociclador com as seguintes condi¢des de temperatura: 98 °C por 3 minutos, 16
ciclos de 96 °C por 45 segundos, 70 °C por 1 minuto, 54 °C por 3 minutos. Ao final
da ciclagem, foram colocados na placa da reacao 4 pL de cada adaptador (Index 1 e
Index 2) e 27 pyL de TAM juntamente aos produtos da PCR para a reacdo de
amplificacdo de acordo com 0s seguintes ciclos te temperatura: 98 °C por 30
segundos, seguidos de 17 ciclos de 98 °C por 20 segundos, 60 °C por 30 segundos,
72 °C por 45 segundos, 72 °C por 5 minutos, e 10 °C ao final da ciclagem. A
purificagdo das bibliotecas foi realizada com Beads magnéticas e lavagem com
etanol 80%. Cada biblioteca purificada (pool A e pool B) foi transferida para uma
nova placa. Em seguida, a qualidade das bibliotecas foi avaliada em gel de agarose
1,5% corado com gel red e as bibliotecas amplificadas foram quantificadas
ultilizando Qubit™ dsDNA HS Assay Kit pelo Qubit 2,0 (Invitrogen, Carlsbad, CA) e,
por fim, foi efetuado o agrupamento das bibliotecas para a reagdo de
sequenciamento, de acordo com as recomendacdes do protocolo.
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Bibliotecas individuais com molaridade de 2 nM foram reunidas em um pool
de oito amostras. Até 8pM do pool de biblioteca foram submetidos & geracédo de
cluster na flow cell. O sequenciamento pair-end foi reallizado utilizando o MiSeq
Reagent Kit v3, 600 Cycles na plataforma lllumina MiSeq (lllumina Technologies,
EUA).

4.6 Avaliacdo da presenca de mutacdo em amostras de CEC de orofaringe

a) Amostras de tecido de CEC de orofaringe

Dado a limitacdo em termos de qualidade e quantidade do DNA obtido a partir
de amostras de bidpsia incluidas em parafina, a caracterizacado do perfil mutacional
nas amostras de tumor de orofaringe foi feita através do sequenciamento de um
painel de oncogenes e genes supressores tumorais na plataforma lon Torrent PGM
(Life Technologies, EUA), de acordo com o estudo realizado por Perdomo e
colaboradores®,

O painel inclui os seguintes genes, frequentemente descritos na literatura
como associados aos tumores de cabeca e pescoco: TP53, NOTCH1, CDKN2A,
PTEN, PIK3CA, FBXW7, HRAS, TP63, CASPS8, FAT1, KMT2D, RB1, IRF6, EZH2 e
NSD1%+>

Nesta etapa foram sequenciadas amostras de DNA de bidpsia pré- tratamento
de pacientes com cancer de orofaringe admitidos no Hospital de Cancer de Barretos.
Para isso, foram desenhados primers com tamanho entre 125 e 175 pares de bases
(pb), com o proposito de melhorar a eficiéncia da preparacéo da biblioteca e diminuir
o impacto da fragmentacdo do DNA nesse processo. Sendo assim, foram utilizados
trés conjuntos de iniciadores para a amplificacdo simultanea de 923 amplicons dos
15 genes selecionados.

A preparacao da biblioteca, a partir de 10 ng totais de DNA gendmico de cada
amostra foi realizada com a utlizagdo do lon AmpliSeq Library Kit 2.0 (Life
Technologies, EUA). A amplificacdo de toda a regido codificadora dos 15 genes foi
feita através do AmpliSeq Custom Panel (Life Technologies, EUA), com uma
cobertura equivalente a 99,26%. As amostras foram identificadas por meio de
cadigos de barra utilizando o lonXpress Barcode Adapters (Life Technologies, EUA).

Em seguida, 30 pM de biblioteca purificada foram utilizados para a preparagao
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e enriquecimento dos alvos no lon Chef System (Life Technologies, EUA) e o
sequenciamento aconteceu no lon Torrent PGM (Life Technologies, EUA) usando o
lon PGM Hi -Q View Sequencing Kit (Life Technologies, EUA). Os resultados do
sequenciamento foram processados no servidor do lon Torrent PGM (Life
Technologies, EUA) e os dados gerados foram alinhados ao genoma de referéncia
humano hg19 utilizando o Torrent Mapping Alignment Program (TMAP).

Os seguintes filtros de qualidade de sequenciamento foram adotados:
profundidade de cobertura média de pelo menos 600x, ho minimo 80% das reads
(sequéncias) alinhadas a regido alvo e pelo menos 100,000 reads mapeadas
(adaptados a partir de de Leng, 2016%%).

Posteriormente, foi realizada a chamada de variantes utilizando o Torrent
Variant Caller (TVC) plugin version v5.8.0.19 (464) e a anotacdo da lista de
variantes  geradas foi feita utiizando as ferramentas  Wannovar
(http://wannovar.wglab.org/) e CGlI (https://www.cancergenomeinterpreter.org/home).

Para a selecdo das variantes, foram aplicados os filtros a seguir:

- variantes nao sindnimas que ocorrem dentro de exons;

- variantes com profundidade de cobertura de pelo menos 200x;

- variantes com uma frequéncia alélica de pelo menos 10%%;

- frequéncia observada nas bases de dados populacionais de variantes
germinativas (como 1000 genomes, EXAC e ESP6500 entre outros) inferior a
1% (para os casos sequenciados na plataforma lon Torrent PGM que néo
possuiam amostras normais pareadas);

- variantes classificadas como drivers conhecidos ou preditos usando a
ferramenta CGI (https://www.cancergenomeinterpreter.org/home);

- variantes ja descritas nas bases de dados COsMIC
(https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) em quaisquer tumores e/ou TCGA
(http://www.cbioportal.org/) em tumores de cabecga e pescocgo (para 0s casos
de CEC de orofaringe).

Para as amostras da University Medical Center (UMC), foi realizado
previamente o sequenciamento de toda a regido codificadora somente do gene
TP53. Os mesmos critérios de selecao de variantes foram utilizados para estas
amostras.
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b) Amostras de plasma de pacientes com CEC de orofaringe

A presenca de mutacées em amostras de plasma de pacientes com CEC de
orofaringe foi avaliada em uma populacdo de casos da University Medical Center de
Utrecht através da técnica de PCR digital. As variantes mais frequentes nas
amostras de tumor de orofaringe da UMC foram selecionadas para a pesquisa em
amostras de plasma coletadas no seguimento dos mesmos pacientes com
informagao do perfil de mutacdo no tecido tumoral utilizando o sistema QX200™
AutoDG Droplet Digital™ PCR system (Bio-Rad, EUA).

A deteccdo de mutacdo pelo método de ddPCR se baseia no principio do
PCR em Tempo Real para genotipagem com sistema de sondas, no qual o ensaio
duplex utiliza um Unico par de primers e duas sondas com marcacdes diferentes
para cada alelo, permitindo identificar a presenca de alelos mutados através da
coloracdo azul (MT), selvagens através da cor verde (WT, wild type) e a presenca
dos dois alelos pela coloracao laranja, em cada amostra.

Para realizar as reac¢des, duplicatas com 4 pL e 8 uL de amostra de cfDNA do
plasma do paciente foram misturadas a 2X ddPCR supermix for probes (no dUTP) e
a 20X target primers/probe (FAM) e 20X reference primers/probe (HEX/VIC) a
900nM/250nM para MT e WT, consecutivamente, resultando em volumes de reacéo
de ddPCR de 22 pL. Apenas 20 pL do mix de reacdo de PCR séao transferidos ao
cartucho, juntamente com 70 pL do 6leo Automated Droplet Generation Oil for
Probes (Bio-Rad, EUA) para a geracdo das droplets através do método
automatizado QX200 AutoDG Droplet Digital PCR System (Bio-Rad, EUA). As
droplets ja depositadas na placa de 96 pocos séo levadas ao termociclador T100™
Thermal Cycler (Bio-Rad, EUA) com as seguintes condigbes de ciclagem: (i)
Ativacdo da DNA polimerase: 10 min a 95°C; (ii) Desnaturacao das fitas de DNA: 40
ciclos de 30 s a 94 °C; (iii) Anelamento e extensdo: 1 min a temperaturas especificas
de acordo com o0s genes selecionados (também descrito no tépico resultados); (iv)
Inibicdo da enzima: 98 “C por 10 min; e (v) Resfriamento: 4 °C. Em seguida, a placa
€ levada ao equipamento QX200™ Droplet Reader (Bio-Rad, EUA), que realiza a
leitura das droplets positivas e negativas da reacdo, e os dados sédo analisados no
software QuantaSoft (QuantaSoft v1,7,4, Bio-Rad, EUA).

Esta etapa foi realizada no Laboratorio de Genética Molecular da University
Medical Center, em Utrecht, Holanda, durante periodo de estagio de pesquisa no
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exterior (Bolsa Estagio de Pesquisa no Exterior — BEPE).

Todos os experimentos incluiram um controle negativo da reacdo (NTC) sem
adicdo de DNA, além de controles negativos (10 ng de DNA de amostras sem a
presenca do alvo) e controles positivos (10 ng de DNA de amostras com a presenca

do alvo).®

4.7 Anélises estatisticas

As informacfes clinicas, demograficas e moleculares do presente estudo
foram registradas na plataforma REDCap (Research Electronic Data Capture). Para
as analises estatisticas, as variaveis coletadas foram transformadas em variaveis
categéricas e a andlise estatistica foi realizada no programa estatistico para
microcomputador SPSS 20.0. Para a construcéo dos graficos, foi utilizado o software
GraphPad Prism version 5.00 for Windows.

Para a avaliacdo da associacao entre as variaveis anatomopatologicas dos
pacientes incluidos e os resultados moleculares, foi utilizado o teste de frequéncia do
Qui-quadrado ou o teste exato de Fisher. As analises de sobrevida foram realizadas
através da construcdo de curvas de Kaplan-Meier, que foram comparadas através
do teste de log-rank. A sobrevida livre de recorréncia foi definida como o intervalo
entre a data do tratamento inicial e o diagnostico de recorréncia (local, regional
e/ou distante). O modelo de regressao multipla de Cox foi utilizado para avaliar a
influéncia das variaveis clinicas e moleculares no risco de recidivas.

A taxa de concordancia entre o status de metilacdo em amostras de tecido e
plasma foi determinada pelo teste Cohen’s Kappa. A concordancia entre os niveis
de metilagdo foi associada pelo teste de correlagdo de Spearman. Para avaliar o
potencial de deteccdo das alteracdes moleculares selecionadas nas amostras de
fluidos corpéreos foram calculados os valores de sensibilidade e especificidade,
além da construcdo de curvas ROC e calculo da érea sob a curva ROC (AUC). A
significancia estatistica considerada para todas as analises foi determinada para um

valor de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Selecédo das amostras e delineamento do estudo

Foi realizada uma busca criteriosa para a selecdo de casos, atraves do
levantamento de informacbes de pacientes com diagndéstico de carcinoma
escamocelular de cavidade oral (lingua oral, palato duro, assoalho da boca, mucosa
jugal e trigono retromolar) ou orofaringe (base de lingua, palato mole, Gvula,
amigdala e orofaringe sem outras especificacdes), com amostra de tecido e de
fluidos corporeos armazenados no Biobanco institucional.

Esta busca foi realizada na plataforma SISONCO do Hospital de Céncer de
Barretos a partir de relatério gerado contendo as amostras armazenadas nho
Biobanco institucional com os critérios descritos acima (sitio tumoral, disponibilidade
de tecido tumoral, buffy coat e fluidos).

ApoOs selegdo inicial dos casos, foi efetuada a andlise de prontuarios e
preenchimento de fichas de coleta, contendo dados clinicopatolégicos e
sociodemogréficos (Figura 7) a fim de garantir apenas a selecdo de pacientes que

estivessem de acordo com os critérios de inclusdo descritos na metodologia.

Busca de casos na base de dados SISONCO

[

Exclusdo de casos que ndo se enquadraram nos critérios de inclusdo

AV

Anadlise de prontuarios dos casos selecionados

Nova exclusao de casos que nao se adequaram aos critérios de inclusdo

v

Preenchimento de fichas de coleta para levantamento de dados

Figura 7 - Processo de selecdo das amostras para inclusdo no estudo.
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a) Amostras de CEC de cavidade oral

Como descrito anteriormente, os pacientes com CEC de cavidade oral sao
frequentemente tratados com resseccao cirurgica, o que geralmente garante material
tumoral abundante e de qualidade. No entanto, para a pesquisa de mutacdes pela
andlise do exoma completo é imprescindivel a disponibilidade de buffy coat pareado
com as amostras tumorais. Sendo assim, no decorrer da triagem ocorreram muitas
exclusdes, resultando em 12 amostras de CEC de cavidade oral (Assoalho da boca:
n =6, 50,0%; Lingua: n = 4, 33,3%; Gengiva: n = 1, 8,3% e Trigono Retromolar: n =
1, 8,3%) com tecido tumoral e saliva disponiveis, conforme descrito a seguir na
figura 8.

As 12 amostras de tecido tumoral congelado foram utilizadas para realizacéo
do sequenciamento do exoma completo. Quatro amostras de tecido tumoral foram
selecionadas e validadas através do sequenciamento do painel TruSight Tumor 15
na plataforma lllumina MiSeq (lllumina Technologies, EUA), pois apresentaram
mutacBes em genes incluidos no painel. O mesmo painel também foi utilizado para a
busca de variantes mais representativas desse grupo em amostras de lavado bucal

destes mesmos 4 pacientes (Figura 8).

12 casos de CEC de cavidade oral

l

Analise de mutacgdes

Sequenciamento lllumina (Exoma completo)

l

N= 12 casos incluidos
Amostras com tecido congelado (FFT)
(Hospital de Cancer de Barretos)

l

Selegdo de variantes genéticas
patogénicas

Validagao do exoma

\L TruSight Tumor 15

N= 4 casos incluidos \l/
Amostras com tecido e lavado bucal

(Hospital de Cancer de Barretos)
Deteccdo de variantes no lavado

bucal
TruSight Tumor 15

Figura 8 - Representacdo esquematica da selecdo de amostras de CEC de cavidade oral (tecido
congelado e lavado bucal) e fluxo de analises das alterac6es moleculares.
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b) Amostras de CEC de orofaringe (HCB)

J& os pacientes com CEC de orofaringe sédo frequentemente tratados com
protocolo de preservacdo de 6rgdo, ou seja, através de quimio/radioterapia. Nestes
casos, o0 material disponivel para analise molecular era o tecido coletado no
momento da bidpsia diagnostica pré-tratamento. Foram incluidas na etapa de
caracterizagdo molecular destes pacientes, 90 amostras de CEC de orofaringe,
conforme descrito a seguir na figura 9. O baixo rendimento de DNA recuperado a
partir das biépsias de CEC de orofaringe, ndo permitiu que tanto a busca de
alteracdes genéticas quanto epigenéticas fossem feitas nas mesmas amostras.
Sendo assim, a busca por variantes genéticas foi feita através do sequenciamento
de um painel de genes em 51 amostras (Amigdala: n = 8, 22,2%; Base de lingua: n =
4, 11,1%; Orofaringe SOE: n = 17, 47,2%; Palato mole: n = 3, 8,3%; Uvula: n = 1,
2,8%; Valécula: n = 3, 8,3%) e a analise do perfil de metilacdo em 54 amostras
(Amigdala: n = 11, 28,2%; Base de lingua: n = 6, 15,4%; Orofaringe SOE: n = 12,
30,8%; Palato mole: n = 8, 20,5%; Uvula: n = 2, 5,1%), com 15 amostras em comuns
entre as casuisticas (Amigdala: n = 6, 40,0%; Orofaringe SOE: n = 5, 33,3%; Palato
mole: n = 3, 20,0%; Uvula: n = 1, 6,7%). Amostras de plasma de apenas 23 dos
casos estavam disponiveis e foram utilizadas no ensaio de deteccdo da metilacao

em fluidos corporeos.
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90 casos de CEC de orofaringe

Analise de mutaces Analise de metilacio

Sequenciamento ION Torrent (Painel de Deteccgdo da metilagdo de genes por

15 genes) ddPCR (CCNA1, CDH8, DAPK e TIMP3)
N= 51 casos incluidos _ N= 54 casos incluidos
Amostras incluidas em parafina (FFPE) | — an 1:0‘;:3‘:: G - Amostras incluidas em parafina (FFPE)
(Hospital de Céncer de Barretos) (Hospital de Cancer de Barretos)

Deteccdo de metilagdo no plasma

Detecgdo de metilagdopor ddPCR

l

N= 23 casos incluidos
Amostras de plasma
(Hospital de Céncer de Barretos)

Figura 9 - Representacéo esquemética da selecdo de amostras de CEC de orofaringe (tecido fixado
em formalina e embebido em parafina/FFPE e plasma) e fluxo de andlises das alteracBes
moleculares.

C) Amostras CEC de orofaringe (UMC)

Durante a realizacdo do Estagio de Pesquisa no Exterior, foi realizada a
padronizacao e detec¢do de mutacdes especificas em TP53 em amostras de plasma
de pacientes com CECP. Para as etapas de padronizacdo dos ensaios, foram
utilizadas amostras fixadas em formalina e embebidas em parafina (FFPE),
escolhidas por serem sabidamente positivas para as variantes no gene TP53, de
tumores de es6fago (n=1), tumor de pulméo (n=1), tumores de cabeca e pescoco
(n=3) e linfonodos metastaticos para o carcinoma escamocelular (n=3), fornecidas

pelo University Medical Center Utrecht (UMC), conforme a figura 10.
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8 amostras de tumores positivas para
mutagdes em TP53

Otimizacédo da deteccdo de mutagdes em TP53
Deteccéo de variantes no gene TP53 por ddPCR

N=1 caso incluido N=1 caso incluido N= 3 casos incluidos N= 3 casos incluidos

Amostras de FFPE de Amostras de FFPE de Amostras de FFPE de tumores Amostras de FFPE de

tumor de esdfago tumor de pulméo de cabega e pescogo linfonodos metastaticos
(University Medical Center) (University Medical Center) (University Medical Center) (University Medical Center)

Figura 10 - Amostras de FFPE de tumores utilizadas na etapa de otimizacdo para a detec¢do de
mutacdes no gene TP53 por ddPCR.

Também foram utilizadas 18 amostras de plasma coletadas durante o
seguimento de trés pacientes com cancer de cabeca e pescoco tratados na UMC
com resultado do status de mutacdo do gene TP53 disponivel, de acordo com a
figura 11. Esses ensaios foram realizados durante o periodo de Bolsa Estagio de

Pesquisa no Exterior (BEPE) nessa mesma instituicao.

3 casos de CEC de orofaringe com
dados de mutagdes em TP53

v

Analise de mutagdes

Detecgéo de variantes no gene TP53 por ddPCR

l

N= 18 casos incluidos
Amostras de plasma de seguimento
(University Medical Center)

Figura 11 - Amostras de plasma de seguimento de tumores de cabeca e pescogo para andlise de
detecc¢édo de variantes no gene TP53.
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5.2 Avaliacdo da presenca de metilagcdo em genes especificos em pacientes
com CECP

5.2.1 Otimizacao das analises de metilacdo por PCR digital

Os ensaios de deteccdo de metilacdo dos genes CCNAL1, CDH8, DAPK e
TIMPS3, originalmente otimizados para analises por PCR em Tempo Real (qQMSP),
foram padronizados para analise por Droplet Digital PCR (ddPCR). Para isso
utilizamos amostras de DNA metilado e ndo metilado comerciais como controles da
reacao.

A concentracdo de 900 nM de primers e 250 nM de sonda foi utilizada no
ensaio de acordo com as recomendacdes do fabricante®”. Para a determinacdo das
temperaturas de anelamento, foi realizado um ensaio de gradiente de temperatura,
que avaliou a temperatura Otima para cada gene utilizando amostras de DNA
metilado como controle positivo da reacdo e agua como controle negativo (NTC; No
Template Control). Foram testadas as seguintes condic¢des: 63,8 °C; 63,2 °C; 61,8
°C; 60,0 °C; 57,8 °C; 55,8 °C; 54,5 °C e 53,8 °C. Os critérios utilizados para a
escolha da melhor temperatura foram: (i) o nUmero de droplets totais e positivas
geradas na reacado, (i) o numero de cépias metiladas e (iii) a amplitude da
fluorescéncia. A tabela 3 apresenta as sequéncias dos primers e as temperaturas de

anelamento definidas com estes testes.

Tabela 3 - Sequéncias de primers e sondas e temperatura de anelamento padronizada para analise
de metilagé@o por ddPCR dos 6 genes de interesse.

Sonda 6FAM 5'-

Forward 5°-3 ITAMRA Reverse 5°-3 TA

TGGTGATGGAGG A ACCACCACCCAACAC  AACCAATAAAACCT

1 o
ACTB * | AGGTTTAGTAAGT | ACAATAACAAACACA = ACTCCTCCCTTAA | 20°C

TCGCGGCGAGTIT | CGTTATGGCGATGCGG CCGACCGCGACAA

CCNA1 ATTCG TTTCGG ACG 56°C
copg @ | TAGGCGGGTTCGT TTTAAGTTTCGTCGTCG CGCGCTAAACTCTA .
ACGTC TCGTCGG AATATCCG
oapy 4 |GCATAGTCGGATC| TTCGGTAATTCGTAGC | CCCTCCCAAACGC | . -
GAGTTAACGTC | GGTAGGGTTTGG CGA
npa ¢ | GCGTCGGAGGTTA AACTCGCTCGCCCGCC CTCTCCAAAATIAC .
AGGTTGTT GAA CGTACGCG

(1) Eads CA, Lord RV, Wickramasinghe K, et al. Epigenetic patterns in the progression of esophageal adenocarcinoma. Cancer
research, 2001;61(8):3410. (2) Carvalho AL, Jeronimo C, Kim MM, et al. Evaluation of promoter hypermethylation detection in body
fluids as a screening/diagnosis tool for head and neck squamous cell carcinoma. Clinical Cancer Research, 2008;14(1):97-107. (3) de
Carvalho AC, Melendez ME, da Silva Sabato C, Palmero EL, Arantes LMRB, Neto CS, Carvalho AL, Clinical and Molecular
Characterization of Surgically Treated Oropharynx Squamous Cell Carcinoma Samples. Pathol Oncol Res, 2018; 24 (92): 1-12. (4)
Harden SV, Tokumaru Y, Westra WH, et al. Gene promoter hypermethylation in tumors and lymph nodes of stage | lung cancer patients.
Clinical cancer research, 2003;9(4):1370.
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5.2.2 Analise de especificidade dos ensaios para a deteccdo de DNA metilado
Com o objetivo de determinar a especificidade dos ensaios, foram efetuadas
reacoes com 10 nanogramas de DNA metilado (CM) e de DNA n&o metilado (CNM)
comerciais, convertidos por bissulfito de sodio. A presenca de droplets positivas no
ensaio para o gene ACTB, indica que a amostra de DNA do CM e do CNM foi
corretamente convertida pelo tratamento com bissulfito de sodio (Fig, 12 A). Foi
possivel observar que as reacdes sdo especificas para deteccdo de DNA metilado
para os genes CCNA1, CDH8, DAPK e TIMP3 conforme representado na figura 12
(Figural2B, C, D e E), pela auséncia de droplets acima do threshold na coluna com
os resultados para o CNM, assegurando a ndo amplificagdo do DNA controle nao

metilado.
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Figura 12 - Ensaio de especificidade para os genes CCNAL1 (B), DAPK (C), TIMP3 (D) e CDH8 (E),
CM: controle metilado; CNM: controle ndo metilado, NTC: no template control.

5.2.3 Deteccéo da metilacdo do DNA em amostras de CEC de orofaringe

a) Amostras de tecido de pacientes com CEC de orofaringe

Cinquenta e dois pacientes diagnosticados com carcinoma escamocelular de
orofaringe pelo Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pesco¢co do Hospital de

Cancer de Barretos entre 2014 e 2018 foram incluidos nessa etapa do estudo.
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Informagbes sobre o status de tabagismo e etilismo, caracteristicas clinicas e
histopatolégicas foram adquiridas através de busca nos prontuarios dos pacientes
(Tabela 4).

A maioria dos pacientes dessa coorte eram homens (90,7%) com idade
variando entre 40 e 79 anos (mediana = 56 anos), tabagistas (85,2%) e etilistas
(83,0%). Noventa e um por cento apresentaram tumores avancados ao diagndstico
(49/54). O tratamento predominante foi a quimioterapia a base de platina
concomitante a radioterapia, com 61,1% dos pacientes apresentando resposta
completa. Oito casos (19,0%) desenvolveram recorréncia durante o seguimento e o
tempo de seguimento médio foi de 17,75 meses (variacao: 5,30 a 52,57 meses).

O resultado do teste de imuno-histoquimica para deteccdo da proteina p16 foi
utilizado como um marcador alternativo para a infeccdo por HPV de alto risco’* 887,
Foi observado que 19/52 amostras (37,3%) foram consideradas positivas para a
infeccao pelo HPV.
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Tabela 4 - Caracteristicas clinicopatoldgicas dos pacientes com cancer de orofaringe (n=52).

Caracteristicas Numero de casos %
Género
Masculino 47 90,4
Feminino 5 9,6
Idade
< 55 anos 25 48,1
>55 anos 27 51,9
Status de tabagismo
N&o 4 7,7
Sim 44 84,6
Ex 4 7,7
Status de etilismo
N&o 4 7,8
Sim 42 82,4
Ex 5 9,8
Estagio
I/Il — inicial 5 9,6
II/IV —avangado 47 90,4
Resposta ao tratamento
N&o-respondedor 21 40,4
Respondedor 31 59,6
Recorréncia
N&o 32 8,0
Sim 8 20,0
Status
Vivo sem doenca 23 57,5
Vivo com doencga 11 27,5
Morte por cancer 6 15,0
HPV status
Negativo 32 62,7
Positivo 19 37,3

A quantificacdo da metilacdo na regido promotora dos genes CCNA1, CDHS,
DAPK e TIMP3, através da técnica de ddPCR foi avaliada nas amostras de DNA
provenientes dos tumores dos 52 pacientes: 71% (37/52) delas apresentaram
metilacdo em pelo menos um dos genes avaliados, 48,1% (25/52) no CCNAL,
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40,4% (21/52) no DAPK, 40,4% (21/52) no CDH8 e 32,7% (17/52) no TIMP3
(Tabela 5). A figura 13 ilustra a distribuicdo das amostras de acordo com o valor de

PMR para os genes testados.

Tabela 5- Status de metilacdo dos genes CCNA1, CDH8, DAPK e TIMP3 avaliados nas amostras de

DNA tumoral de 52 pacientes por ddPCR.

Status de metilacéo N %
Status de metilac&o (qualquer gene)
N&o metilado 15 28,9
Metilado 37 71,1
Status de metilacdo CCNA1
N&o metilado 27 51,9
Metilado 25 48,1
Status de metilagdo CDH8
N&o metilado 31 59,7
Metilado 21 40,3
Status de metilacdo DAPK
N&o metilado 31 59,7
Metilado 21 40,3
Status de metilacdo TIMP3
N&o metilado 35 67,4
Metilado 17 32,6
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Figura 13 - Porcentagem de metilagdo na regido promotora dos genes avaliados nas amostras de
FFPE, PMR: porcentagem de referéncia metilada.
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Outro objetivo desta etapa do estudo foi avaliar se existe associacao entre o
perfil de metilagdo encontrado nas amostras tumorais e as caracteristicas clinicas e
anatomopatoldgicas dos pacientes incluidos (Tabela 6). Foi possivel verificar que
todos os pacientes que nao relataram histérico de consumo de alcool apresentaram
metilacdo em DAPK (teste exato de Fisher: p = 0,019) e CCNAL (teste exato de
Fisher: p = 0,043), enquanto todos os casos nao metilados em TIMP3 apresentaram
linfonodos clinicamente negativos ao diagnostico (teste exato de Fisher; p = 0,005)
(Tabela 6).
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Tabela 6 - Associacao entre dados clinicos e moleculares dos pacientes com carcinoma de orofaringe incluidos no estudo.

Caracteristicas
Status de HPV

Negativo

Positivo
Idade ao diagnostico

< 55 anos

> 55 anos
Estagio T

T1/T2

T3/T4
Estagio N

NO

N+
Estadiamento clinico

|

/v
Tabagismo

Né&o

Sim/Ex
Etilismo

Néo

Sim/Ex

Resposta ao tratamento

N&o respondedor

Respondedor

Negativo

17 (53,1)
10 (52,6)

12 (48,0)
15 (55,6)

8 (47,1)
19 (54,3)

6 (50,0)
21 (52,5)

2 (40,0)
25 (53,2)

1(25,0)
26 (54,2)

0(0,0)
27 (57,4)

13 (61,9)
14 (45,2)

Metilagdo de CCNA1

Positivo

15 (46,9)
9 (47,4)

13 (52,0)
12 (44,4)

9 (52,9)
16 (45,7)

6 (50,0)
19 (47,5)

3 (60,0)
22 (46,8)

3(75,0)
22 (45,8)

4 (100,0)
20 (42,6)

8 (38,1)
17 (54,8)

0,973

0,586

0,625

0,879

0,662

0,341

0,043

0,236

Negativo

19 (59,4)
11 (57,9)

15 (60,0)
16 (59,3)

13 (76,5)
18 (51,4)

10 (83,3)
21 (52,5)

5 (100,0)
26 (51,4)

2 (50,0)
29 (60,4)

2 (50,0)
29 (61,7)

13 (61,9)
18 (58,1)

Metilacdo de CDH8

Positivo

13 (40,6)
8 (42,1)

10 (40,0)
11 (40,7)

4 (23,5)
17 (48,6)

2(16,7)
19 (47,5)

0 (0,0)
21 (44,7)

2 (50,0)
19 (39,6)

2 (50,0)
18 (38,3)

8 (38,1)
13 (41,9)

0,917

0,957

0,84

0,093

0,073

1,000

0,64

0,782

Negativo

20 (62,5)
10 (52,6)

15 (64,0)
16 (59,3)

10 (58,8)
21 (60,0)

9 (75,0)
22 (55,0)

3 (60,0)
28 (59,6)

1(25,0)
30 (62,5)

0(0,0)
31 (66,0)

14 (66,7)
17 (54,8)

Metilacdo de DAPK

Positivo

12 (37,5)
9 (47,4)

10 (40,0)
11 (40,7)

7 (41,2)
14 (40,0)

3 (25,0)
18 (45,0)

2 (40,0)
19 (40,4)

3 (75,0)
18 (37,5)

4 (100,0)
16 (34,0)

7(33,3)
14 (45,2)

0,489

0,957

0,935

0,318

1,000

0,291

0,019

0,394

Negativo

22 (68,8)
12 (63,2)

17 (68,0)
18 (66,7)

12 (70,6)
23 (65,7)

12 (100,0)
23 (57,5)

5 (100,0)
30 (63,8)

2 (50,0)
33 (68,8)

2 (50,0)
33(70,2)

13 (61,9)
22 (71,0

Metilacdo de TIMP3

Positivo

10 (31,2)
7(36,8)

8 (32,0)
9 (32,0)

5 (29,4)
12 (34,3)

0 (0,0)
17 (42,5)

0 (0,0)
17 (36,2)

2 (50,0)
15 (31,2)

2 (50,0)
14 (29,8)

8 (38,1)
9 (38,1)
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0,682

0,918

0,725

0,005

0,159

0,589

0,581

0,494



Porcentagem de sobrevida livre de recorréncia

Porcentagem de sobrevida livre de recorréncia >

Conforme citado anteriormente, o tempo de seguimento dos pacientes

incluidos nessa analise variou de 5,30 a 52,57 meses. A presenca de metilagdo no

gene CCNAL1 foi associada a uma menor sobrevida livre de recorréncia em 5 anos

guando comparada as amostras ndo metiladas (45,8% versus 91,3%; teste exato de

Fisher: p = 0,041; Figura 14 A). O status de metilagdo dos demais genes né&o

apresentou associacao estatisticamente significativa com a sobrevida livre de

recorréncia (Figura 14 B, C e D).
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Figura 14 - Curvas de sobrevida livre de recorréncia entre amostras metiladas e ndo metiladas para
os genes CCNAL1 (A), CDH8 (B), DAPK (C) e TIMP3 (D).
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b) Amostras de plasma de pacientes com CEC de orofaringe

ApGs avaliacdo do status de metilagdo dos genes de interesse nas amostras
de tecido tumoral, foi avaliada a viabilidade de deteccdo desta alteracdo em
amostras de plasma.

Para testar a especificidade dos marcadores para deteccdo no plasma de
DNA metilado especifico do tecido tumoral, foram analisadas amostras de plasma de
10 individuos saudaveis utilizados como controles. Foram detectados niveis de
metilacdo no intervalo de 0 e 9,4% para CCNAL, 0 e 9,0% para DAPK e 0 e 0,1%
para CDH8 e TIMP3 (Figura 15). Tendo como base o nivel mais alto de porcentagem
de referéncia metilada (PMR) detectado na reacdo com DNA dos controles, foi
determinado um valor de corte 210% para classificar as amostras como positivas
para a metilacdo de CCNA1 e DAPK e 20,1% para a metilagdo de CDH8 e TIMP3.

PMR

rFaram— -

o i
& & &

Figura 15 - Representacdo da porcentagem de referéncia metilada para os genes CCNA1, CDHS8,
DAPK e TIMP3 nas amostras de plasma dos individuos sem cancer de cabeca e pescoco
selecionados como controles do estudo.

Dos 52 casos testados para metilacdo em amostras de bidpsia de tecido
tumoral, 20 tinham amostras de plasma pré-tratamento disponiveis para serem
avaliadas. A Figura 16 mostra os resultados pareados do nivel de metilacao
detectado dos genes testados em amostras de tumor e plasma. Cinco dessas
amostras de plasma eram de pacientes para 0s quais ndo encontramos metilacao
dos genes testados no tecido tumoral, e nenhuma metilacdo foi observada nas

amostras de plasma. As 15 amostras remanescentes de plasma pré-tratamento
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foram de casos portando metilacdo no tecido tumoral. O cfDNA metilado foi
detectado em 11/15 (73,3%) destas amostras: 7/11 apresentaram metilagdo em

CCNAL, 2/11 com metilagcdo em TIMP3, 1 caso com metilagdo em CDH8 e 1 em
DAPK.
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Figura 16 - Comparagéo entre os niveis de metilacao aberrante do DNA em bidpsias de tecido pré-
tratamento pareadas com amostras de plasma de pacientes com cancer de orofaringe. Os tridngulos

vermelhos representam as amostras de plasma, enquanto os amarelos representam as amostras de
tecido. PMR: porcentagem de referéncia metilada.

A taxa de concordancia entre os resultados dos pares de amostras de tumor e
plasma foi de 80%, com 16 dos 20 resultados concordantes para o status de
metilacdo nos dois tipos de amostra: 11/15 casos positivos e 5/5 casos negativos
nos dois tipos de amostra (Cohen’s Kappa = 0,579; p = 0,004). Embora niveis
diferentes de metilacdo tenham sido observados nas amostras de tecido tumoral e
plasma pareados, refletindo diferentes frequéncias de alelos metilados para os
genes testados, foi observada uma correlacdo positiva entre esses niveis e 0s tipos
de amostras (coeficiente de correlacdo de Spearman = 0,801; IC95% = 0,506 a
0,920; p <0,0001). Finalmente, a deteccao de cfDNA metilado mostrou um bom
poder discriminatorio ao classificar amostras de plasma de pacientes (com
sensibilidade de 73,3%) e controles (com especificidade de 100%), com uma AUC
de 0,867 (IC 95% = 0,720 a 1.000) (Figura 17).
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Figura 17 - Curva ROC (Receiver Operating Characteristic) mostrando a boa precisdo da detec¢éo
de cfDNA metilado em discriminar amostras de plasma de casos e controles.

Para 3 amostras de plasma pré-tratamento que apresentaram metilagdo
detectavel no gene CCNAL, amostras de plasma poés-tratamento também estavam

disponiveis (Figura 18):

Paciente 3 (T2N2cMO; positivo para HPV)
- 20/09/2017: Coleta realizada antes do tratamento com quimiorradiacéo

concomitante. O nivel de CCNA1 metilado no plasma estava elevado, com um PMR
de 100%.

- 08/11/2018: Coleta de plasma foi realizada nesta data, 414 dias apos a
primeira coleta e pos-tratamento, o qual teve resposta completa. Entretanto, o
paciente esta atualmente realizando testes para avaliacdo de um aumento suspeito
na dimensdo de um linfonodo cervical nivel Il, 0 que pode indicar a presenca de
metastase no pescogo. Os niveis de metilagdo no cfDNA permaneceram elevados
(100%).

Paciente 6 (T4aN2bMO; positivo para HPV)

- 13/04/2017: Coleta realizada antes do tratamento curativo. O nivel de

CCNAL1 metilado no plasma foi de 62%.

- 25/10/2017: Coleta realizada apés o paciente ter realizado tratamento curativo

(radioterapia como primeira linha e, apds a progressao da doenca, quimioterapia e

86



imunoterapia como segunda linha de tratamento). O nivel de metilacdo em CCNA1
no plasma foi de 27%, detectado aos 195 dias de acompanhamento.

- 17/05/2018: Coleta realizada aos 399 dias poOs-primeira coleta e durante a

segunda linha de tratamento. O nivel de CCNA1 metilado no plasma continuou a
reduzir, com um PMR de 10%.

Paciente 7 (T4aNOMO:; negativo para HPV)

- 28/04/2017: Coleta realizada antes do tratamento curativo. O nivel de
CCNAL1 metilado no plasma foi de 55%.

- 09/11/2017: Coleta realizada ap6s o periodo de tratamento do paciente com
guimiorradiacdo concomitante com resposta completa. O nivel de CCNAL1 metilado
apos 195 dias do tratamento subiu para 100%. O paciente apresentou recorréncia
local 518 dias apds a primeira coleta.
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5.3 Avaliacdo da presenca de mutacdao em amostras de CEC de cavidade

oral

5.3.1 Caracterizacdo da populacéao

Foram selecionados 12 pacientes com carcinoma de cavidade oral para a
realizacdo da analise de mutacdes. A tabela 7 apresenta as caracteristicas
clinicopatolégicas dos individuos incluidos nesse estudo, sendo a maioria deles do
sexo masculino (11/12; 91,7%), com idade variando de 44 a 79 anos (mediana =
61,5 anos). Destes pacientes, 91,7% (11/12) eram tabagistas e 83,3% (10/12) eram
etilistas.

Aproximadamente 67% dos pacientes apresentaram doenca avancada ao
diagndstico e realizaram tratamento adjuvante apos a ressecc¢ao cirdrgica. Quando
avaliadas as caracteristicas histopatologicas, verificou-se que 66,7% dos pacientes
tinham margens livres, 58,3% n&o tinham infiltracdo perineural e 83,3% n&o
apresentaram invasao vascular. O seguimento médio desses pacientes foi de 30,1
meses (variando de 2 a 69 meses) e 47,6% dos individuos estavam vivos em 5

anos. Quatro pacientes (33,3%) desenvolveram recidivas durante o seguimento.
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Tabela 7 - Caracteristicas clinicas e patolégicas dos pacientes com CEC de cavidade oral avaliados
nesta etapa do estudo (n=12).

Caracteristicas Namero de
casos
Género Masculino 11 91,7
Feminino 1 8,3
Idade < 55 anos 3 25,0
> 55 anos 9 75,0
Status de tabagismo N&o 1 8,3
Sim ou ex 11 91,7
Status de etilismo N&o 2 16,7
Sim ou ex 10 83,3
Estadio T T1/T2 6 50,0
T3/T4 6 50,0
Estadio N NO 8 66,7
N+ 4 33,3
Estadiamento 1/l — inicial 4 33,3
I/IV — avangado 8 66,7
Margens cirlrgicas Nzo ) 66.7
comprometidas '
Sim 4 33,3
Infiltrag@o perineural N&o 7 58,3
Sim 5 41,7
Infiltrag&@o vascular Né&o 10 83,3
Sim 2 16,7
Tratamento adjuvante Néo 4 33,3
Radioterapia 4 33,3
Quimioterapia + 4 33,3
Radioterapia
Recorréncia Né&o 8 66,7
Sim 4 33,3
Status Vivo sem doenca 5 41,7
Vivo com doenca 1 8,3
Morte por cancer 5 41,7
Morte por outras 1 8,3

Causas

a) Amostras de tecido de CEC de cavidade oral

Foi realizada a busca por variantes genéticas em toda a regido
codificadora do genoma das 12 amostras de tecido congelado de pacientes
diagnosticados com cancer de cavidade oral submetidos a cirurgia como

tratamento através da técnica de exoma pela plataforma lllumina HiSeq 2500™
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System (lllumina Technologies, EUA), realizada pela empresa Sophia Genetics. Os
dados de sequenciamento foram analisados pela empresa e disponibilizados na
plataforma SOPHIA DDM (version 5.2.0), que gerou automaticamente uma lista
das variantes germinativas e somaticas ncontradas, apés aplicacdo de filtros de
qualidade. Como o foco deste trabalho é descrever as variantes somaticas presentes
em cada amostra tumoral e ausentes nas amostras de buffy coat (que representam o
tecido normal), todas as variantes encontradas nas amostras normais de cada caso
foram desconsideradas.

Das variantes presentes exclusivamente nas amostras de tumor foram
consideradas apenas variantes ndo sindbnimas e com VAF> 5%, resultando em 83
variantes em 52 genes (Anexo D), com uma média de 6,92 variantes por amostra
(variando de 1 a 18). Das 83 variantes, 46 (55,4%) eram missense, 13 (15,6%) eram
nonsense, 23 (27,7%) eram frameshift e 1 (1,2%) era em sitio de splice.
Encontramos uma média de 6,25 (variando de 1 a 17) genes mutados por amostra e
todos os pacientes (n=12) sofreram mutacdo em pelo menos um gene testado: 1/12
(8,3%) teve apenas um gene mutado, 6/12 (50,0%) tiveram entre 2 e 5 genes
mutados e 5/12 (41,7%) tiveram mais de 5 genes mutados. A tabela 8 mostra a
frequéncia de mutacdo nos genes que estavam mutados em pelo menos 1 amostra.
Doze genes apresentaram-se mutados em 2 amostras ou mais: TP53 em 75,0%
(9/12); KMT2D em 33,3% (4/12); FAT1 em 25,0% (3/12), H3F3A em 25,0% (3/12); e
ASXL1; CDKN2A; CHD6; CLOCK; HLA-A; HNF1A; KMT2C e NOTCH1 em 16,7%
(2/12).
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Tabela 8 - Lista dos 52 genes que apresentaram mutacao aberrante em pelo menos
2 amostras da populagéo deste estudo.

Gene Frequéncia (%)

TP53 75,0
KMT2D 33,3
FAT1, H3F3A 25,0

ASXL1, CDKNZ2A, CHDG6
CLOCK, HLA-A, HNF1A, KMT2C, NOTCH1
ACVRI1B, ALK, APC, BCL10, CASP8, CCND1
CDK4, CHD2, CHDS8, CLTC, CSDE1, CTCF
CYLD, DAXX, EP300, FAT2, FBXO11, FRG1, HSPAS
INPP4B, KCNJ5, LATS1, MACF1, MAGI2 8,3
MAP3K13, MCC, MGA, MYC, NFE2L2, NOTCH2
PIK3CA, POLR2B, PRKAA1, PTCH1
RASA1, SETD2, STAT3, SYK, WHSC1, WRN

16,7

Em relagcdo aos genes encontrados mutados na nossa populagdo, TP53,
KMT2D, FAT1, H3F3A, CDKN2A, NOTCH1, KMT2C, CDH6, HLA-A e ALSX foram
os 10 mais frequentemente mutados com frequéncias entre 16,7% e 75,0%. O The
Cancer Genome Atlas (TCGA) realizou o exoma de um grande namero de amostras
em seu estudo e registrou 0s genes TP53, FAT1, CDKN2A, PIK3CA, NOTCH1,
KMT2D, NSD1, CASP8, AJUBA e NFE2L2 como os 10 mais frequentemente
mutados em sua populacdo. Destes 10 genes, 9 também estavam comumente
mutados em nosso estudo. A partir da lista de genes mais frequentemente mutados
na nossa casuistica e no estudo do TCGA, criamos uma lista de 15 genes mutados
nas duas casuisticas.

A figura 19 representa os tipos e as frequéncias de mutacdes encontradas
para estes 15 genes na nossa casuistica. Das 12 amostras avaliadas, 11 (91,7%)

tiveram mutacao em pelo menos 1 destes genes.

91



amostras
O 2N W h OO

% mutagées por

75 | I 5.0% =
KMT2D [ ] [ | 33,3% 2
Fat1 [ | Bl >0 £
H3F3A [ B B 250% @
ALSX [ | 16,7% 3
cone [l [ | 16.7% T
CDKN2A [ | [ | 16,7% =
HLA-A [ | [ | 16,7% o
KMT2C B B s °
NOTCH1 M 6 °
CASP8 B s3 2
NFE2L2 [ | 83% &
PIK3CA [ ] 83% %
AJUBA 0,0%
NSD1 0,0%
% mutagdes entre amostras mutadas Tabaco ----------
Tipo de mutacédo Tabaco

-SpHce - Missense - Nonsense - Frameshift Ndo fumantes - Fumantes

Figura 19 - Diagrama representando os diferentes tipos de muta¢des e suas frequéncias observados
no CEC de cavidade oral. Os genes (localizadas nas linhas) sdo classificados de acordo com a
frequéncia de mutacdes em amostras mutadas (n=11; representadas no painel esquerdo) e em toda a
populacdo do estudo (n=12; painel direito). As amostras (localizadas nas colunas) séo classificadas
de acordo com o uso do tabaco. Acima ha o nimero de mutag8es por amostra. As cores indicam o
tipo de mutacéo e status de tabagismo.

Além disso, foram comparadas as taxas de mutagbes dos genes mais
frequentemente mutados nos dois estudos em pacientes diagnosticados com CEC
de cavidade oral da nossa populacéo (n = 12; barra de cor azul claro) com individuos
diagnosticados apenas com CEC de cavidade oral (n = 239; barra de cor azul
escuro) do TCGA, conforme apresentado na tabela 9 e na figura 20. Os dados
mutacionais das amostras de CEC de cavidade oral avaliadas no Atlas do Genoma
do Céncer (TCGA) foram acessados através da ferramenta Xena Browser online
(https://xenabrowser.net). As frequéncias de mutacdo dos genes testados neste

estudo foram comparadas entre as duas coortes.

92


https://xenabrowser.net/

% de casos mutados

80+

[=2]
o
1

S
(=)
1

N
o
1

Tabela 9 - Analise comparativa das frequéncias das mutacbes nos genes selecionados entre as
casuisticas de CEC de cavidade oral desse estudo e do TCGA.

Este estudo

Nome do
gene n=12
AJUBA 5,02% 0,00%
ALSX 2,93% 16,70%
CASP8 14,64% 8,30%
CDH6 2,51% 16,70%
CDKN2A 24,27% 16,70%
FAT1 24,27% 25,00%
H3F3A 0,00% 25,00%
HLA-A 3,35% 16,70%
KMT2C 5,86% 16,70%
KMT2D 10,46% 33,30%
NFE2L2 5,02% 8,30%
NOTCH1 17,99% 16,70%
NSD1 6,69% 0,00%
PIK3CA 16,32% 8,30%
TP53 76,57% 75,00%

[ Este estudo (Cavidade Oral)
Il TCGA (Cavidade Oral)

—

AJUBA L

AsxL1

NsD1 -l
—

CHD6 Ml

—
CAsps N
KMT2D S

NOTCH1 -

HLA-A
KMT2C
NFE2L2

FAT1
H3F3A 4
PIK3CA

CDKNzA -

Figura 20 - Comparacéo da frequéncia das mutacdes encontradas em 15 genes em individuos com
CEC de cavidade oral incluidos nesse estudo (n=12) e na casuistica extendida do TCGA (n=239) De
acordo com o grafico, as barras de cor azul claro indicam as frequéncias de mutagcdes nos pacientes
desse estudo e as barras de cor azul escuro indicam as frequéncia de mutaces nos pacientes do
TCGA
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Os resultados mostram frequéncias similares de mutacdo para oS genes
classicamente relacionados com a via de carcinogénese oral induzida por tabaco
quando comparamos as duas casuisticas: TP53, 75,0% (9/12) neste estudo e 76,6%
(183/239) no TCGA, NOTCH1 16,7% (2/12) versus 18,0% (43/239), FAT1 25,0%
(3/12) versus 24,3% (58/239) e CDKN2A 16,7% (2/12) versus 24,3% (58/239),
respectivamente. Para os demais genes, diferencas no nimero amostral avaliado
nos dois grupos e da composicdo dos pacientes em relacdo a habitos e exposicoes
de risco ainda desconhecidos podem explicar as diferencas de frequéncia
observadas.

Apesar do pequeno nimero de amostras avaliadas nesta etapa do estudo, com
o intuito de descrever melhor os achados, realizamos a analise de associacéo entre
a presenca de mutacdes apenas nos 9 genes mutados tanto na nossa casuistica
quanto na coorte do TCGA e as caracteristicas demogréficas e clinicas a seguir:
idade ao diagnostico, sexo, uso do tabaco, status de etilismo, estagio T, estagio N e
estadiamento clinico (Tabela 10 e 11). Apesar de ndo ter sido observada
significAncia estatistica, verificou-se que a maioria dos casos de pacientes fumantes
ou ex-fumantes tinham mutagdo em qualquer um dos genes considerados (10/11,
90,9%; Teste Exato de Fisher p valor = 1,000) e que o gene TP53, candidato mais
frequentemente mutado nessa populacéo de estudo, estava mutado em 81,8% dos
pacientes tabagistas enquanto que nenhum paciente ndo tabagista apresentou
mutacdo nesse gene (9/11, 81,8% versus 1/0, 100,0%; Teste Exato de Fisher p valor
= 0,250).
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Tabela 10 - Resultados da associagdo entre o status do consumo de tabaco com o status de mutagdes genéticas somaticas (genes CASP8, CDKN2A, FAT1 e HLA-A)
nos pacientes com CEC de cavidade oral.

Mutacg&o de qualquer gene Mutacédo de CASP8 Mutacdo de CDKN2A Mutacdo de FAT1 Mutacéo de HLA-A
Caracteristicas WT Mutado P WT Mutado P WT Mutado P WT Mutado P WT Mutado P
Idade ao diagnéstico <55anos 0(0,0%) 3(100%) 1,000 3(100,0%) 0 (0,0%) 1,000 3(100,0%) 0 (0,0%) 1,000 3(100,0%) 0 (0,0%) 0,509 2 (66,7%) 1 (33,3%) 0,455
>55  1(11,10%) 8 (88,90%) 8(88,9%) 1 (11,1%) 7(77,8%) 2 (22,2%) 6 (66,7%) 3 (33,3%) 8(88,9%) 1 (11,1%)
Estéagio T ?rnl(ﬁz 1(16,7%) 5(83,3%) 1,000 5(83,3%) 1(16,7%) 1,000 6(100,0%) 0 (0,0%) 0,455 5(83,3%) 1 (16,7%) 1,000 4 (66,7%) 2 (33,3%) 0,455
T3/T4 0(0,0%) 6 (100,0%) 6 (100,0%) 0 (0,0%) 4(66,7%) 2 (33,3%) 4(66,7%) 2 (33,3%) 6 (100,0%) 0O (0,0%)
Estéagio N NO 1(12,5%) 7(87,5%) 1,000 7(87,5%) 1(12,5%) 1,000 7 (87,5%) 1(12,5%) 1,000 5 (62,5%) 3 (37,5%) 0,491 6 (75,0%) 2 (25,0%) 0,515
N+ 0(0,0%) 4 (100,0%) 4(100,0%) 0 (0,0%) 3(75,0%) 1 (25,0%) 4 (100,0%) 0 (0,0%) 4 (100,0%) 0 (0,0%)
Estadiamento clinico 11 1(25,0%) 3(75,0%) 0,333 3(75,0%) 1(250%) 0,333 4(100,0%) 0(0,0%) 0,515 3(750%) 1(250%) 1,000 2(50,0%) 2 (50,0%) 0,091
nnv 0(0,0%) 8 (100,0%) 8 (100,0%) 0 (0,0%) 6 (75,0%) 2 (25,0%) 6 (75,0%) 2 (25,0%) 8 (100,0%) 0 (0,0%)
Margens cirdrgicas N3o 1(12,5%) 7(87,5%) 1,000 7(87,5%) 1(12,5%) 1,000 7 (87,5%) 1(12,5%) 1,000 6 (750%) 2 (250%) 1,000 6 (750%) 2 (250%) 0,515
comprometidas
Sim 0(0,0%) 4 (100,0%) 4(100,0%) 0 (0,0%) 3(75,0%) 1 (25,0%) 3(75,0%) 1 (25,0%) 4(100,0%) 0 (0,0%)
Infiltrag&o perineural Nao 0(0,0%) 7(100,0%) 0,417 6(857%) 1(14,3%) 1,000 6(857%) 1(14,3%) 1,000 5(71,4%) 2(28,6%) 1,000 5(71,4%) 2 (28,6%) 0,470
Sim 1(20,0%) 4 (80,0%) 5(100,0%) 0 (0,0%) 4(80,0%) 1 (20,0%) 4(80,0%) 1 (20,0%) 5 (100,0%) O (0,0%)
Invasdo vascular Nao 1(10,0%) 9(90,0%) 1,000 9(90,0%) 1(10,0%) 1,000 8(80,0%) 2 (20,0%) 1,000 7 (70,0%) 3(30,0%) 1,000 8 (80,0%) 2 (20,0%) 1,000
Sim 0(0,0%) 2 (100,0%) 2(100,0%) 0 (0,0%) 2 (100,0%) 0 (0,0%) 2 (100,0%) 0 (0,0%) 2 (100,0%) 0O (0,0%)
Tabagismo N3o 0 (0,0) 1(100,0) 1,000  0(0,0) 1(100,0) 0,083 1(100,0) 0(0,0) 1,000 0(0,0)  1(100,0) 0,250 1(100,0) 0(0,0) 1,000
Sim/Ex 1(9,1) 10 (90,9) 11 (100,0) 0 (0,0) 9(81,8) 2(18,2) 9(81,8) 2(18,2) 9(81,8) 2(18,2)
Alcoolismo N3o 0(0,0%) 2(100,0%) 1,000 1(50,0%) 1(50,0%) 0,167 2 (100,0%) 0 (0,0%) 1,000 1 (50,0%) 1 (50,0%) 0,455 2 (100,0%) O (0,0%) 1,000
Sim/Ex  1(10,0%) 9 (90,0%) 10 (100,0%) O (0,0%) 8(80,0%) 2 (20,0%) 8(80,0%) 2 (20,0%) 8 (80,0%) 2 (20,0%)
Recorréncia N3o 1(12,5%) 7(87,5%) 1,000 7(87,5%) 1(12,5%) 1,000 7 (87,5%) 1(12,5%) 1,000 6 (750%) 2 (250%) 1,000 6 (75)%) 2 (250%) 0,515
Sim 0(0,0%) 4 (100,0%) 4(100,0%) 0 (0,0%) 3(75,0%) 1 (25,0%) 3(75,0%) 1 (25,0%) 4(100,0%) 0 (0,0%)
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Tabela 11 — Resultados da associacdo entre o status do consumo de tabaco com o status de mutacdes genéticas somaticas (genes KMT2D, NFE2L2, NOTCH1, PIK3CA e
TP53) nos pacientes com CEC de cavidade oral.

Mutagéo de KMT2D Mutacdo de NFE2L2 Mutacéo de NOTCH1 Mutacéo de PIK3CA Mutacéo de TP53

Caracteristicas WT Mutado P WT Mutado P WT Mutado P WT Mutado P WT Mutado P
Idade ao diagndstico < 55 anos 1(33,3%) 2(66,7%) 0,236 3(100,0%) 0 (0,0%) 1 2 (66,7%) 1(33,3%) 0,455 3(100,0%) 0 (0,0%) 1 1(33,3%) 2(66,7%) 1

>55anos 7 (77,8%) 2 (22,2%) 8(88,9%) 1 (11,1%) 8(88,9%) 1 (11,1%) 8(89,9%) 1 (11,1%) 2 (22,20%) 7 (77,80%)
Estagio T TLT2  4(66,7%) 2(33,3%) 1 6(100,0%) 0(0,0%) 1  4(66,7%0 2(33,3%) 0,455 5(83,3%) 1(16,7%) 1  3(50,0%) 3(50,0%) 0,182
T3/T4 4(66,7%) 2 (33,3%) 5(83,3%) 1 (16,7%) 6 (100,0%) 0 (0,0%) 6 (100,0%) 0 (0,0%) 0(0,0%) 6 (100,0%)
Estagio N NO 6 (75,0%) 2(25,0%) 0,547 8(100,0%) 0(0,0%) 0,333 7(87,5%) 1(125%) 1 7(87,5%) 1(125%) 1  2(250%) 6 (75,0%) 1
N+ 2(50,0%) 2 (50,0%) 3(75,0%) 1 (25,0%) 3(75,0%) 1 (25,0%) 3(75,0%) 1 (25,0%) 1(25,0%) 3 (75,0%)
Estadiamento clinico 1 4(100,0%) 0(0,0%) 0,208 4(100,0%) 0(0,0%) 1 3(75,0%) 1(250%) 1 3(75,0%) 1(250%) 0,333 2(50,0%) 2 (50,0%) 0,236
v 4(50,0%) 4 (50,0%) 7 (87,5%) 1 (12,5%) 7 (87,5%) 1 (12,5%) 8 (100,0%) 0 (0,0%) 1(12,5%) 7 (87,5%)
Margens cirdrgicas Nao 6 (75,0%) 2 (25,0%) 0,547 8(100,0%) 0(0,0%) 0,333 6(75,0%) 2(250%) 0,515 7(87,5%) 1(125%) 1  3(37.5%) 5(62,5%) 0,491
comprometidas
Sim 2(50,0%) 2 (50,0%) 3(75,0%) 1 (25,0%) 4(100,0%) 0 (0,0%) 4(100,0%) 0 (0,0%) 0(0,0%) 4 (100,0%)
Infiltrag&o perineural N3o 4(57,1%) 3(42,9%) 0,576 7(100,0%) O (0,0%) 0,417 5(71,4%) 2(28,6%) 0,47 6(857%) 1(14,3%) 1 2(28,6%) 5 (71,4%) 1
Sim 4(80,0%) 1 (20,0%) 4(80,0%) 1 (20,0%) 5(100,0%) 0 (0,0%) 5(100,0%) 0 (0,0%) 1(20,0%) 4 (80,0%)
Invasao vascular N3o 7(70,0%) 3(30,0%) 1  10(100,0%) O0(0,0%) 0,167 8(80,0%) 2(20,0%) 1 9(90,0%)  1(10,0%) 1 3(30,0%) 7 (70,0%) 1
Sim 1(50,0%) 1 (50,0%) 1(50,0%) 1 (50,0%) 2 (100,0%) 0 (0,0%) 2 (100,0%) 0 (0,0%) 0(0,0%) 2 (100,0%)
Tabagismo N&o 1 (100,0) 0 (0,0) 1 1 (100,0) 0 (0,0) 1 0(0,0) 1(100,0) 0,167 1 (100,0) 0(0,0) 1 1 (100,0) 0(0,0) 0,25
Sim/Ex 7 (63,6) 4(36,4) 10 (90,9) 1(9,1) 10 (90,9) 1(9,1) 10 (90,9) 1(9,1) 2(18,2) 9 (81,8)
Alcoolismo N3o 2(100,0%) 0(0,0%) 0,515 1(50,0%) 1(50,0%) 0,167 1(50,0%) 1 (50,0%) 0,318 2 (100,0%) O (0,0%) 1 1(50,0%) 1(50,0%) 0,455
SIM/Ex  6(60,0%) 4 (40,0%) 1(100,0%) 0 (0,0%) 9(90,0%) 1 (10,0%) 9(90,0%) 1 (10,0%) 2(20,0%) 8 (80,0%)
Recorréncia N3o 6 (75,0%) 2 (250%) 0,547 8(100,0%) 0(0,0%) 0,333 6(750%) 2(250%) 0515 7(87,5%) 1(125%) 1 3(375%) 5(62,5%) 0,491
Sim 2(50,0%) 2 (50,0%) 3(75,%) 1 (25,0%) 4(100,0%) 0 (0,0%) 4(100,0%) 0 (0,0%) 0(0,0%) 4 (100,0%)
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Porcentagem de sobrevida livre de recorréncia

Foram construidas curvas de Kaplan-Meier para avaliar o impacto das
mutagbes genéticas na sobrevida livre de recorréncia (SLR) dos pacientes
analisados. Dentre as caracteristicas clinicas, somente o estadiamento TNM e o
estadiamento T tiveram impacto na sobrevida livre de recorréncia (Figura 21 A e B).
Em relacdo as caracteristicas moleculares, pacientes com mutacdo em qualquer um
dos genes demonstraram uma diminuicdo na taxa de sobrevida (42,4% versus
100,0% para WT; log rank valor p = 0,373) (Figura 21 C). Mutacdes nos genes
CDKN2A (0,0% versus 57,1% para WT; log rank valor p = 0,017) e NFE2L2 (0,0%
versus 51,9% para WT; log rank valor p = 0,038) tiveram uma associacdo clinica
estatisticamente significativa com reducdo da sobrevida, TP53 apresentou uma
significancia limitrofe (27,8% versus 100,0% para WT; log rank valor p = 0,069) e
NOTCH1, (100,0% versus 36,0% para WT; log rank valor p = 0,174) (Figura 21 D, E,
E,FeG).

Por conta do tamanho amostral, ndo foi possivel realizar a anélise multivariada

da taxa de risco para recorréncia.
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b) Amostras de lavado bucal de pacientes com CEC de cavidade oral

De todas as amostras mutadas na casuistica desse estudo (n=12), 9
apresentaram mutacfes em dois genes incluidos no painel TruSight Tumor 15
(Nlumina Technologies, EUA), 9 tiveram mutag¢des no gene TP53 e uma apresentou
mutacdo no gene PIK3CA. Sendo assim, selecionamos 4 destes casos para 0S
testes de validacdo e deteccdo de variantes através da plataforma Illumina MiSeq
(llumina Technologies, EUA). Primeiramente foi realizada a validacdo do exoma nas
amostras de tecido tumoral congelado e todas as variantes encontradas previamente
foram identificadas através desse painel. Apés a validacdo, também foi avaliada a
possibilidade de deteccédo dessas variantes nas amostras de lavado bucal desses
mesmos pacientes, entretanto conseguimos detectar apenas a variante somatica de
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uma amostra de fluido conforme inficado na tabela 12.

Tabela 12 — Resultado da validacdo do exoma e deteccdo de mutacdo em amostras de pacientes
com CEC de cavidade oral (n=4).

_ Validacdo em Deteccédo em
Amostra Gene Variante \% _ _
tecido saliva

ESO-03 TP53 c.524G>A T4da NO MO Sim Sim

ESO-04 TP53 €.832C>A T3 NO MO Sim Nao

ESO-05 TP53 c.658_660delTAT T4a N1 MO Sim Nao
C.659A>G

ESO-08 TP53 C.730G>T T2 N2c MO Sim Nao

Diante desses resultados, em que nao foi possivel a detec¢ao das variantes em
3 das 4 amostras de lavado bucal testadas, decidimos ndo prosseguir com o teste
utiizando as 5 amostras restantes, visto que a performance do painel foi

insatisfatoria quando utilizada com esta finalidade.

5.4 Avaliacdo da presenca de mutacdo em amostras de CEC de orofaringe

5.4.1 Caracterizacao da populacao

Foram selecionados 51 pacientes com cancer de orofaringe para esta etapa do
estudo. De acordo com a tabela 13, é possivel observar que a maioria dos individuos
era do sexo masculino (98,0%), com idade variando de 35 a 76 anos (mediana = 55
anos). Aproximadamente 86% dos pacientes eram tabagistas e 96% eram etilistas.
O status de HPV foi determinado pela deteccao da expressdo da proteina pl6,
sendo 35,3% dos pacientes considerados positivos para a infeccdo do virus do
papiloma humano.

A maioria dos pacientes apresentou doenca avancada ao diagnostico (96,1%),
tumores com maior profundidade de invasao (T3 / T4; 37/51, 72,5%) e linfonodos
clinicamente positivos ao diagndéstico (N +; 45/51, 88,2%). A maioria dos pacientes
foi tratada com quimioterapia a base de platina concomitante a radioterapia entre os
anos de 2009 e 2017. O seguimento médio desses pacientes foi de 26 meses
(variando de 1 a 86 meses) e 44,3% dos individuos estavam vivos em 5 anos. A
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presenca de recorréncia ocorreu em 14 pacientes (27,5%).

Tabela 13 - Caracteristicas clinicas e patologicas dos pacientes com CEC de orofaringe avaliados
nesta etapa do estudo (n=51).

Caracteristicas TS 4
de casos

Género

Masculino 50 98,0

Feminino 1 2,0
Idade

< 55 anos 26 51,0

> 55 anos 25 49,0
Status de tabagismo

N&o 7 13,7

Sim ou ex 44 86,3
Status de etilismo

Nao 2 4,0

Sim ou ex 48 96,0
HPV status

Negativo 33 64,7

Positivo 18 35,3
T estagio

T1/T2 14 27,5

T3/T4 37 72,5
N estagio

NO 6 11,8

N+ 45 88,2
Estadiamento

I/Il - inicial 2 3,9

II/IV —avangado 49 96,1
Resposta ao tratamento

Respondedor 19 38,8

N&o-respondedor 30 61,2
Recorréncia

N&o 37 72,5

Sim 14 27,5
Status

Vivo sem doenca 25 49,0

Vivo com doenca 3 5,9

Morte por cancer 23 45,1

100



a) Amostras de tecido de CEC de orofaringe

Foi realizada a busca por muta¢gBes somaticas na regido codificadora de genes
através de um painel de 15 genes pela técnica de sequenciamento de nova geracéo
na plataforma lon Torrent PGM (Life Technologies, EUA) nas amostras FFPE.

Os resultados do sequenciamento foram processados no lon PGM Torrent
Server. Apos checagem dos parametros de qualidade do sequenciamento, e etapas
de filtragem, conforme descrito no topico de métodos, foram consideradas apenas
variantes ndo sinbnimas, com VAF> 10%, e previamente relatadas pelo TCGA em
tumores de cabeca e pescoco e/ou no COSMIC.

Foi identificado um total de 132 variantes (Anexo E), com uma média de 2,59
variantes por amostra (variando de 1 a 30). A maioria das variantes foi classificada
como missense (113/132; 88,6%), seguida por variantes nonsense (16/132; 12,1%)
e frameshift (3/132; 2,3%). Encontramos uma média de 2,64 (variando de 1 a 11)
genes mutados por amostra e a maioria dos pacientes (31/51; 61%) sofreram
mutacdo em pelo menos um dos genes testados: 16/31 (51,6%) tiveram apenas um
gene mutado, 10/31 (32,3%) tiveram entre 2 e 5 genes mutados e 5/31 (16,1%)
tiveram mais de 5 genes mutados. A frequéncia de amostras mutadas por gene foi a
seguinte: 45,1% (23/51) para TP53, 21,6% (11/51) para NOTCH1, 17,6% (9/51) para
FAT1, 13,7% (7/51) para NSD1, 11,8% (6/51) para CDKN2A, 9,8% (5/51) para RB1,
7,8% (4/51) para KMT2D, PTEN e PIK3CA, 5,9% (3/51) para HRAS, 3,9% (2 / 51)
para IRF6 e FBXW7 e 2,0% (1/51) para EZH2 (Figura 22). Nenhum dos pacientes
apresentou mutacoes para CASP8 e TP63.
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Figura 22 - Diagrama descrevendo os diferentes tipos de mutacdes e suas frequéncias observadas
nas amostras de CEC de orofaringe avaliadas. Os genes (localizados nas linhas) sao classificados de
acordo com a frequéncia de mutacdes nas amostras mutadas (n=31; representadas no painel
esquerdo) e em toda a populacdo do estudo (n=51; painel direito). As amostras (localizadas nas
colunas) séo classificadas de acordo com o uso do tabaco e o status do HPV. As barras acima do
gréfico representam o nimero de mutac¢des por amostra. As cores indicam o tipo de mutacao, status
de tabagismo e status de infec¢éo pelo HPV.

Pbéde-se observar que o numero médio de variantes foi maior nas amostras
HPV-negativas do que nas amostras HPV-positivas (3,27 = 5,854 versus 1,33 *
3,162; p valor = 0,105) (Figura 23). Além disso, a maioria dos casos mutados foram

negativos para HPV (24/33, 77,4% versus 7/18, 22,6% para HPV - positivos; qui-
quadrado p valor = 0,018).
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Figura 23 - NUmero de variantes somaticas identificadas nas amostras testadas de acordo com o
status do HPV (A) e o uso do tabaco (B).

Os genes frequentemente associados a carcinogénese dos tumores de cabeca
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e pescoco induzida pelo uso do tabaco apresentaram uma menor frequéncia de
mutacdes nos casos HPV - positivos (Tabela 14): 1/11 (10,0%; p valor = 0,077) para
NOTCH1, 2/6 (33,3%, p valor = 1.000) para CDKN2A, 3/9 (33,3%; p valor = 1.000)
para FAT1 e 3/23 (13,0%; p valor = 0,003) para TP53 (Figura 20). Dos sete casos
HPV - positivos que apresentaram mutagdes, cinco eram fumantes ou ex-fumantes,
e apenas 1/18 (5,6%) apresentou mutacdo no gene PIK3CA, que normalmente se
apresenta mutado nesse tipo tumoral induzido pelo HPV (Figura 22).

Quando analisada a associacdo entre a presenca de mutacdes e o status de
tabagismo, o nimero médio de variantes foi maior nos fumantes ou ex-fumantes,
guando comparado aos que nunca fumaram (2,68 = 5,206 versus 2,00 * 4,668 para
0os que nunca fumaram; p valor = 0,979) (Figura 23). A maioria dos casos que
sofreram mutacdo em pelo menos um dos genes testados era fumante ou ex-
fumante (29/31, 93,5% versus 2/31, 6,5% para nunca fumantes; Teste Exato de
Fisher p valor = 0,096). Os genes comumente associados a carcinogénese dos
CECP induzida pelo uso do tabaco foram mais frequentemente mutados em
fumantes ou ex-fumantes (Tabela 14): 7/9 (77,8%; p valor = 1.000) para FAT1, 5/6
(83,3%; p valor = 1.000) para CDKNZ2A, 10/11 (90,9%; p valor = 0,592) para
NOTCH1 e 22/23 (95,7%; p valor
=0,112) para TP53 (Figura 22).
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Tabela 14 - Resultados da associacdo entre o status do HPV e o uso do tabaco com o status de
mutacgOes genéticas somaticas nos pacientes com CEC de orofaringe.

HPV status Consumo de tabaco

Genes Negativo Positivo p-valor N&o Sim/Ex p-valor
Qualquer WT 9 (45,0) 11 (55,0) 0,018* 5 (25,0) 15 (75,0) 0,096

gene Mutado 24 (77,4) 7 (22,6) 2 (6,5) 29 (93,5)

CDKN2A WT 29 (64,4) 16 (35,6) 1,000 6 (13,3) 39 (86,7) 1,000
Mutado 4 (66,7) 2 (33,3) 1(16,7) 5 (83,3)

FAT1 WT 27 (64,3) 11 (57,9) 1,000 5(11,9) 37 (88,1) 0,592
Mutado 6 (66,7) 3(33,3) 2 (22,2) 7 (77,8)

NOTCH1 WT 23 (78,5) 17 (42,5) 0,072 6 (15,0) 34 (85,0) 1,000
Mutado 10 (90,9) 1(9,1) 1(9,1) 10 (90,9)

PIK3CA WT 30 (63,8) 17 (36,2) 1,000 7 (14,9) 40 (85,1) 1,000
Mutado 3 (75,0) 1 (25,0) 0 (0,0) 4 (100,0)

TP53 WT 13 (46,4) 15(53,6) 0,003* 6 (21,4) 22 (78,6) 0,112
Mutado 20 (87,0) 3(13,0) 1(4,3) 22 (95,7)

* Resultados obtidos pelo teste exato de Fisher, exceto * que foram obtidos com o teste do qui-

quadrado.

A associacdo entre a presenca de mutacbes nos genes avaliados e as
seguintes caracteristicas demograficas e clinicas também foi avaliada: idade ao
diagnéstico, sexo, status de etilismo, estagio T, estagio N e estadiamento clinico. De
acordo com o0s resultados, a Unica associagdo estatisticamente significativa
encontrada foi entre a presenca de mutacdo no gene NOTCH1 e o tamanho do
tumor: todos os tumores com mutagdo em NOTCH1 (11/11; p valor
= 0,023) apresentaram maior profundidade de invasao (T3/T4).

Curvas de Kaplan-Meier foram construidas com o objetivo de avaliar o impacto
das mutacdes genéticas na sobrevida livre de recorréncia dos pacientes analisados.
Apesar da auséncia de significancia estatistica, a presenca de mutacdo em pelo
menos um dos genes testados mostrou uma diminuicdo na sobrevida livre de
recorréncia (47,8% versus 80,5%; log rank p valor = 0,144), que também foi
identificada na presenca de mutagdes no gene TP53 (42,6% versus 75,9% para WT,
log rank valor p = 0,137)

As mutacdes no gene PTEN diminuiram significativamente a sobrevida livre de
recorréncia (25,0% versus 64,5% no WT; log rank p valor = 0,045), mas o risco

estimado pela regressao de Cox nao foi estatisticamente significante (HR 95% IC =
104



0,936-12,630; Regressédo de Cox p = 0,063) (Figura 24 e 25, Tabela 15).

Com relacdo ao gene NOTCH1, a presenca de mutacdo levou a uma
diminuicao significativa da sobrevida livre de recorréncia (SLR) (25,1% versus 68,2%
para WT; log rank p valor = 0,032), além de apresentar um risco de recorréncia de
2,982 para os casos mutados (HR 95% IC = 1,029-8,644; Regressao de Cox p =

0,044) (Tabela 15, F

igura 24 e 25).
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Tabela 15 - Relagéo entre a taxa de sobrevida livre de recorréncia em 5 anos e as caracteristicas
clinicas e moleculares dos pacientes com CEC de orofaringe.

Numero Ndmero Sobrevida livre p-valor

Caracteristicas . 105 deeventos derecorrénciaem 5anos (log-rank)

HPV status

Negativo 33 11 48,8% 0,082
Positivo 18 3 75,5%

Status de

Tabagismo

N&o 7 0 100,0% 0,045
Sim/ex 44 14 50,2%

Status de mutacéo

(qualquer gene)

WT 20 3 80,5% 0,144

Mutado 31 11 47,8%

Status PTEN

WT 47 11 64,5% 0,045

Mutado 4 3 25,0%

Status NOTCH1

WT 40 8 25,1% 0,032

Mutado 11 6 68,2%

Status TP53
WT 28 5 75,9% 0,137

Mutado 23 9 42.6%

A tabela 16 e a figura 26 representam a comparacdo das frequéncias de
mutacdes dos 15 genes entre as 51 amostras de CEC de orofaringe avaliadas neste
estudo e 39 amostras de CEC de orofaringe analisadas pelo TCGA. Os dados
referentes aos status de HPV (por p16-IHC e/ou hibridizacdo in situ), tabagismo e de
mutacdo das amostras do TCGA foram obtidos a partir do banco de dados Xena,
assim como foi feito com os dados sobre mutacées em CEC de cavidade oral desse
estudo. Dos 39 casos de CEC de orofaringe do TCGA, 79,5% (31/39) eram HPV-
positivos e 69,2% (26/39) eram fumantes. Portanto, nossa coorte teve uma taxa

consideravelmente menor de casos positivos (35,3%, 18/51) para HPV em
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comparacdo com esse conjunto de pacientes do estudo TCGA, porém obtivemos
uma maior prevaléncia de individuos fumantes na nossa casuistica (86,3%, 44/51).

No conjunto de pacientes do TCGA, 64,1% (25/39) das amostras apresentaram
mutacdo em pelo menos 1 dos genes testados, sendo uma taxa muito semelhante a
gue observamos em nossa coorte (31/51; 61,0%). Dentre os 15 genes avaliados,
TP53 foi o mais frequentemente mutado (9/39; 23,1%) seguido por PIK3CA (8/39;
20,5%), RB1 (5/39; 12,8%), KMT2D (4/39; 10,3%), NOTCH1 e NSD1 (3/39; 7,7%),
FAT1, FBXW7 e PTEN (2/39; 5,1), e CDKN2A (1/39; 2,6%). N&ao foram observadas
mutacBes em CASP8, EZH2, HRAS, IRF6 e TP63 (Tabela 16 e Figura 26).

Sendo assim, verificamos que a frequéncia das amostras mutadas foi
semelhante nas duas coortes para alguns genes, conforme descrito anteriormente,
porém foram observadas diferencas significativas nas frequéncias de mutacdo para
alguns genes especificos. Os genes comumente associados a carcinogénese dos
CECP induzida por tabaco (TP53, NOTCH1, FAT1l e CDKN2A) foram menos
frequentemente mutados nas amostras de TCGA, enquanto que o gene PIK3CA,
geralmente associado a carcinogénese induzida pelo HPV, obteve uma taxa de
mutac&o consideravelmente maior no estudo do TCGA do que no presente estudo.
Isso parece concordar com a maior prevaléncia de casos positivos para HPV na
coorte de TCGA. Nao observamos diferencas significativas entre as duas coortes
quanto as frequéncias de mutacdo nos outros genes, exceto para 0s genes EZH2,
HRAS e IRF6, mutados apenas na nossa casuistica, mas em frequéncia baixa.
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Tabela 16 - Analise comparativa das frequéncias das muta¢bes nos 15 genes do painel entre as
casuisticas de CEC de orofaringe desse estudo e do TCGA (coorte extendida).

TCGA Este estudo Este estudo Este estudo
Nome do
(HPV+) (HPV+)
gene
CASPS8 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
CDKN2A 2,56% 11,76% 0,00% 11,11% 12,50% 12,12%
EZH2 0,00% 1,96% 0,00% 0,00% 0,00% 6,06%
FAT1 5,13% 17,65% 0,00% 16,67% 25,00% 18,18%
FBXW?7 5,13% 3,92% 6,45% 0,00% 0,00% 6,06%
HRAS 0,00% 5,88% 0,00% 5,56% 0,00% 6,06%
IRF6 0,00% 3,92% 0,00% 0,00% 0,00% 6,06%
KMT2D 10,26% 7,84% 12,90% 5,56% 0,00% 9,09%
NOTCH1 7,69% 21,57% 6,45% 5,56% 12,50% 30,30%
NSD1 7,69% 13,73% 3,23% 11,11% 25,00% 15,15%
PIK3CA 20,51% 7,84% 16,13% 5,56% 37,50% 9,09%
PTEN 5,13% 7,84% 6,45% 5,56% 0,00% 9,09%
RB1 12,82% 9,80% 12,90% 11,11% 12,50% 9,09%
TP53 23,08% 45,10% 3,23% 16,67% 100,00% 60,61%
TP63 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
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Figura 26 - Comparacdo da frequéncia das mutacSes encontradas nos 15 genes do painel em
individuos com CEC de orofaringe do TCGA (n= 39) e desse estudo (n= 51), independente do status
de HPV. De acordo com o grafico, a barra de cor cinza indica as frequéncias de mutagdes nos
pacientes desse estudo e a barra de cor azul indica as frequéncia de mutacdes nos pacientes do
TCGA.

As figuras 27 e 28 representam as frequéncias de mutacdo dos mesmos 15

genes nos pacientes com CEC de orofaringe HPV-negativos (Este estudo n = 33;
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TCGA n = 8; Figura 28) e HPV-positivos (Este estudo n = 18; TCGA n = 31, Figura
27) separadamente. A comparacado das amostras HPV-positivas mostram que 0s
genes associados a via de carcinogénese do tabaco estavam mais frequentemente
mutados nos casos avaliados neste estudo: TP53, 16,7% versus 3,2%; FAT1, 16,7%
versus 0,0%; e CDKN2A 11,1% versus 0,0%. Por outro lado, a frequéncia de
mutacBes em PIK3CA foi maior nos casos do TCGA (5,6% versus 16,1%). Este
resultado corrobora com a maior prevaléncia de tumores associados ao tabaco nas
amostras avaliadas neste estudo. Quando avaliamos os casos HPV-negativos,
exceto pelo gene TP53, que estava mutado em todos os casos do TCGA (8/8) e
apresentou uma frequéncia de mutacéo de 60,6% nos casos de Barretos, 0s genes
FAT1 e CDKN2A apresentaram frequéncias de mutagdo muito similares nas duas
coortes. Diferencas nos numeros de casos entre as coortes podem explicar a

diferente taxa de casos mutados para TP53 e para 0s outros genes observados.

E= TCGA (Orofaringe HPV+)

[ Este estudo (Orofaringe HPV+)

TP53
FAT1 -
RB1 A
IRF6
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PTEN -
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TP63

Figura 27 - Comparacao da frequéncia das muta¢gdes encontradas nos 15 genes do painel apenas
em individuos com CEC de orofaringe HPV-positivos incluidos na casuistica extendida do TCGA (n =
31) e desse estudo (n = 18). As barras de cor azul claro correspondem a este estudo e as barras
listradas de cor azul escuro equivalem a casuistica extendida do TCGA.
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Figura 28 - Comparacado da frequéncia das muta¢des encontradas nos 15 genes do painel apenas
em individuos com CEC de orofaringe HPV-negativos incluidos na casuistica extendida do TCGA (n =
8) e desse estudo (n = 33). As barras de cor azul claro correspondem a este estudo e as barras
listradas de cor azul escuro equivalem a casuistica extendida do TCGA.

Ao verificar se as mutacdes no oncogene PIK3CA detectadas em ambas as
coortes de pacientes com CEC de orofaringe ocorreram no dominio helical (Tabela
17), frequentemente alvo na carcinogénese induzida por HPV, observamos que dos
quatro pacientes deste estudo que tiveram mutac6es em PIK3CA, apenas o Unico
caso HPV-positivo apresentou mutacdo neste dominio. Quanto a casuistica do
TCGA, dos 8 pacientes mutados para PIK3CA, 5 tinham mutacdo no dominio helical,

4 eram HPV-positivos e 1 era HPV negativo.

Tabela 17 — Descricdo dos tipos de mutacdes no gene PIK3CA detectadas nas amostras HPV-
positivas e HPV-negativas dos pacientes com CEC de orofaringe deste estudo (HCB) (HPV-postivas
n = 1; HPV=negativas n = 3) e do estudo do TCGA (TCGA) (HPV-postivas n = 5; HPV=negativas n =
3).

Estudo ID da amostra Status HPV Mutagdo em PIK3CA  Dominio Helical
TCGA TCGA-BA-A8YP-01 Negativo C420R NAO
TCGA TCGA-BA-A8YP-01 Negativo E418K NAO
TCGA TCGA-BA-A4IF-01 Negativo V71L NAO
TCGA TCGA-T2-A6WZ-01 Negativo E545K SIM
TCGA TCGA-TN-A7HI-01 Positivo E542K SIM
TCGA TCGA-CR-7404-01 Positivo E545K SIM
TCGA TCGA-CR-6487-01 Positivo E545K SIM
TCGA TCGA-CN-A6V1-01 Positivo E81K NAO
TCGA TCGA-MZ-A619-01 Positivo E545K SIM
HCB BO-22 Negativo R916H NAO
HCB BO-22 Negativo R108C NAO
HCB BO-13 Negativo G1049S NAO
HCB BO-06 Negativo N345K NAO
HCB BO-06 Negativo G1049S NAO
HCB ORO-13 Positivo E545K SIM
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a) Amostras de plasma de pacientes com CEC de orofaringe

Apesar de a caracteriza¢do genética das amostras de tecido tumoral de CEC
de orofaringe ter sido realizada em amostras provenientes de pacientes tratados no
Hospital de Cancer de Barretos, ndo foi possivel realizar a analise de deteccdo das
variantes encontradas nestas amostras.

Sendo assim, o teste de deteccdo no plasma foi realizado em uma coorte de
amostras disponibilizadas pelo Grupo de Pesquisa de Tumores de Cabeca e
Pescoco, liderado pelo Dr, Stefan Martin Willems da University Medical Center
(UMC, Utrecht - Holanda), onde realizei o estagio com Bolsa de Pesquisa no Exterior
(BEPE) disponibilizada pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sé&o
Paulo (FAPESP).

Para este teste, foram selecionadas as variantes mais representativas do
gene TP53 encontradas em amostras tumorais de pacientes com CEC de cabeca e
pescoco tratados no UMC em Utrecht. Para essa selecdo, o status de

patogenicidade de todas as variantes foi confirmado manualmente na base de dados

ClinVar (https://www.ncbi.nim.nih.gov/clinvar/) e IARC (http://p53.iarc.fr/), sendo que
somente as variantes classificadas como patogénicas foram selecionadas. Além
disso, apenas as variantes com frequéncia alélica acima de 5% foram selecionadas.
Desta forma, foram selecionados 3 pacientes com mutacbes no gene TP53
(variantes ¢.527G>T, ¢.527G>A e ¢.919+1G>T) identificadas no Departamento de
Diagnostico do UMC através da técnica de NGS, e com amostras de plasma
coletadas no seguimento disponiveis.

Inicialmente, foi realizada uma etapa de otimizacdo dos ensaios de deteccéo
de mutacado das 3 variantes através da utilizacdo de amostras de FFPE sabidamente
positivas (controles positivos - CP) e negativas (controles negativos — NC) para estas
variantes do gene TP53. Foi realizado um ensaio de gradiente de temperatura para a
determinacdo das temperaturas de anelamento, utilizando 10 ng de DNA de
amostras com mutacao para cada variante como controle positivo da reacéo, e agua
como controle negativo (NTC; No Template Control).

Foram incluidas quatro amostras positivas para a primeira variante, 3 amostras
positivas para a segunda variante e 1 amostra positiva para a terceira variante. Uma
amostra positiva para cada variante foi selecionada para realizar a etapa de selecao
de temperatura. A temperatura 6tima escolhida para os 3 genes foi 55 °C, pois

possuia uma quantidade significativa de droplets e também uma melhor separacéo
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entre elas, capaz de diferenciar entre goticulas negativas e positivas (Figura 29).

Em seguida, foi realizado o teste de especificidade para cada ensaio utilizando

as mesmas amostras de FFPE com mutag&do no gene TP53 (Figura 30), mostrando

a alta capacidade do ensaio em detectar apenas o DNA mutado para cada variante

especifica. Vale destacar que as variantes dos ensaios 1 e 2 ocorrem na mesma

regido do gene, apresentando diferenga apenas entre as trocas de nucleotideos, por

iSso observa-se a presenca de algumas droplets falso-positivas.

Ch1 Amplitude

Ch2 Amplitude

Ch1 Amplitude

Ch2 Amplitude

Ensaio 1-¢.527G>T

Ch1 Pos:5534 Neg:124766
8000 ——A01 _ BO1 CO1 D01 EO1 _FO1 _GO1  Hot

6000
4000
2000 -
0 t t t t t t
0 40000 80000 120000
60,0°C 59,2°C 58,0°C 56,1°C 53,8°C 51,9°C 50,7°C 50,0°C
Ch2 Pos:8341Neg:121959
3000 ~—AO1 _ BO1 CO1 D01 EO1 _FO1 _GO1__ HO1
2500 ' A
2000
1500
1000
500 3
0 - t t t } t t
0 40000 80000 120000
60,0°C 59,2°C 58,0°C 56,1°C 53,8°C 51,9°C 50,7°C 50,0°C
Ensaio 3 - c.919+1G>T
Ch1 Pos:18828 Neq:118977
4000 A0S BOS  CO5 D05 EOS  FO5 _ GO5 _ HOS
3000
2000
1000
0 t + t t t
0 40000 80000 120000
60,0°C 59,2°C 58,0°C 56,1°C 53,8°C 51,9°C 50,7°C 50,0°C
Ch2 Pos:40532 Neqg:97273
2500 ~A05 _BOS  CO5 D05 EO5  FO5 _ GO5 _ HOS
i Yot . .;‘*':"" _j‘.\‘#:-.'ﬂ_ ;L#.‘r'-'-:\;"-;f.i-'f'
500 -
0 t + t t t +
0 40000 80000 120000

60,0°C 59,2°C 58,0°C 56,1°C 53,8°C 51,9°C 50,7°C 50,0°C

B Ensaio 2 - C.527G>A
Ch1 Pos:21302 Neg:117520

A03 . BO3 ’C03 D|03 EO? F03I

Ch1 Amplitude

G03 : HO3

0 40000 80000

Ch2 Pos:3040 Neg:135782

120000
60,0°C 59,2°C 58,0°C 56,1°C 53,8°C 51,9°C 50,7°C 50,0°C

A03 . BO3 lC(J3 D|03 EOIIZ

Ch2 Amplitude

F03I G03 3 HO3

0 40000 80000

Figura 29 - Primeiro teste de gradiante de
temperatura dos ensaios. As figuras
representam as populacbes de droplets
positivas para o alelo mutante em azul e
selvagem (do inglés wild type — WT) em
verde, e as populacdes negativas em cinze
escuro. A linha rosa indica o ponto de corte
(do inglés threshold) utilizado. Abaixo de
cada figura estdo todas as temperaturas
analisadas neste teste.
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Figura 30 - Primeiro teste de especificidade dos ensaios. As figuras indicam a
frequéncia alélica das variantes testadas por amostra, assim como 0s nameros
de droplets detectadas em cada reacdo. As barras com colaracdo verde escura
representam as droplets totais, verde clara sdo as droplets positivas para o
alelo selvagem (do inglés wild type — WT) e azul sdo as droplets com mutacdo
TP53 de variantes ¢.527G>T (A), ¢.527G>A (B) e ¢.919+1G>T (C). PC:
controle positivo da reacdo). As amostras cujo nome € iniciado por PCR
seguido pelo nimero 1, antes do ponto final, indica o nimero do ensaio o qual
a amostra é positiva para a variante (ensaio 1), 0 mesmo para 0s numeros 2 e
3 (ensaio 2 e 3). Ja o segundo numero representa 0 niumero da amostra

positiva para o ensaio correspondente (amostra 1, 2 3 e 4).
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A frequéncia alélica das variantes (VAF) detectadas no DNA mutante das
amostras de FFPE avaliadas pela metodologia Droplet Digital PCR (Bio- Rad, EUA)
estava muito similar a VAF das variantes equivalentes detectadas no DNA mutante
das mesmas amostras avaliadas previamente por NGS, indicando que os resultados
obtidos pela ddPCR s&o robustos (Tabela 18).

Tabela 18 - Frequéncia alélica das variantes (VAF) no gene TP53 detectadas por NGS e ddPCR.

. VAF (%)
Amostra Variante VAF (%) NGS
ddPCR
11 c.527G>T 35,3% 39,7%
1.2 €.527G>T 26,0% 28,0%
1.3 €.527G>T 56,0% 58,9%
14 c.527G>T 19,0% 19,1%
2.1 €.527G>A 87,5% 89,1%
2.2 c.527G>A 41,0% 41,0%
2.3 €.527G>A 55,4% 55,4%
3.1 C.919+1G>T 29,9% 29,9%

Apoés padronizacdo dos ensaios para as trés variantes selecionadas, foram
iniciados os testes de deteccdo nas amostras de plasma dos trés pacientes. Cada
paciente possuia entre 5 e 8 amostras de seguimento disponiveis. As amostras de
cfDNA foram obtidas a partir de um volume de 180 a 1130 microlitros de plasma.
Uma massa total entre 6,76 nanogramas totais e 49,79 nanogramas totais foi obtida
a partir das amostras processadas pela quantificagdo no Qubit. Todos os testes
foram realizados em duplicatas contendo 4 puL e 8 puL de cada amostra, controle
positivo (PC) a 10 ng totais e agua como controle negativo de reacdo (NTC). Dos 3
pacientes incluidos, 2 tiveram uma quantidade significativa de cfDNA mutado nas
amostras de plasma coletadas em algum momento durante o acompanhamento
(Figura 31):

Paciente 1

O paciente 1 estava em quimioterapia paliativa de novembro de 2018 a
fevereiro de 2019, mas apresentou progressdo da doenca e iniciou imunoterapia
entre maio e agosto. O tratamento foi interrompido devido a recorréncia local. Uma

baixa recuperacao de cfDNA a partir da amostra de plasma pode explicar a falta de
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correlagcdo entre os resultados da mutagédo e a auséncia de mutacdo no cfDNA
desde a primeira coleta.

Paciente 2

O paciente 2 estava recebendo quimioterapia paliativa (iniciou dia 17/10/2018)
e teve uma boa resposta. A coleta 2PB do dia 28/11/2018 mostrou um aumento de
cfDNA (2,38%). Esse evento pode ser explicado pela lise de muitas células tumorais
devido a esse tratamento. Posteriormente, as duas coletas seguintes apresentaram
uma porcentagem de cfDNA mutado inferior (0,92% e 0,09% consecutivamente). Em
janeiro de 2019 a doenca progrediu, levando o paciente a 6bito. De acordo com a
coleta 2PE do dia 12/02/2019, houve um aumento do nivel de cfDNA mutado

(2,02%), coincidindo com a progressao da doenca e Obito do paciente.

Paciente 3

O paciente 3 estava em tratamento radioterapico entre marco e abril de 2019.
Nesse periodo, os niveis de cfDNA mutado das coletas 18/03/2019 e 25/03/2019
estavam baixos com 3,34% e 1,05%. Em abril, o paciente apresentou falha na
resposta ao tratamento primario, e um aumento do nivel de cfDNA mutado na
amostra de plasma coletada no dia 29/04/2019 foi observado (20,94%) que pode ser
associado com a resposta clinica. Devido a falha na resposta ao tratamento, o
paciente iniciou uma segunda linha terapéutica com imunoterapia e teve uma
resposta mista. De acordo com o nivel de cfDNA detectado nas coletas
subsequentes, foi possivel observar uma diminuicdo do nivel de cfDNA mutado no
plasma durante o seguimento, sugerindo associagao a resposta mista ao segundo
tratamento. O paciente 3 encerrou o tratamento e se encontra em acompanhamento

clinico e cuidados paliativos.
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Figura 31 - Porcentagem de cfDNA no plasma com presenca de mutacdo no gene TP53 nos
pacientes 1 (A), 2 (B) e 3 (C). Porcentagem de cfDNA mutante em amostras de plasma dos pacientes
1 (A), 2 (B) e 3 (C), coletadas em diferentes momentos durante o acompanhamento. O eixo y
representa o valor percentual de cfDNA mutado no gene TP53. O eixo x representa o numero de dias
durante o acompanhamento. Cada circulo representa o momento de uma nova coleta e,
consequentemente, uma nova amostra. O asterisco indica o inicio de um tratamento, a linha vermelha
sélida é o fim do tratamento e a linha vermelha pontilhada significa o ébito. A caixa de texto ao lado
de cada figura mostra as datas exatas das coletas, bem como a identificacdo de cada amostra.
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6 DISCUSSAO

O carcinoma escamocelular de cabeca e pescoco (CECP) é o conjunto de
neoplasias que tem origem nas células epiteliais que revestem a mucosa do trato
aerodigestivo superior’. Esses tumores sdo provenientes do mesmo tipo celular,
porém, sua caracteristica heterogénea € consequéncia das diferencas quanto ao
sitio, a etiologia e as alteracdes moleculares envolvidas no inicio do processo de
malignizac&o celular e proliferacdo da linhagem tumoral®®.

Nosso estudo avaliou pacientes da populacédo brasileira, conhecida por ser
altamente miscigenada e com particularidades distintas em relacdo a outras regioes
do mundo®°. Os pacientes avaliados incluem individuos tratados no Hospital de
Cancer de Barretos, frequentemente tabagistas, etilistas e diagnosticados com
tumores em estadiamento avancado. Também incluimos na etapa de comparacao
dos dados de mutacao entre diferentes popula¢gdes, amostras de CECP de cabeca e
pescoco de uma coorte extendida do The Cancer Genome Atlas, onde comparamos
as frequéncias de mutacdes de 239 amostras de CEC de cavidade oral e 39
amostras de CEC de orofaringe que apresentavam informacdes sobre o status
mutacional para todos os genes avaliados e também informagBes sobre status de
tabagismo e de infecgéo pelo HPV.

Também incluimos uma outra casuistica composta por 3 individuos tratados
no University Medical Center, da cidade de Utrecht na Holanda, na etapa de
deteccdo de mutacdes em amostras de plasma.

Em nossa coorte de pacientes com CEC de orofaringe (n=51), a etapa de
deteccdo de mutacado foi realizada utilizando um painel de 15 genes, customizado
previamente pelo grupo de Biologia dos Tumores de Cabecga e Pescogo, cujos genes
incluidos foram frequentemente descritos como mutados em tumores de cabeca e
pescoco de acordo com a literatura®. Desses pacientes, 35,3% (18/51) pertenciam
ao subgrupo dos tumores HPV - positivos. Entretanto, os casos HPV-negativos
tiveram 2,5 vezes mais variantes do que os casos HPV- positivos (3,27 + 5,854
versus 1,33 + 3,162, respectivamente). Este dado é condizente com o observado em
outros estudos que também demonstraram uma maior taxa de mutacdo em tumores
HPV-negativos em relacdo aos HPV- positivos®™ *°. Provavelmente, os tumores
associados ao tabaco apresentam um acumulo de alteragdes genéticas necessérias
para que ocorra 0 processo de carcinogénese, ja que nestes casos, ndao ha o efeito

oncogénico do virus nessas células®® **. Além disso, CEC de orofaringe positivos
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para HPV apresentam frequentemente mutacdes em PIK3CA e o gene TP53, além

de outros relacionados a via de carcinogénese induzida por tabaco, é selvagem>* °"

8 Na nossa populacdo, embora a maioria dos casos HPV - positivos fossem
fumantes (12/18; 66,7%), a frequéncia da mutacdo nos genes relacionados ao
tabagismo TP53, NOTCH1, CDKN2A e FAT1 nesse subgrupo foi menor, como
esperado. Quando comparamos nossos dados com as frequéncias de mutacao
observadas nos casos do TCGA, observamos uma maior frequéncia de mutacdes
nestes genes na casuistica do nosso estudo condizente com diferencas na
prevaléncia de tabagismo e positividade para HPV.

Quanto as mutacbes no PIK3CA, gene que atua sobre o controle do
crescimento celular, a proliferacédo, a motilidade, a sobrevivéncia, a diferenciacdo e o
trafego intracelular, encontramos apenas 1 caso positivo para HPV com a alteracéo
nesse gene (1/18; 5,6%)'. Tumores de cabeca e pescoco induzidos pela infeccdo
pelo HPV apresentam uma taxa de mutacdo no gene PIK3CA entre 22-56%%2. Os
dados referentes as amostras de orofaringe explorados pelo TCGA também
mostram uma frequéncia de muta¢des maior do que a observada em nosso estudo
nos casos de orofaringe HPV-positivos (16,1% versus 5,6%). Contudo, nosso estudo
avaliou apenas mutacdes somaticas, diferentemente de Hayes e colaboradores,
que abordaram alteracdes no numero de cépias (CNAs). Acreditamos que esse fato
pode explicar a menor frequéncia de mutacbes em PIK3CA em comparagdo com
outros estudos que relacionam essa ativacao tanto a mutacao quanto a amplificacao
em casos positivos para HPV®?. Além disso, a prevaléncia de tumores HPV-positivos
também pode influenciar nas taxas de mutacdo deste gene. De acordo com a
literatura, a malignizagao celular causada pelas enzimas APOBEC pode conduzir a
mutacdes que sao frequentemente relacionadas a tumores cervicais causados pelo
papilomavirus humano (HPV). Segundo Henderson e colaboradores, mutacdes em
PIK3CA foram associadas a acao de APOBEC em tumores de cabeca e pescoco
HPV — positivos®, Mutacdes do tipo E542K (c.1624G> A) e E545K (c.1633G> A),
localizadas no éxon 9 no dominio helicase de PIK3CA, sdo as mais comumente
estudadas e correlacionadas a infeccéo pelo HPV®’ %, Nenhum dos pacientes HPV-
negativos incluidos no nosso estudo com mutagdes em PIK3CA tiveram mutacdes
no dominio helical (n = 3; 3/3) e o Unico HPV - positivo mutado para este gene
apresentou mutacdo E545K (n = 1; 1/1). Nas amostras do TCGA, apesar de a

maioria das amostras mutadas neste dominio serem HPV-positivas, elas ndo foram
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exclusivas deste subgrupo. Para ambos os grupos avaliados, o status de HPV foi
considerado utilizando principalmente o teste de IHQ para pl6 e, para alguns casos
do TCGA, a técnica de hibridizag&o in situ. A confirmacéo do status de infec¢édo por
HPV por um segundo método tem sido recomendada devido a baixa especificidade
do p16 e a baixa sensibilidade da ISH %.

A frequéncia de mutacdes em TP53 e CDKN2A na nossa populacdo de
individuos com CEC de orofaringe foi de 45,1% e 11,8%, respectivamente. O gene
TP53, considerado um fator de transcricdo nuclear que leva a ativacdo de varios
genes-alvo envolvidos na interrupgao do ciclo celular e apoptose, e 0 gene CDKN2A,
conhecido por atuar na regulacdo da progressédo do ciclo celular, s&do genes que
caracterizam o segundo subgrupo dos tumores de cabeca e pescoco na revisao por

Leemans e colaboradores®® % %

. Em comparacdo com estudos anteriores, era
esperado que essas taxas fossem maiores, talvez pelo fato de que nossa coorte
consistiu apenas em pacientes com tumores na regido da orofaringe, alguns
positivos para HPV e selvagens para estes genes.

Contudo, dentre os casos mutados, os genes CDKN2A e TP53 apresentaram
uma maior frequéncia em individuos fumantes atuais/ex-fumantes, conforme
esperado, com taxas de 83,3% e 95,7%, respectivamente. Além disso, nosso estudo
testou apenas a inativacdo de CDKN2A por mutacdo e ndo chegamos a realizar
testes da inativacdo desse gene pela delecao ou hipermetilacéo.

Nos casos negativos para HPV e tabagistas, alteracdes adicionais a perda de
funcéo de TP53 e CDKN2A podem acontecer durante a progressdo do tumor®®. Dez
a 21% dos CECP apresentam mutagdes com perda de funcdo em NOTCH1, o que
afeta a diferenciagdo escamosa e a polaridade celular, enquanto 5 a 23% dos casos
tem mutacées em FAT1, um componente importante da sinalizacdo WNT®. Essa via
parece impactar a sinalizacdo da beta-catenina e a transformacéo de queratindcitos,
e o tabagismo é um fator de risco conhecido®®. Nossos resultados mostram taxas
similares de casos com alteragéo para estes genes em nossa coorte de pacientes
com carcinoma de orofaringe: 21,6% (11/51) para o NOTCH1 e 17,6% (9/51) para o
FAT1.

Observamos também que os casos com mutagdo em NOTCH1 tinham um
estagio T maior (T3 / T4; p = 0,045) e que a presenca de mutacdes em NOTCH1
afetou significativamente a sobrevida livre de recorréncia. Esta associacao entre a

mutacdo de NOTCH1 e um pior prognéstico ja foi relatada previamente por Lim e
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colaboradores que encontraram a mutacdo NOTCH1 como preditora de pior
sobrevida em pacientes com CECP tratados com terapia alvo-molecular®’. O estudo
de Vettore e colaboradores também encontrou uma associacdo entre a presenca
de mutacdes nos genes da via Notch e uma menor sobrevida livre de doenca em
pacientes com carcinoma de lingua oral®®. Song e colaboradores, analisando uma
coorte de carcinomas de es6fago de individuos chineses, descobriram que pacientes
com mutacdes no gene NOTCH1 tiveram uma menor sobrevida e ndo responderam
ao tratamento a base de quimioterapia®®. Esses resultados concordam com nossos
achados de que o status de mutacdo em NOTCH1 €& um marcador preditivo
promissor para a evolucdo do paciente e para a resposta ao tratamento no CEC de
orofaringe.

O gene PTEN tem a funcdo de supressor tumoral, e sua proteina fosfatase
esta envolvida na regulacdo do ciclo celular. Estudos tem encontrado este gene
mutado em 9-23% dos CEC de cabeca e pescoco negativos para o HPV>® 1%, J3 de
acordo com o TCGA, esse gene encontrou-se mutado em 2,4%-dos casos de CECP
(n = 507) e em 5,13% dos casos de tumores de orofaringe (n = 39). Nosso estudo
encontrou mutacdes em PTEN em 7,8% dos casos testados de pacientes com CEC
de orofaringe; sendo que, novamente, essa taxa néo incluiu CNAs, o que poderia
explicar a menor frequéncia observada em nosa casuistica. Também observamos
uma diminuicdo significativa na sobrevida livre de recorréncia na presenca de
mutacéo do gene PTEN (25% versus 64,5% no WT; log-teste p de log = 0,045). Um
estudo recente observou que pacientes com alta expressao de PTEN tiveram uma
sobrevida livre de progressao da doenca melhorada em resposta ao cetuximabe, em
comparacao com pacientes com baixa expressao desse genel®. Condizente com
esse achado, um estudo brasileiro semelhante analisou pacientes com CECP
tratados com cetuximabe e verificou que a perda de expressdo de PTEN foi
associada a uma pior sobrevida livre de progresséo e sobrevida global*®%.

As diferencas observadas em relacdo a presenca e a frequéncia de mutagdes
de alguns genes (TP53, NOTCH1, FAT1, CDKN2A, PIK3CA, EZH2, HRAS e IRF6)
dentre as casuisticas podem ser justificadas por quatro fatores. O primeiro fator é o
tamanho amostral. Tanto nosso estudo quanto os dados disponiveis do TCGA
avaliaram um numero pequeno de pacientes e, além disso, a prevaléncia de
pacientes de acordo com o status de HPV foi bastante variavel, com apenas 8/39

(20,5%) dos pacientes do TCGA sendo HPV-negativos (n=8). No6s estudamos o perfil
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genético de uma populagdo com caracteristicas étnicas, estilo de vida e exposi¢édo a
fatores de risco diferentes. A composicdo étnica da populacdo brasileira €
caracterizada por ser fortemente miscigenada e, de acordo com a literatura, como
consequéncia dessa heterogeneidade pode-se observar algumas diferencas
genéticas em comparacdo com outras populacdes mundiais’® '°*. Por fim, os
pacientes incluidos nessa casuistica com CEC de orofaringe tratados no HCB ainda
tem como o principal fator de risco o tabaco, onde a maioria dos casos positivos para
HPV sao tabagistas. Sendo assim, essa particularidade também pode ter
influenciado essas diferencas observadas entre as frequéncias de mutacdes de
alguns genes nas duas casuisticas.

Em nossa coorte de pacientes com CEC de cavidade oral (n=12) incluidas na
etapa de busca por variantes genéticas através da técnica de exoma, a maioria dos
pacientes avaliados era tabagista (11/12; 91,7%) e etilista (10/12; 83,3%).
Selecionamos 0s genes mais frequentemente mutados na nossa casuistica e na
casuistica avaliada no artigo publicado pelo TCGA e comparamos a frequéncia de
mutacBes entre a nossa populacdo nos individuos com cancer de cavidade oral de
uma casuistica extendida do The Cancer Genome Atlas cujos dados foram obtidos a
partid da plataforma Xena Browser online. Foi verificado que alguns dos genes
avaliados apresentaram frequéncias de mutacfes muito semelhantes entre as duas
coortes, sobretudo os genes associados a via de carcinogénese do tabaco,
fortemente relacionada aos tumores de cabeca e pescoco localizados na cavidade
oral: TP53, NOTCH1, FAT1 e CDKN2A, que obteve uma frequéncia ligeiramente
maior nos casos do TCGA provavelmente por termos avaliado apenas dados de
mutacdes pontuais, diferentemenmte do TCGA que também considerou alteracdes
no numero de coépias. Entretanto, também observamos divergéncias entre as
frequéncias de alguns genes entre a coorte deste estudo e do TCGA, como a
presenca de mutacdo no gene H3F3A (25,0% versus 0,0%) em nosso estudo, o que
ndo foi encontrado na populacdo do TCGA, além de uma maior frequéncia de
mutacdes nos genes ASLX (16,7% versus 2,9%), CDH6 (16,7% versus 2,5%), HLA-
A (16,7% versus 3,4%), KMT2D (33,3% versus 10,5%) e KMT2C (16,7% versus
5,9%) também na casuistica de Barretos. Tais divergéncias destacadas podem ser
justificadas pela diferenca entre o pipeline de selecdo de variantes utilizados em
ambos os estudos, sendo que nos utilizamos apenas o software Wannovar e a

plataforma CGI para realizar a anotacdo e filtragem das mesmas, ja o TCGA
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certamente utilizou um planejamento de sele¢cdo de maior complexidade do que o
nosso estudo. Essa filtragem mais apurada provavelmente permitiu a exclusao de
muitas variantes dos genes avaliados no TCGA. Por sua vez, 0 nosso estudo, que
nao utilizou ferramentas de filtragem de tamanho rigor, pode ter incluido essas
variantes nos nossos resultados. Consequentemente, isso impactou na diferenca
das frequéncias de mutacdes dos genes entre as duas coortes, sendo que na
maioria das vezes eles estavam com uma maior taxa de mutacdes na coorte desse
estudo. Além disso, elas podem ser justificadas pelas diferencas no niumero de
amostras analisados entre os grupos, bem como pela diferenca da composi¢édo dos
pacientes quanto aos habitos e exposicdes de risco.

O tabagismo e o etilismo séo fatores de risco sinérgicos para os tumores de
cabeca e pescoco, seus efeitos sobre o inicio da carcinogénese dos CCP ja estao
bem estabelecidos de acordo com a literatura. Além disso, segundo Hashibe e
colaboradores, o consumo excessivo do alcool e tabaco é responséavel por 64% dos

casos de tumores de cavidade oral‘®

. Quanto as diferentes mutacdes identificadas
nesses pacientes, 12 genes encontraram-se mutados em duas amostras ou mais. O
gene TP53 foi 0 gene mais frequentemente mutado nesta populacéo (9/12; 75,0%) e
entre os pacientes tabagistas ou ex-tabagistas (9/11; 81,8%; Teste Exato de Fisher p
valor = 0,250). Estes dados estédo de acordo com o0 modelo de progressao gendmica
para as neoplasias de cabeca e pescoco relacionado ao tabagismo, com mutacdes
em TP53 sendo as mais frequentes®®.

Mesmo com uma coorte pequena de pacientes com CEC de cavidade oral,
conseguimos identificar um paciente que se enquadrava no terceiro, e menos
frequente, subgrupo dos tumores de cabeca e pescoco. Tumores HPV- negativos
com baixo numero de cOpias que sdo caracterizados por TP53 selvagem e mutacdes
nos genes HRAS e CASP8%®. Este subgrupo engloba tumores ainda sem fator
etiologico determinado, entretanto aparentam estar mais relacionados a mulheres
sem histérico de tabagismo e etilismo e com idade mais avancada®®. Nossa Unica
paciente mulher neste grupo de individuos com CEC de cavidade oral tinha >55
anos, sem histdrico de consumo de alcool e tabaco e foi a Unica candidata que
apresentou mutacdo em CASP8, gene com atuacao importante na morte celular
programada induzida por receptor de morte e que, apés ativado, ir4 liberar uma
cascata de sinalizac&o resultando na apoptose®®® *°. Com o objetivo de caracterizar

os carcinomas de células escamosas de cavidade oral, Pickering e colaboradores
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detectaram mutacdes em CASP8 em 10% (4/40) dos tumores avaliados e encontrou
associacdo com menor frequéncia de alteracdes no nimero de cépias, resultado
também observado no estudo do TCGA para pacientes com mutacdes em CASP8>*
57.

A andlise da sobrevida livre de recorréncia (SLR), apesar do baixo numero de
casos incluidos, mostrou que os pacientes com CEC de cavidade oral com mutacao
no gene CDKN2A foram associados a uma diminui¢ao significativa da sobrevida livre
de recorréncia (0,0% versus 57,1% para WT; log rank valor p = 0,017), o que
também foi observado quando o gene NFE2L2 estava mutado (0,0% versus 51,9%
para WT; log rank valor p = 0,038). Ambos os genes estéo correlacionados com as
alteracdes frequentes no segundo subgrupo dos tumores de cabeca e pesco¢o HPV-
negativos com alto nimero de cépias®®. O gene NFE2L2 é conhecido por atuar na
resposta ao estresse oxidativo por meio da regulacéo de genes citoprotetores muitas

108, 109 ' ppis estudos

vezes envolvidos com a resposta a lesdes e inflamacdes
avaliaram as mutac¢des no gene NFE2L2 e verificaram associagao estatisticamente
significativa entre NFE2L2 mutado e uma pior sobrevida global e livre de recorréncia
em pacientes com carcinoma de células escamosas do pulm&o**®**. Mutacdes em
CDKN2A sado consideravelmente mais raras do que a delecdo ou alteracbes
epigenéticas nesse gene'*?. Na maioria das vezes, CDKN2A é inativado devido a
eventos de delecBes cromossbmicas, ocorrendo em 25% a 66% dos tumores de
cabeca e pescoco'™. Essa inativagdo é comumente relacionada com um pior
prognéstico e menor sobrevida global nos CECP™* 4 Entretanto, o estudo de
Vossen e colaboradores verificou que os pacientes com tumores de cabeca e
pescoco HPV-negativos com mutacdes no gene CDKN2A, associadas as mutagcdes
no gene CCNAL, apresentaram uma menor sobrevida livre de progressédo da
doenca®™.

Além do status de mutacéo, a metilagdo € outro tipo de alteragcdo molecular
gue tem sido muito associada a carcinogénese de uma variedade de neoplasias,
inclusive o cancer de cabeca e pescoco® . A deteccdo do DNA metilado tem sido
explorada por demonstrar relevancia clinica para o processo de carcinogénese do
CECP através da técnica de PCR quantitativo(QPCR) em diferentes tipos de
amostras’® "+ ' Contudo, a gPCR n&o demonstrou uma alta sensibilidade quando
aplicada em amostras de plasma de pacientes com CECP*’.

A Droplet Digital PCR (ddPCR) é uma metodologia altamente sensivel,
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precisa e acessivel que realiza a quantificacdo absoluta de material genético,
podendo determinar essas quantidades mesmo em baixas concentracées do
material ou até mesmo detectar variantes raras com uma alta reprodutibilidade. Essa
técnica tem sido empregada tanto no campo da pesquisa cientifica quanto no
ambiente clinico®.

Através desse método, primeiramente nés avaliamos a metilacdo dos genes
CCNA1, CDH8, DAPK e TIMP3 em amostras de tecido tumoral de pacientes com
CEC de orofaringe. Foi observado que 37 dos 52 pacientes da nossa coorte
apresentaram pelo menos um desses genes metilados, resultados estes condizentes
com os observados em outros estudos realizados com gPCR®"*

Observamos uma associacao entre a auséncia de metilacdo do gene TIMP3 e
pacientes com linfonodos clinicamente negativos ao diagnostico. Esse gene é
conhecido como inibidor tecidual das metaloproteinases 3, enzimas proteoliticas que
fazem parte da familia de inibidores de metaloproteinases da matriz (MMPSs). Elas
atuam desorganizando e degradando a matriz extracelular (MEC), o que pode ser
considerado um evento significativo no contexto de migracéo, invasdo de tecidos
vizinhos e metastases tumorais. Nossos resultados se consolidam quando os
associamos com a funcédo do TIMP3, que impede a invasao tumoral bloqueando a
atividade das metaloproteinases e impossibilitando a lise da MEC associada ao

tu mor?O, 119—121.

Quando esse gene esta hipermetilado, ocorre a inibicdo da
transcricdo génica, prejudicando sua funcdo e contribuindo para a degradacdo da
matriz extracelular e, consequentemente, 0 mecanismo de propaga¢ao do tumor
para os linfonodos. Portanto, os casos podem ter apresentado linfonodos negativos
por estarem sob a influéncia da funcao antiproteolitica do gene TIMP3 ndo metilado
(ativo) em seu DNA. Alguns estudos tem relacionado a inibigdo da invaséo celular,
tumorigénese, metastase e angiogénese com aos TIMPs’® 1% 121 A hipermetilacéo
do TIMP3 nas células tumorais também foi associada anteriormente ao status
linfonodal do cancer de cabeca e pescoco positivo para a infecgdo do HPV e cancer

109

gastrico'®® Além do mais, esse evento também foi correlacionado ao

desenvolvimento de segundos tumores primarios nos tumores de cabeca e pescoco,
onde também foi identificado como um fator progndstico independente para

pacientes com CCP’® 119

Sendo assim, conseguimos identificar uma forte
correspondéncia entre as nossas descobertas apresentadas aqui com os resultados

da literatura.
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Nosso estudo também observou a associacdo entre a metilacdo do gene
CCNAL1 a uma menor sobrevida livre de recorréncia dos pacientes dessa coorte.
Esse gene codifica a proteina ciclina-Al, pertencente a familia das ciclinas altamente
conservadas, caracterizada por uma periodicidade na abundancia de proteinas
através do ciclo celular e como reguladores das cinases dependentes de ciclinas -
CDK. Elas se unem a proteinas importantes na regulacdo do ciclo celular, como as
proteinas das familias Rb, p21 e ao fator de transcricdo E2F-1'%2. CCNAL foi
identificado por Rivera e colaboradores como um gene induzido por p53, estando a
jusante de TP53 e que pode promover a apoptose e parada do ciclo celular na fase
G2 quando regulado em excesso'?®. Rettori e colaboradores mostram uma
associacao entre a metilagdo do gene CCNAL1 com o desenvolvimento de segundos
tumores primarios. Isso pode ser explicado, pelo silenciamento transcricional da
expressdo do CCNA1l através da hipermetilacdo do promotor em eventos
oncogénicos precoces, levando a desregulacédo da apoptose e, por consequéncia, a
parada do ciclo celular. Isso contribuird para uma vantagem proliferativa celular,
dando origem a expansdo de uma populacdo clonal de células progenitoras
suscetiveis a novos eventos oncogénicos e ao desenvolvimento de novos
tumores™®.

Rotineiramente, os CECP sao diagnosticados e monitorados por métodos de
inspecdo visual e exames de imagem, seguidos de bidpsias teciduais quando
encontrada uma lesdo suspeita. Infelizmente isso possibilita apenas a deteccdo de
areas teciduais que apresentem alteracdes visiveis macroscopicamente. Além disso,
esses metodos possuem uma baixa sensibilidade para a deteccdo de doenca
residual minima durante e ap0s o tratamento, reduzindo a predicdo correta da
resposta ao tratamento e adiando as tentativas de tratamento de resgate. Além
disso, biépsia tecidual € um método invasivo que pode gerar desconforto e riscos
aos pacientes, bem como aumentar os custos de assisténcia. A deteccdo de
marcadores moleculares em amostras de biépsia liquida ja est4 sendo utilizada na
rotina clinica relacionada a alguns tipos de céancer, como o cancer de pulméao e
cancer colorretal™* %, Muitos estudos tém investigado biomarcadores relacionados
a rastreamento, deteccéo precoce e diagnostico, prognostico, avaliacdo de resposta
ao tratamento e monitoramento.

Além de realizar a validacdo do que foi descrito previamente na literatura

sobre o papel dos genes testados na carcinogénese dos CECP, nosso trabalho
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também testou a deteccdo de alteracbes moleculares no cfDNA em amostras de
plasma pré-tratamento de pacientes com CEC de orofaringe.

Em relacdo aos dados de metilacdo, dos 37 pacientes da nossa coorte que
apresentaram pelo menos um dos genes testados metilados, 11 tinham amostra de
plasma pré-tratamento disponivel. Aproximadamente 73% (11/15) das amostras
apresentaram cfDNA metilado, enquanto nenhuma metilacdo foi detectada em
pacientes com tumores ndo metilados para 0s genes testados. Embora ndo seja
ideal, a concordancia entre amostras pareadas foi razoavel (80%) em comparacgao
com outros estudos semelhantes e a taxa de deteccéo foi razoavel, considerando o

126128 Shen e colaboradores desenvolveram

baixo numero de marcadores testados
com sucesso um protocolo sensivel a imunoprecipitacao para detectar alteracdes de
metilacdo do DNA em larga escala especificas de um tumor, capazes de classificar
corretamente amostras de plasma de vérios tipos de tumor'®. Essa pode ser uma
abordagem interessante para identificar outros alvos que podem ser testados
usando ensaios multiplexados baseados em ddPCR e melhorariam as taxas de
sensibilidade da deteccdo de cfDNA metilado em amostras de plasma. Diferentes
niveis de metilacdo foram observados ao comparar amostras de tumor e plasma do
mesmo paciente. Essas diferencas podem depender das frequéncias especificas de
alelos metilados no DNA recuperado de tecidos e fluidos, com um enriquecimento no
plasma de marcadores mais representativos das células tumorais que liberam os
fragmentos de DNA recuperados durante a coleta de sangue. Por outro lado, a
heterogeneidade do tumor pode n&o estar representada no fragmento utilizado para
a recuperacdo do DNA, principalmente quando o tecido disponivel é proveniente de
bidpsias®’.

Também tivemos a possibilidade de realizar o teste de deteccdo da metilacdo
em trés pacientes que tinham amostras de plasma poés-tratamento disponivel, e os
resultados para a deteccédo de cfDNA metilado coincidiram com os resultados de 2
dos 3 pacientes. O paciente com resultados discrepantes entre os niveis de cfDNA
metilado e a evolucdo esta em acompanhamento para investigacdo de uma possivel
metastase no pescoco, fato este que pode justificar o alto nivel de metilacdo no
cfDNA observado na amostra correspondente a ultima coleta desse individuo apos o
tratamento com resposta completa, sendo que a presenca da doenga sugere o
aumento de cfDNA metilado. Outros estudos sugeriram a possivel utilidade clinica

da aplicacdo da bidpsia liqguida no cenario do monitoramento e vigilancia de
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doencas, porém nosso grupo de pesquisa € o primeiro a recomendar essa hipotese
através da andlise de marcadores de metilagdo com fundamentos em ensaios
realizados com a metodologia de Droplet Digital PCR® 7% 13,

Outro objetivo deste trabalho era avaliar a deteccdo de variantes nas
amostras de plasma de pacientes com CEC de orofaringe por ddPCR. Quando
comparamos as frequéncias alélicas (VAF) do DNA mutado nas amostras de FFPE,
verificamos que elas estavam muito similares entre as metologias de ddPCR e NGS,
demonstrando que ambas apresentam resultados robustos e equivalentes. Garcia e
colaboradores compararam o desempenho de diferentes plataformas para a
deteccdo de mutacdes em amostras de cfDNA de pacientes com cancer colorretal e
cancer de pulmdo de ndo pequenas células, e verificaram que as frequéncias
alélicas entre a ddPCR e o NGS foram moderadamente correlacionadas (coeficiente
R? de 0,64 e 0,68 respectivamente)'3".

O estudo desenvolvido pelo grupo da UMC constatou a viabilidade da
deteccdo de mutacdes no gene TP53 encontradas no tumor em amostras de ctDNA
de pacientes com cancer de cabeca e pescoco através da ddPCR®. Em nosso
estudo, dos trés pacientes incluidos com amostras de plasma disponivel,
conseguimos detectar uma quantidade significativa de cfDNA mutado em duas
delas. Em um deles, verificamos um resultado concordante entre o nivel de cfDNA e
a evolucao. No entanto, para o outro paciente, um aumento de cfDNA foi observado
apos ele ter tido uma boa resposta ao tratamento. Isso pode ser decorrente a uma
resposta exacerbada a quimioterapia, resultando na lise de muitas células tumorais.
Um evento jA conhecido na literatura que poderia sugerir uma explicacdo é a
sindrome da lise tumoral (SLT). Esse episodio é frequentemente relacionado a
neoplasias hematoldgicas e consiste na destruicdo de células tumorais com a
liberacdo do seu contetdo no meio extracelular e pode acontecer espontaneamente
ou alguns dias antes ou ap0s o0 tratamento com agentes quimioterapicos

132135 Mesmo sendo um fenémeno raro em tumores solidos, foram

citotoxicos
verificados diversos casos de tumores que desenvolveram a SLT na literatura, como
por exemplo o céncer colorretal, hepatico, mama, pulmao, ovario, urologicos e
neurolégicos™*®. Portanto, é necessaria uma investigacdo mais detalhada desse
paciente para uma mais justificacdo mais exata sobre esse ocorrido.

Como proposto nos objetivos deste trabalho, nosso ultimo teste realizado foi a

analise de deteccdo de alteracOes genéticas caracteristicas do tumor em amostras
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pré-tratamento de lavado bucal de 4 pacientes com CEC de cavidade oral. Essa
etapa nao foi efetuada por meio da metodologia de ddPCR devido a diversidade de
variantes detectadas nas amostras e a necessidade da utilizacdo de um ensaio
especifico para cada uma delas, o que influenciaria diretamente no alto custo da
performance. Sendo assim, esse teste foi realizado através plataforma Illumina
MiSeq (lllumina Technologies, EUA) com o painel TruSight Tumor 15, que apresenta
dois dos genes identificados como mutados nas amostras desse estudo incluidos
nesse painel (TP53 e PIK3CA). Primeiramente realizamos a validagdo do exoma nas
amostras de tecido, onde todas as variantes encontradas previamente também
foram identificadas através desse painel, mas ao analisarmos as amostras de lavado
bucal, apenas conseguimos detectar a variante de interesse em uma das amostras.
A falha na deteccdo de DNA mutado nas amostras de lavado bucal pode ser
explicada por um problema de amostragem. O lavado pode néo ter recuperado
células tumorais e a maior parte do DNA recuperado pode ser de células normais.
Além disso, a técnica de sequenciamento utilizando o painel TruSight Tumor 15. ndo
foi otimizada para a deteccdo de variantes raras com baixa frequéncia,
principalmente em amostras com enriquecimento de células normais, sugerindo que
talvez esse ndo seja o painel mais adequado para deteccdo de mutacbes na
saliva™®.

Este estudo realizou a caracterizacdo e a analise de mutacdes somaticas em
amostras de tecido de uma coorte de tumores de carcinoma escamocelular de
orofaringe e cavidade oral de pacientes brasileiros. Nossos resultados foram
comparaveis as descobertas prévias de outros estudos, porém evidenciamos
algumas divergéncias quanto a frequéncia de mutacfes em alguns genes por se
tratar de uma populacdo miscigenada com diferencas nos habitos sociais e nas
caracteristicas socioeconomicas. Nossos resultados também validaram a relevancia
clinica da metilagcdo aberrante em alguns dos genes testados na carcinogénese dos
CECP.

Além disso, também mostramos a viabilidade de deteccéo de alteragbes em
cfDNA (mutacdo e metilacdo) em amostras provenientes de biopsia liquida. A
deteccdo de alteracdes moleculares cancer-especificas de forma menos invasiva
pode aumentar a precisdo da deteccdo do cancer de uma maneira mais
automatizada e répida quando comparada a avaliagdo histopatologica. A

possibilidade de validar esses dados através da analise em série com maior numero
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de casos, maior tempo de seguimento e coleta de fluidos durante o seguimento,
pode impactar em uma melhor estratificacdo do prognéstico desses pacientes e
contribuir para uma abordagem de tratamento personalizado de pacientes brasileiros
com CECP. Apos validagéo, os achados também podem ser Uteis em uma vigilancia
Nao invasiva e mais precisa e no monitoramento da doenca.

Nosso estudo apresentou algumas limitagdes como a andlise apenas de
mutacdes e ndo das alteracdes no numero de copias (CNAS), o que pode interferir
nas comparacfes com diversos estudos que avaliaram esses eventos. O pequeno
namero de marcadores testados teve um impacto importante nos niveis de
sensibilidade. Os métodos de larga escala aplicados as amostras de plasma
permitirdo uma triagem mais abrangente para os marcadores serem validados por
meio do ddPCR e melhorarédo a probabilidade de deteccdo e uso de met-ctDNA em
um ambiente clinico. Além disso, 0 pequeno nimero de casos incluidos em nossa
coorte de pacientes e as coletas com pouco tempo de acompanhamento foi outra
limitacdo. Portanto, seria interessante a confirmacdo dos nossos resultados em um
namero maior de amostras, além de amostragem sisteméatica de acompanhamento.
Apesar disso, essas limitagdes ndo influenciaram na relevancia dos resultados

apresentados.
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7  CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo caracterizar alteracdes genéticas e
epigenéticas em amostras de tumor e fluidos corporeos de pacientes com CECP,
tratados no Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescoco do Hospital de Cancer

de Barretos.

Noés concluimos que:

o Foi caracterizado o perfil de mutacbes somaticas do exoma completo em
amostras de CEC de cavidade oral, bem como a detec¢cdo de mutacBes de um
painel de genes frequentemente mutados em CECP em amostras de CEC de
orofaringe.

o Foi realizada a deteccdo da metilacdo dos genes CCNA1l, CDH8, DAPK e
TIMP3 em amostras de CEC de orofaringe.

o Nossos resultados indicam que os pacientes brasileiros com cancer de cabeca
e pescoco demonstraram um perfil clinico e molecular similar em relagdo a
populacdes frequentemente avaliadas por outros estudos (predominantemente
européia). Os genes mais frequentemente mutados em nossa populacdo foram os
genes TP53 e CDKN2A, comumente associados aos tumores de cabeca e pescoco
induzidos pelo tabaco, resultado condizente com a alta prevaléncia de tabaco nos
pacientes avaliados.

o Mutacdes nos genes NOTCH1 e PTEN foram associadas a recorréncia tumoral
em pacientes com CEC de orofaringe.

o O gene TP53 foi o mais frequentemente mutado nos tumores de cavidade oral,
resultado condizente, mais uma vez com a alta prevaléncia de pacienets tabagistas
avaliados neste estudo, seguido por KMT2D.

o Mutacbes em CDKN2A e NFE2L2 em pacientes com CEC de cavidade oral
foram associadas a uma menor sobrevida livre de recorréncia.

o Confirmamos a alta frequéncia de metilagdo em genes previamente descritos
como associados a carcinogénese da cabeca e pescoco utilizando a metodologia de
PCR digital.

o Metilacdo do gene CCNAL foi associada a presenca de recorréncia tumoral em

pacientes com cancer de orofaringe e a auséncia de metilacdo do gene TIMP3 foi
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associada a auséncia de linfonodos positivos, consentindo com o que foi identificado
em estudos anteriores.

o Nossos resultados sugerem a viabilidade de detectar alteragdes moleculares
em amostras de plasma de pacientes com CEC de orofaringe utilizando a
metodologia de ddPCR.

o A presenca de cfDNA com alteragBes cancer especificas em amostras de
plasma coletadas no seguimento mostraram correlagdo com a evolucdo dos

pacientes.

Logo, as descobertas moleculares desse estudo podem fornecer informacdes
Uteis para a determinacdo de novas abordagens que tornem o tratamento dos
pacientes com tumores de cabeca e pescoco personalizado, levando em
consideracdo a heterogeneidade dessas neoplasias. Sendo assim, podemos
observar a possibilidade da aplicagdo da ddPCR na rotina clinica apos validacdes
futuras, contribuindo para um melhor e mais amplo manejo dos pacientes

acometidos por esses tumores.
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RESUMOC

O carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco (CECP), também conheddo como carcinoma de células

escamosas ou espinocelular (CEC), tem como principal fator de risco o consumo de alcool e tabaco, além,
de estar associado a infeccio pelo virus do papiloma humano (HFY), sobretudo em tumores de orofaringe.

Estes tumores sao comumente associados a altas taxas de incidéncia, morbidade e mortalidade. Além

disso, sua_he i iolHgi 2 clinica ibui grande complexidade no manejo destes

pacientes, que pcudem ew:uluw de fommas ciferentes mesmo quando apresentam lesfes similares tratadas da

mesma forma. Os frequentes episddios de recidivas locais e desenvolvimento de segundos tumores

primérios agravam ainda mais o quadro da doenca, impactando nas taxas de sobrevida e na gualidade de

vida destes pacientes.Portanto, a identificacdo de marcadores moleculares que pemitam uma melhor
classificacio destes padentes de acordo com a sua evolucdo clinica e gque possam ser avaliados em fluidos

corporeos, diminuindo a necessidade de realizacio de bidpsias diagnasticas invasivas durante o seguimento

destes pacientes, pode melhorar a escolha da conduta clinica em relacdo ao manejo do paciente. Desta

forma, o presente estudo tem por objetivo caracterizar alteraces genéticas e epigenéticas
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em genes especificos em amostras de tumor e fluidos corporeos de pacientes com CECP tratados no
Departamento de Cirurgia de Cabeca e Pescoco do Hospital de Cancer de Barretos. Espera-se com os
resultados encontrados, ser possivel identificar alteracBes em genes especificos importantes para a
carcinogénese nestes tumores e avalia-los como marcadores de resposta ao tratamento e de
monitoramento durante o seguimento destes padentes, como uma estratégia de melhor escolha da conduta
a ser adotada na deds3o do tratamento e da forma de seguimento, permmitinds melhora na qualidade de vida
e nas taxas de sobrevida.

INTRCDUCAD

Os carcinomas de cabeca e pescoco se encontram entre as dez neoplasias humanas mais freguentes,
nommalmente reladonados a altas taxas de morbidade e mortalidade, com inddéncia anual mundial de
aproximadamente G30.000 casos (Duwwuri and Myers, 2009; Vigneswaran and pVilliams, 2014). Segundo o
estudo de Shield e colaboradores (2017 ) utilizando dados do GLOBOCAN, foram estimados para 2012,

520.500 (3,8%) novos casos de CECP e 202.200 (3,6%) obitos no mundo no periodo de 2012 (Shield et al.,
2017). Estes tumores podem se manifestar na cavidade oral, orofaringe, nasofarnnge, hipofarnge ou laringe,
e 95% destes tumores sao do tipo histopatologico de carcinoma de células epidemrmoides, com surgimento
no epitélic escamoso que recobre o trato aerodigestivo superior (Duvvuri and Mvyers, 200900
desenvolvimento de tumores de cabeca e pescoco envolve fatores ambientais, alimentares e genéticos.
Sabe-se gue, nos paises desenvolvidos, 75% dos tumores de cabeca e pescoco s3o causados pelo uso do
tabaco e do alcool, considerados os principais fatores de risco da doenga, e quando associados podem
potencializar os efeitos oncogénicos da mucosa (Shield gt al., 2017 Duvvuri and Myers, 2009; Vigneswaran
and Williams, 2014). Logo, avaliaghes médicas de rotina s3o essenciais para a prevencio do cancer, mas
ainda assim nao substituem os beneficios da suspensdo do tabagismo e etilismo (Saldanha, 2012).
Enguanto a taxa de tumores de laringe, cavidade oral e hipofaringe tém diminuido, gragas a uma ténue
reducio desses fatores de risco tradicionais, a incidéncia dos tumores de orofaringe vem crescendo, com
um aumento populacional de 225% entre 19384 e 2004 (Chaturvedi gt al., 2011); Leemans, 2011; Saldanha,
2012). Estes podem estar associados a infeccdo pelo virus do papiloma humano (HPV), com o contato
sexual como principal forma de transmissdo. Em paises em desenvolvimento, a infecgdo por HPVY esta
presente em 17% a 56% desses tumores, e em 13% dos casos em paises subdesenvolvidos. (Gillison et al.,
2008; Shield et al., 2017). Desta forma, duas vias distintas de carcinogénese podem ser observadas em

tumares,
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de cabeca e pescoco: a via associada aos efeitos carcinogénicos do tabaco e a via associada com a
infeccio pelo HPV. Ambas as vias provocam diversas alteracBes genéticas e epigenéticas nas diferentes
etapas de evolucio maligna (Romagosa et al., 2011). O tabaco e o etanol apresentam muitas substandas
guimicas potencialmente carcinogénicas (como o acetaldeido, M-nitrosaminas e uretano), gue podem
aumentar a permeabilidade a outros carcindgenos ou lesionar diretamente as células da mucosa
(Castellsague ef al., 2004). J& o processo de malignizacio celular relacionada a infeccio pelo HPV é
mediado pelas oncoproteinas virais E6 e ET7. A associacio da oncoproteina E6 com a proteina ubiguitina-
ligase E3, induz a degradacio da proteina supressora tumoral p53, causando a desregulacio dos pontos de
parada do ciclo celular G1/S e G2/ além de outros eventos gue levam a instabilidade gendmica como o
ndo recrutamento do sistema de reparo e a inibicido da inducio de morte celular. Ja a oncoproteina E7
promove a degradacio por ubiguitinacio da proteina retinoblastoma (pRb), que também contribui para o
desequilibric da fase G1/5, bem como a liberacio dos fatores de transcricdo E2F com conseguinte
transcricio dos genes da fase S e inducdo da proliferacido. A proteina pRb regula negativamente a
expressao de pl6, proteina inibidora de guinase dependente de cidina. Assim, a inativacio de pRhb leva ao
aumento de pl16, observado em tumores HPY pasitivos (Alazawi et al., 2002; Parkin et al., 2005; Dvson &t
al., 19a89; Lingen et al., 2013).Estudos apontam algumas diferencas dinicas, bioldgicas e epidemiolagicas
entre pacientes com CECP HPV positivos e HPW negativos. Epidemiologicamen(e, os casos HPV negativos
geralmente sio representados por individuos com mais de 60 anos de idade gue fazem uso excessivo de
tabaco e alcool e com um prognostico desfavoravel. Ja os casos positivos para HPV compreendem
pacientes do sexo masculino, jovens, nao-tabagistas (ou com baixa carga tabagica) e nao-etilistas, com
tumores com estadiamento entre Il ou IV, com T inicial e categoria M avancada, além de possuirem
mestastases linfonodais e cisticas em varios niveis (Chaturvedi et al., 2011; Gillison et al., 2000a; Gillison et
al., 2008; Goldenberg et al., 2008; Hafkamp et al., 2008). Parte desses padentes apresenta melhor resposta
ao tratamento e uma boa evolugio, entretanto alguns casos podem apontar uma evolucio desfavoravel, se
assemelhando com aqueles individuos com negatividade para a infeccao viral (Ang et al., 2010). Em geral,
CECF HPFV positivos estdo associados a um perfil molecular caracterizado pela presenca de TF53
selvagem, baixos niveis de pEb e aumento da expressio de p16. J3 os tumores HPY negativos
frequentemente apresentam mutag@es no gene TP53, niveis aumentados de pRE e p16 hipoexpressa
devido 85 mutactes pontuais, metilacio e delecio homozigbtica deste gene. Gillison gt al., através de
estudo retrospectivo sobre o papel etioldgico do HPY em CECP, verificou gue, em uma coorte de 253
pacientes, o gene TP53 se apresentou mutado em 63% dos casos de tumores
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negativos para o HPV e em apenas 10% dos casos positivos para o virus, confirnando tal caracterdzacio
(Bovle et al., 1993; Gillison et al., 2000; Hafkamp et al., 2008; Psvrri et al., 2011; Reed et al., 1996}
Considerando que os CECF s3o altamente heterogéneos em relacdo a sua etiologia, evolugio glinica e,
prognistico, existe um interesse crescente em investigar se tal heterogeneidade pode ser atribuida a
diferencas moleculares. A busca por alteractes somaticas gque influenciam a iniciacio, manutencio e
progressao de tumores & uma ferramenta Util na identificacio de caracteristicas especficas que auxiliern na
definicio de subgrupos de pacientes com evolugbes clinicas distintas e na identificacio de novos alvos
terapéuticos. Recentermnente, um melhor entendimento da progressio molecular dos CECP tem sido possivel
através da publicacio de estudos gque caracterizaram o espectro de mutagies de CECP através do
seguenciamento completo do exoma de aproximadamente 300 amostras destes tumores (Agrawal et al,
2011; Lui et al., 2013; Pickering et al., 2013; Stransky et al., 2011). Estes estudos mostraram gue os CECF
s3o caracterizados por um alto grau de heterogeneidade intertumoral, confirmando sua complexidade
biologica, e foram capazes de identificar genes supressores tumorais e oncogenes frequentermente mutados,
cuja desregulacio afeta vias de sinalizacBo criticas para a integridade gendmica e a diferenciacio do
epitélio, podendo representar eventos genéticos dominantes na carcinogénese dos CECP (Mountzios gt al,
2014).0s dados destes trabalhos validaram o papel dominante de alguns genes pertencentes a vias
envolvidas no processo de patogénese destes tumores, incluindo P16, PTEN]|RB1 e TP53 (supressores
tumorais); PIK3CA e HRAS (transducio de sinal); NOTCH1, TPE3 e IRFE (desenvolvimento e manutencio
do epitélio estratificado), FBXWT (ubiquitinizacio); NSD1, EZHZ2 e MLL2 (metiacio de histonas), CASF3
(apoptose, necrose, inflamacdo) e FAT (polarizacio e migracdo celular) (Agrawal et al., 2011; Kandoth &t
al., 2013; Lui et al., 2013; Pickering et al., 2013; Stransky et al., 2011). Mais recentemente, 279 casos de
tumores de cabeca e pescoco foram avaliados pelo The Cancer Genome Atlas (TCGA) e compilados em
uma publicagio. O TCGA € um consdrcio coordenado pelo Instituto Madonal do Cancer (MCI) e o Instituto
Macional de Pesquisas do Genoma Humano (MHGRI), gue tem como objetivo uma melhar caracterzacio
gendmica na area oncologica, contendo informacbes de 33 tipos de cancer até o momento. Em CECF, os
resultados confirnam a relevincia de muitos dos genes encontrados nos estudos anteriores para o processo
de carcinogénese dos tumores de CP (Cancer Genome Atlas, 2015).Além disso, o estudo publicado por
Agrawal e colaboradores e o publicado pelo TCGA realizaram a comparacio do perfil de mutagbes entre
tumores HPY positivos e negativos e verficaram que a frequéncia de mutaces nos casos positivos para
HPV & inferor quando comparada aos HPY negativos. Provavelmente, os tumores associados ao tabaco
apresentamum
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acumulo de alteraches genéticas necessarias para gue ocorra o processo de cardnogénese, ja que nestes
casos, Ndo ha o efeito oncogénico do virus nessas células (Agrawal et al., 2011)] Contudo, g estudo de Luie
colaboradores encontroy mutacdes no gene PIK3CA em 20% dos pacientes com CECP HPV-positivos,
enguanto o arigo do TCGA encontrou este gene mutado em 56% dos casos HPV-positivos e em apenas
34% dos casos HPV-negativos (Lui et al., 2013; Cancer Genome Atlas M, 2015). Estes dados sugerem que_
o processo de malignizacio celular de uma parcela dos tumores HPFV-positivos seja induzido pela atividade
das oncoproteinas virais, levando a mutactes deste gene e a perda de fungio de p53 e pRb (Lui et al,
2013). Qutra alteracdo molecular comumente encontrada em tumores de cabeca e pescogo € a metilacio
aberrante de genes supressores tumorais. A metilagdo do DA € uma alteracido epigenética que consiste
em uma modificacio guimica reversivel no materal genético que altera a estrutura da cromatina, e, dessa
fomma, provoca a inibicdo da transcricdo de alguns genes. Esse evento consiste na adigdo de um radical
metil {CH3) em bases nitrogenadas citosinas (C) localizadas a §' de guaninas (G), principalmente nas ilhas
Cp3 (regifes com dinuclectideos “CG", localizadas nas regifes promotoras dos genes), cuja reacgdo
catalisada pelas enzimas DMA metiltransferases (DMMTs) (Schuebel et al., 2007; Bavlin et al., 2001;
Esteller, 2000). Em tumores, a hipermetilacdo € mais recorrente do que a hipometilacdo, blogueando a
transcricdo de genes supressores tumorais, alem de genes associados 8 metastase, ao reparo do DMA, ao
controle da angiogénese e ao ciclo celular (Esteller gt al., 2001). Cbservou-se recentemente gue
aproximadamente 5% da regido promotora de alguns genes conhecidos se encontravam hipenmetilados em
tumores sdlidos (Oliveira gl al., 2010; Schuebel et al., 2007). A andlise do status de metilacido dos genes
CCHNAYT, TIMP2, DAPK e DCC, relevantes ao processo de cardnogénese tem sido avaliada em CECP por
diversos grupos. Os resultados mostram que a metilacio destes genes esta envolvida com o processo de
carcinogénese nestes tumores, inclusive, estando assodada com o prognostico destes pacientes (Carvalho
et al., 2006; Carvalho et al., 2011; Rettori et al., 2013). A bidpsia liguida & definida pela utilizacdo de fluidos
corporeos (sangue, urina, saliva dentre outros) contendo material genético proveniente da regifio tumoral e
termn sido Util na busca por biomarcadores para uma gama de malignidades, bem como em CECP. Estes
trabalhos tém como principal objetivo identificar nestes fluidos, alteracbes especficas de células tumorais,
possibilitando o monitoramento da doenca nestes individuos, seja para avaliar a resposta ao tratamento
proposto ou para identficar, de forma precoce, recidivas e novos tumores primarios. A bidpsia liquida tem
como prindpal vantagem em relacio & bidpsia de tecido, a avaliacio de marcadpres moleculares através de
técnicas de alta acuracia em amostras coletadas de forma pouco invasiva durante o seguimento destes
pacientes. Sabendo-se que as
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alteracties moleculares muitas vezes precedem as alteracBes detectaveis por métodos histopatologicos,
testes moleculares em bidpsia liquida tornam possivel a deteccio de alteracfes cancer-especificas antes
gue os pacientes tenham sinfomas, aumentando as chances de deteccio de novos tumores ainda em fase
inicial e reduzindo a necessidade de biopsias teciduais para o estabeledmento de diagndsticos (Wang et al.,
2015). Técnicas altamente sensiveis, como PCR digital e sequenciamento de nova geracio (NGS),
nomalmente s3o empregadas complementammente para a andlise quantitativa de amostras contendo DMNA& e
RMA gue se desprenderam das células, exossomas e células tumorais circulantes (CTCs), destacando a_
alta predsdo destas técnicas na deteccdo de provaveis mutagbes ou variantes somaticas (Siravegna et al,
2017). Wang e colaboradores exploraram o potencial da deteccio de DMNA tumor-especifico como
biomarcador para CECP através da analise de amostras de tumor, saliva e plasma de 93 pacientes. Os
autores buscaram nas amostras de fluidos corpdreos a presenca de alteracBes somaticas e de DNA do virus
do papiloma humano e identficaram estas alteracies em 96% dos 47 pacientes avaliados, sendo 10 casos
com tumores iniciais e 37 avancgados. Quando as analises foram segregadas por sitio, o DNA do tumor foi
detectado em 100% (n = 15), 91% (n = 22), 100% (n =7) e 100% (n = 3) de pacientes com tumores de
cavidade aral, orofaringe, laringe e hipofaringe, respectivamente. Ma saliva, o DMNA tumaral foi encontrado
em 100% dos pacientes com cancer de cavidade oral e em 47 a 70% dos padentes com cancer de outros
sitios. Mo plasma, o DMA do tumaor foi encontrado em 80% dos pacientes com cincer de cavidade oral e em
86 a 100% dos pacientes com cancer de outros sitios. Além disso, o DMA tumoral na saliva foi encontrado
em amostras coletadas pos-cinurgia em trés padentes antes do diagnostico clinico de recorréncia, mas em
nenhum dos cinco pacientes sem recorréncia (Wang et al., 2015). A identificacio de marcadores
moleculares que possam classificar estes pacientes de acordo com sua evolugio e a possibilidade de
seguimento, pode confribuir para o melhor manejo destes individuos e possibilitar a deteccio precoce de
novos tumores. Sendo assim, este estudo se propte a analisar o perfil de metilacdo e mutacio de genes
especificos em amostras tumorais de CECP e assodar estas alteracbes com informacies dinicas destes
pacientes. Além disso, sera avaliada a possibilidade de deteccio das alteragfies moleculares encontradas
nos tumores, em amostras de bidpsia liguida (plasma e saliva) coletadas antes do tratamento destes
mesmos pacientes. Os tumores de cabeca e pescoco sao frequentemente associados a altas taxas de
morbidade e mortalidade no mundo. Apesar dos recentes avancos no entendimento da epidemniclogia e da

patogénese e nas modalidades de tratamento dos CECP, as taxas de sobrevida
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tém melhorado pouco nos Ultimos 40 anos (Gupta et al., 2009). © aumento no numero de casos de CECP
em individuos mais jovens, a grande necessidade de terapias com efeitos toxicos mais agressivos, como a
quimic-radioterapia, o comprometimento funcional e estético provocado por procedimentos cirdrgicos
complexos e o frequente desenvolvimento de recidivas, muitas vezes fatais, s3o0 os fatores detemminantes da
[1ecessidade de um melhor entendimento das alteracfes moleculares envolvidas com a carcinogénese
destes tumores.Atualmente, os médicos dependem primadamente do estadio tumoral para tomar decisbes
em relacdo 8 melhor escolha terapéutica para pacientes com cancer de cabeca e pescogo. No entanto,
pacientes com tumares em mesma localizacio e com o mesmo estadio e tratados com um mesmo protocolo
podem apresentar evolugbes distintas. Alem disso, a deteccio de recidivas e novos tumores primarios
durante o seguimento destes pacientes ocorre, muitas vezes, quando estas lesdes ja se apresentam num
estagio muito avancado, diminuindo as chances de tratamento curativo. A heterogeneidade dos CECP
guanto & sua biologia, evolugdo glinica e prognostice esta frequentemente associada s falhas no
tratamento e na deteccio precoce de novos tumores. Desta forma, a caracterizacdo molecular destes
tumores e a identificacio de marcadores moleculares que melhor caracterizem estes pacientes em
subgrupos de acorde com sua evolugio clinica e que possam ser detectados em fluidos corpareos, sem a
necessidade de bidpsias teciduais, pode auxiliar no manejo mais adequado destes individuos. Além disso,
nenhum trabalho realizou a caracterizacio molecular de uma série de alvos moleculares em amostras de
tumor de cabeca e pescoco da populacio brasileira da forma como é proposta neste estudo. Levando-se,,
em conta gque, a populacdo de pacientes brasileiros com tumores de cabeca e pescogo apresenta
caracteristicas distintas de outras populaches comumente avaliadas em estudos como este. Padentes com
avangado, diminuindo as chances de cura. Além disso, enguanto em outros paises tem sido observada uma
diminuicio no habito de tabagismo, a maioria dos pacientes tratados no Hospital de cancer de Barretos sdg,
tabagistas. Diante disso, este estudo pretende identificar provaveis biomarcadores moleculares de pacientes
portadores de CECP de uma populacio de pacientes tratados nesta instituicio em amostras de tumor e de
fluidos comdreos, visando uma melhor caracterizacio de subgrupos com diferente prognostico e a deteccio
de alteracBes cancer-especificas em amostras coletadas de forma nio-invasiva. Espera-se gue os
resultados obtidos possam ser utiizados na pratica clinica para um melhor delineamento do prognostico,
Hiagnostico precoce e seguimento, para gue seja possivel conceder uma melhor qualidade de vida e
sobrevida aos pacientes.

Bairro: Dr. Paulo Prats CEP- 14.754-400
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HIPOTESE

Os tumores de cabeca e pescoco 530 frequentemente associados a altas taxas de morbidade e mortalidade
no mundo. Apesar dos recentes avancos no entendimento da epidemiologia e da patogénese e nas
modalidades de tratamento dos CECP, as taxas de sobrevida tém melhorado pouco nos Gltimos 40 anos
(Gupta et al., 2009). © aumento no nimero de casos de CECP em individuos mais jovens, a grande
necessidade de terapias com efeitos toxicos mais agressivos, como a guimio-radioterapia, o
comprometimento funcional e estético provocado por procedimentos cirdrgicos complexos e o frequente
desenvolvimento de recidivas, muitas vezes fatais, 530 os fatores determinantes da necessidade de um
melhor entendimento das alteragbes moleculares envolvidas com a carcinogénese destes
tumaores. Atualmente, os médicos dependem primariamente do estadio tumoral para tomar decistes em
relacdo & melhor escolha terapéutica para pacientes com cancer de cabeca e pescoco. Mo entanto,
pacientes com tumores em mesma localizacio e com o mesmo estadio e tratados com um mesmo protocolo
podem apresentar evoluctes distintas. Além disso, a deteccio de recidivas e novos fumores primarios
durante o seguimento destes pacientes ocorre, muitas vezes, guando estas lesdes ja se apresentam num
estdgio muito avancgado, diminuindo as chances de tratamento curativo. A heterogeneidade dos CECP
guanto 3 sua biologia, evolucdo clinica e prognostico estd frequentemente associada as falhas no
tratamento e na detecgio precoce de novos tumores. Desta forma, a caracterizac3o molecular destes
tumores e a identificacdo de marcadores moleculares que melhor caracterizem estes pacientes em
subgrupos de acordo com sua evolugio clinica e que possam ser detectados em fluidos corporeos, sem a
necessidade de bidpsias teciduais, pode auxiliar no manejo mais adequado destes individuos. Além disso,
nenhum trabalho realizou a caracterizacdo molecular de uma série de alvos moleculares em amostras de
tumaor de cabeca e pescoco da populacio brasileira da forma como € proposta neste estudo. Levando-se
em conta que, a populacio de pacientes brasileiros com tumores de cabeca e pescoco apresenta
caracteristicas distintas de outras populagbes comumente avaliadas em estudos como este. Padentes com
tumores de cabeca e pescogo no Brasil geralmente sdo diagnosticados com tumores em estadiamento
avancado, diminuindo as chances de cura. Além disso, enquanto em outros paises tem sido observada uma
diminuicio no habito de tabagismo, a maioria dos pacientes tratados no Hospital de cancer de Barretos sig,
tabagistas. Diante disso, este estudo pretende identficar provaveis biomarcadores moleculares de pacientes
portadores de CECP de uma populacio de pacientes tratados nesta instituicio em amostras de tumor e de
fluidos corpdreos, visando uma melhor caracterizacio de

Enderego:
Bairro: O
UF: 5P

Telefone:

E-mail: cep@hcanc
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subgrupos com diferente prognostico e a deteccio de alteracbes cancer-especificas em amostras coletadas
de fomna ndo4dnvasiva. Espera-se que os resultados obtidos possam ser utilizados na prafica clinica para um
melhar delineamento do prognostico, diagnostico precoce e seguimento, para que seja possivel conceder
uma melhor qualidade de vida e sobrevida aos pacientes.

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVO PRIMARIO

Caracterizar alterages genéticas e epigenéticas de genes especificos em amostras de tumor e fluidos
corporens de pacientes com CECP, tratados no Departamento de Cinurgia de Cabeca e Pescoco do Hospital
de Cancer de Barretos.

OBJETIVO SECUNDARIO

1. Caracterizar alteragfes moleculares baseadas em metilagdo e mutagdo de genes especificos
selecionados por sua relevidncia no processo de carcinogénese em amostras de tumor de pacientes
acometidos por CECP.

2 Verificar se existe associacdo entre o perfil de metilacio e de mutagbes encontrado nas amostras
tumorais e as caracteristicas clinicas destes pacientes.

3 Awvaliar a viabilidade de deteccio de alteracbes moleculares encontradas nas amostras de tumor
avaliadas em amostras de plasma e saliva coletadas destes mesmos pacientes antes do tratamento.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
RISCOS

Sob o ponto de vista ético, o estudo confere risco minimo, caracterizado pela quebra eventual de sigilo.
Contudo os pesquisadores comprometem-se a presendar a privacidade dos paridpantes de pesqguisa,
garantindo que os dados coletados serdo utilizados Unica e exclusivamente para a execugao do projeto em
questdo, e que as informacdes divulgadas, de maneira nenhuma identifiguemn o participante de pesquisa.

BENEFICIOS
Enderego: Rua Antenor Duarte Vilela, 133
Bairro: Dr. Paulo Prata CEP- 14.754-400
UF: 5P Municipio: BARRETOS
Telefore: {17)3321-03247 Fax: (17)3321-6600 E-mail: cepi@hcancerbarmatos com b
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Mao ha beneficio direto para o paciente paticipante do estudo. O potencial beneficio do estudo para a
sociedade € a melhor caracterizacio das alteraces moleculares dos tumores de cavidade oral e orofaringe,
sua possivel associacdo com caracteristicas clinicas dos pacientes e a possibilidade de detecta-las em
fluidos corporeos, podendo viabilizar a utilizagio das metodologias aqui utiizadas na pratica dinica visando
um melhor manejo destes pacientes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
- Projeto bem escrito e bem embasado cientificamente;

- Trata-se de um estudo observacional com coleta retrospectiva gue sera desenvolvido no Centro de
Pesqguisa em Cncologia Molecular (CPOM). Serd avaliada uma amostra de convenigéncia composta por 50

superior a 18 anos);

- Serdo incluidos pacientes com amostras d|spnn|v9|s no Biobanco desta instituicao HWLM

- Dados clinicos dos pacientes incluidos, assim como levantamento de dados demograficos e de habitos de

pida serdo adguiridas por pesquisa em prontuarios e preenchimento de uma ficha para coleta de dados
clinicos e demograficos;

- Metodologia: painel genico (14 genes) em material gemminative fins de comparacio) e somatico; ghSP
quantitativa (metilagio de 5 genes); PCR digital em saliva e plasma para avaliacio de alteragdes
maoleculares identificadas no tumaor;

- Foi solicitada a dispensa de TCLE sob a seguinte justificativa: "Solicita-se ao Comité de Etica desta
instituicio a dispensa do Temmo de Consentimento Livre e Esclarecido, em razio desta pesquisa apresentar
carater retrospectivo e ainda representar riscos minimos para os participantes, sendo estes inerentes a
quebra acidental da confidencialidade dos dados, e por tratar de levantamento de dados junto & prontudros
e nao ser possivel o contato com os

E|1cere-|; Rusa Antenor Duarte Vilkels, 1331

Bairro: Dr. Paulo Pratas CEP: 14.754-200

UF: 5: Municipio: BARRETOS

Telefone: [17)3321-0347 Fax:(17)3321-6600 E-mail: cepi@hcancerbamatos.combr
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Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
Todos ostermos foram adeguadamente apresentados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Sem dbices éticos.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Q. Comité de Ftica em Pesquisa da Fundagio Pio X1l — Hospital do Céncer de Barretos de acordo com as
atribuicies definidas na Resolugio CNS 466/2012 e na Morma Operacional M®001/2013 do CMS, manifesta
-5e pela APRC}VAQEG do projeto de pesguisa proposto.

Solicitamos que sejam encaminhados ao CEF:

1. Relatorios semestrais, sendo o primeiro previsto para 14/06/2018.

2. Comunicar toda e qualguer alteraco do Projeto e Temmo de Consentimento Livre e Esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusdo de participantes deve ser temporariamente interrompida até a aprovacio do
Comité de Etica em Pesguisa.

3. Comunicar imediatamente ao Comité qualguer Evento Adverso Grave ocorfido durante o desenvolvimento
do estudo.

4. Para projetos gue utilizam amostras criopreservadas, procurar o BIOBANCO para inicio do
processamento.

5. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidas em local seguro por 5 anos,
apos conclusio da pesguisa, para possivel auditoria dos orgdos competentes.

6. Este projeto esta cadastrado no CEP-HCB sob o ndmero 1506/2017.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguiva FPostagem Autar | Situa¢§u|
Enderego: Fus Antenor Duarte Vilela, 133
Bairro: Dr. Paulo Prats CEP: 14.784-400
UF: 5P Municipic: BARRETOS
Telefone: {17)3321-0347 Fax:{17)2321-6600 E-mail: cepi@hcancerbametos combr
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Informaches Basicag PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 21112017 Aceito

do Projeto ROJETO_ 1026654 pdf 15:18:56

Declaracio de declaracaopesquisador.jpag 21M11/2017 | Lais Machado de Aceito

Pesguisadores 15:14:33 | Jesus

Cutros CASOSBICBANCO xlsx 18M11/2017 | Lais Machado de Aceito
18:01:52 |Jesus

Projeto Detalhado/ | PROJETOFLATAFORMABRASIL. pdf 18M11/2017 | Lais Machado de Aceito

Brochura, 17:59:37 | Jesus

Declaracao de mabinplataforma. pdf 1812077 [Lais Machado de Aceito

Manuseio Material 175831 | Jesus

Biolagico!

Biorepositorio/

Biobanco

Cutros declaracaocienciadeestudao.jpg 14/11/2017 | Lais Machado de Aceito
114443 |Jesus

Cutros declaracaofinanciamento. jpa 14/11/2017 | Lais Machado de Aceito
114256 |Jesus

Folha de Rosto folhaderosto. pdf 14/11/2017 | Lais Machado de Aceito
114032 | Jesus

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdoda CONEP:

Mao

BARRETOS, 14 de Dezembro de 2017

Assinado por:
Maicon Fernando Zanon da Silva
[Coordenador)
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Anexo B

Ficha para coleta de dados clinicos e demogréaficos (CEC orofaringe).

Hospital Cancer Barretos - Cirurgia de Cabeca e Pescoco

1 Registro Hospitalar 1
N
5 ome 2
Data de nascimento 3
3 DD/MM/AA
4 Sexo 4
1-Masculino 2-Feminino
Raca 5
> 1-Branca 2-Amarela 3-Negra 8-Outro 99-Ignorado
6 Tabagismo 6
0-N&o 1-Sim 99-Ignorado
2 Etilismo 7
0-N&o 1-Sim 99-Ignorado
8 Data admisséo 8
DD/MM/AA
Biopsia pré-tratamento 9
9 0-Nao fez 1-Sim 99-Ignorado
Numero AP Bidpsia
10 10
11 Subtipo Histolégico 10
Local do tumor
CID
12 10
Estadiamento T 11
13 0-TO 1-T1 2-T2 3-T3 4-T4a 5-T4b 6-TX 99-Ignorado
14 Estadiamento N 12
0-NO 1-N1 2-N2a 3-N2b 4-N2c¢ 5-N3 6-NX 99-Ignorado
1 Estadiamento M 13
> 0-MO 1-M1 3-MX 99-Ignorado
Tratamento inicial realizado
0-N&o tratou 1-Cirurgia 2- Qt neo ou indugdo 3- Concomitancia (RT/QT)
4- RT exclusiva 99-Ignorado
16 14
17 Intencéo do tratamento 15
1-Curativa 2-Paliativa
Data inicio tratamento 16
18 DD/MM/AA
Protocolo de Preservagao de 6rgéos
19 1-Sim 2-Néo
> QT inducéo 17
0 0-N&o Fez 1- CDDP + paclitaxel 2- outro
21 Nimero de ciclos de Qt indugéo
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Data Inicio Qt inducéo

22
23 Data Término Qt inducéao
Resposta RECIST sitio primério
24 0-RC 1-RP 2- DE 3- PD 88- né&o se aplica 99-Ignorado
25 Resposta RECIST pescogo
0-RC 1-RP 2- DE 3- PD 88- néo se aplica 99-Ignorado
25 QT concomitancia

0-N&o Fez 1- cisplatina 2- carboplatina 3- outro
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Anexo C

Ficha para coleta de dados clinicos e demogréaficos (CEC cavidade oral).

Hospital Cancer Barretos - Cirurgia de Cabeca e Pescoco

Registro Hospitalar 1
1
Nome 2
2
Data de nascimento 3
3 DD/MM/AA
Sexo 4
4 1-Masculino 2-Feminino
Raca 5
5 1-Branca 2-Amarela 3-Negra 8-Outro 99-Ignorado
Tabagismo 6
6 0-N&o 1-Sim 99-Ignorado
Etilismo 7
7 0-N&o 1-Sim 99-Ignorado
Data admisséao 8
8 DD/MM/AA
Traqueostomia prévia 9
9 0-N&o 1-Sim 99-Ignorado
Local do tumor 10
CID
10
Estadiamento T 11
11 0-TO 1-T1 2-T2 3-T3 4-T4a 5-T4b 6-TX 99-Ignorado
Estadiamento N 12
12 0-NO 1-N1 2-N2a 3-N2b 4-N2c 5-N3 6-NX 99-Ignorado
Estadiamento M 13
13 0-MO 1-M1 3-MX 99-Ignorado
Tratamento realizado 14
14 0-N&o 1-Cirurgia 2-Rxt 3-QT 4-Outro
Intencgdo do tratamento 15
1 5 1-Curativa 2-Paliativa
Data inicio tratamento 16
16 DD/MM/AA
Radioterapia 17
17 0-N&o 1-Pré 2-Pds 3 -Exclusiva 88-N&o Especificado
Dose 18
18 cgy
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Data inicio Rxt 19
19 DD/MM/AA
Data final Rxt 20
20 DD/MM/AA
Quimioterapia 21
21 0-Nao 1-Adjuvante 2-Neoadjuvante 3-Concomitante Rxt
4-Exclusiva 88-Nao Especificado
Cirurgia do tumor primario 22
22 0-N&o Realizou 1-Ressecc¢éo 2- Resseccado + esvaziamento cervical
Esvaziamento ipsilateral 23
23 0-N&o 1-Radical 2-Radical Modificado 3-Seletivo 4-Outro
Esvaziamento contralateral 24
24 . . o .
0-N&o 1-Radical 2-Radical Modificado 3-Seletivo 4- Outro
55 Data da cirurgia 25
88-N&o Realizou Cirurgia
Margens: 26
26 1-Livres 2-Proximas 3-Comprometidas 4-Nao Operado
Invaséo perineural 27
27 0-N&o 1-Sim 99-Ignorado
Invaséo vascular 28
28 0-N&o 1-Sim 99-Ignorado
Total de linfonodos posit. IPSI 29
29 99-Se Nao Esvaziou
Total de linfonodos posit. Contral. 30
30 99-Se N&o Esvaziou
Ruptura capsular 31
31 0-Nod. Neg. 1-Nao 2-Sim 99-Ignorado
Numero AP 32
32
Recorréncia 33
33 0-N&o 1-Sim 99-Ignorado
Data da recorréncia 34
34 DD/MM/AA
Local da recorréncia 35
35 0-N&o 1-Local 2-Pescog¢o Homo 3-Pescogo Contra 4-Tragueostoma
5-Meta Pulm&o 6-Axila 7-Osso 8-Outro 99-Ignorado
Tratamento da recorréncia 36
36 0-Nao Teve Rec. 1-RHD 2-Cirurgia resgate 3-Esv. cerv.
4-Ressec. Meta Pulméo 5-Rxt 6-QT 7- Outro 88-Nao Especificado
Segunda neoplasia 37
37 0-Nao 1-Sim 99-Ignorado
2 -
Data da 22 neoplasia 38
38 DD/MM/AA
Topografia 22 neoplasia 39
39 CID.0

164




Tratamento do segundo primario 40
40 0- N&o; 1- Rxt; 2- Qt; 3- Cirurgia; 4- RHD
Data da dltima informacéao 41
4 1 DD/MM/AA
Status nesta data 42
42 1- Vivo Sem Doenga; 2- Vivo Com Doenca; 3- Morte P6s-Op;
4- Morte Por Ca; 5- Morte Por Outras Causas
Perdido de vista 43
43 0- Nao; 1- Sim
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Anexo D

Lista de variantes (CEC cavidade oral).

Sample_name Gene_symbol Start Chr cdna protein Change_type
ESO-03 WRN 30982473 8 C.2782G>A p.G928R Missense
ESO-10 WHSC1 1976605 4 €.3388G>A p.A1130T Missense
ESO-03 TP53 7578406 17 c.524G>A p.R175H Missense
ESO-04 TP53 7577106 17 €.832C>A p.P278T Missense
ESO-05 TP53 7578188 17 c.658_660delTAT p.Y220delY InFrameDeletion
ESO-05 TP53 7578190 17 C.659A>G p.Y220C Missense
ESO-08 TP53 7577551 17 c.730G>T p.G244C Missense
ESO-09 TP53 7577568 17 C.713G>A p.C238Y Missense
ESO-12 TPS53 7579538 17 c.148delA p.I50Lfs*73 Frameshift
ESO-12 TP53 7579414 17 c.273G>A p.Wo1* Nonsense
ESO-16 TP53 7578271 17 c.578A>G p.H193R Missense
ESO-23 TP53 7579407 17 €.257_279delCACCAGCCCCCTCCTGGCCCCTG p.A86Vfs*55 Frameshift
ESO-25 TP53 7578190 17 C.659A>G p.Y220C Missense
ESO-10 SYK 93639989 9 c.1318G>A p.E440K Missense
ESO-10 STAT3 40491346 17 c.454C>T p.R152W Missense
ESO-10 SETD2 47144879 3 C.4874G>A p.R1625H Missense
ESO-10 RASA1 86685244 5 €.2961 2967dupTAGAACG p.D990*fs*1 Nonsense
ESO-16 PTCH1 98229650 9 €.2308C>T p.R770* Nonsense
ESO-23 PRKAA1 40764619 5 c.1477G>T p.D493Y Missense
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ESO-09
ESO-25
ESO-12
ESO-06
ESO-10
ESO-09
ESO-10
ESO-10
ESO-10
ESO-16
ESO-12
ESO-08
ESO-05
ESO-03
ESO-03
ESO-06
ESO-08
ESO-16
ESO-09
ESO-10
ESO-04
ESO-04
ESO-08
ESO-16
ESO-16
ESO-07

POLR2B
PIK3CA
NOTCH2
NOTCH1
NOTCH1
NFE2L2
MYC
MGA
MCC
MAP3K13
MAGI2
MACF1
LATS1
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2D
KMT2C
KMT2C
KCNJ5
KCNJ5
INPP4B
HSPAS
HSPAS8
HNF1A

57860678
178936094
120464968
139396743
139412624
178098944
128750945
42052659
112421001
185146396
77797415
39917952
150004419
49426771
49427265
49426905
49426905
49431290
151873503
151877860
128786518
128786522
143003202
122930666
122930669
121432116

11
11

11
11
12

€.352C>G
€.1636C>G
c.5104C>T
€.5365G>T
€.1204_1219delTCGGGGTACACGGGCC
c.101G>C
c.482C>T
€.7330G>A
€.1405G>C
c.27C>G
€.2414G>C
€.14366G>A
€.1801_1805delGATAG
€.11714 11716delAGC
€.11220 11222delGCA
€.11580_11582delGCA
€.11580_11582delGCA
€.9846_9848delGCA
€.9020_9034delGAAAACCTGCAACTC
€.7085C>G
€.1153 1154delCT
€.1156_1157insAG
€.2624C>T
€.635T>G
C.632C>A
€.863_864insC

p.L118V
p.Q546E
p.R1702*
p.E1789*
p.S402Rfs*224
p.R34P
p.S161L
p.E2444K
p.E469Q
p.S9R
p.G805A
p.S4789N
p.D601Wfs*3
p.Q3905delQ
p.Q3745delQ
p-Q3863delQ
p.Q3863delQ
p.Q3282delQ
p.G3007_Q3012delinsE
p.S2362*
p.L385Afs*6
p.L386Qfs*50
p.A875V
p.1212S
p.T211N
p.P289Afs*28

Missense
Missense
Nonsense
Nonsense
Frameshift
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Frameshift
InFrameDeletion
InFrameDeletion
InFrameDeletion
InFrameDeletion
InFrameDeletion
MultiAAMissense
Nonsense
Frameshift
Frameshift
Missense
Missense
Missense

Frameshift
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ESO-10
ESO-12
ESO-25
ESO-06
ESO-08
ESO-25
ESO-09
ESO-04
ESO-10
ESO-04
ESO-04
ESO-10
ESO-23
ESO-04
ESO-05
ESO-23
ESO-10
ESO-03
ESO-08
ESO-08
ESO-16
ESO-03
ESO-23
ESO-25
ESO-09
ESO-05

HNF1A
HLA-A
HLA-A
H3F3A
H3F3A
H3F3A
FRG1
FBXO11
FAT2
FAT1
FAT1
FAT1
FAT1
EP300
DAXX
CYLD
CTCF
CSDE1
CLTC
CLOCK
CLOCK
CHD8
CHD6
CHDG6
CHD2
CDKN2A

121432116
29911320
29911267

226259113

226259113

226259113

190878562
48132660

150948075

187532582

187532584

187542474

187524687
41560097
33287897
50783766
67660615

115273168
57760610
56304529
56304529
21871264
40162005
40162005
93552514
21974782

A A RN DM OAONDNP P PO ORQ

N
N

16
16

17

14
20
20
15

€.863_864insC
€.619G>T
c.566T>A
€.344C>G
€.344C>G
€.344C>G
c.442G>C

€.179_199delCGCCACCGCCGCCTCCGCCGC

c.418G>C
€.9810_9811insT
€.9809T>A
c.5266C>T
€.10993C>T

€.3771_3779delCTGTGTCCT

€.1353_1355delGGA
c.157C>T
c.1516delC
€.1289dupA
c.4028T>A
€.2278_2280delCAG
€.2278_2280delCAG
€.3626C>T
C.238A>T
C.238A>T
C.4553A>T
c.45G>A

p.P289Afs*28
p.D207Y
p.V189E
p.A115G
p.Al115G
p.Al115G
p.Al148P
p.P60_P66delPPPPPPP
p.D140H
p.S3271*s*1
p.13270K
p.Q1756*
p.R3665*
p.C1258 L1260delCVL
p.E457delE
p.R53C
p.Q506Rfs*5
p.L431Afs*6
p.V1343E
p.Q760delQ
p.Q760delQ
p.T1209I
p.N80OY
p.N80Y
p.K1518I
p.W15*

Frameshift
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense

InFrameDeletion
Missense

Nonsense
Missense
Nonsense
Nonsense

InFrameDeletion
InFrameDeletion
Missense

Frameshift

Frameshift
Missense

InFrameDeletion
InFrameDeletion
Missense
Missense
Missense
Missense

Nonsense

168



ESO-16
ESO-06
ESO-12
ESO-10
ESO-10
ESO-10
ESO-08
ESO-10
ESO-25
ESO-25
ESO-09
ESO-25

CDKN2A
CDK4
CCND1
CASP8
BCL10
BCL10
ASXL1
ASXL1
APC
APC
ALK
ACVR1B

21970900
58145431
69465895
202150039
85736523
85736532
30946591
31022441
112173798
112173801
29443595
52387880

12
11

20
20

12

c.457+1G>A
c.70C>T
c.733C>T
c.1480C>T
c.124C>T
c.115G>C
c.25_27delAAG
€.1934dupG
€.2507C>G
€.2510C>G
€.3622C>G
c.1627G>A

p.R24C
p.R245W
p.R494*
p.R42C
p.D39H
p.K9delK
p.G646Wfs*12
p.S836*
p.S837*
p.L1208V
p.D543N

SpliceDonorSNV

Missense
Missense
Nonsense
Missense

Missense

InFrameDeletion

Frameshift
Nonsense
Nonsense
Missense

Missense
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Anexo E

Lista de variantes (CEC orofaringe).

Sample_name Gene_symbol Start Chr cdna protein Change_type
BN-02 TP53 7577580 17 c.701A>G Y234C Missense
BN-03 PTEN 89692992 10 c.476G>A p.R159K Missense
BN-05 TP53 7577516 17 C.764dupT T256Hfs*8 Frameshift
BN-07 TP53 7577570 17 C.711G>A M237I Missense
BN-10 TP53 7577141 17 C.797G>A G266E Missense
BN-11 NOTCH1 139390650 C.7541C>T p.P2514L Missense
BN-11 NOTCH1 139402492 €.3425G>A p.C1142Y Missense
BN-11 TP53 7577533 17 C.748C>T P250S Missense
BN-11 TP53 7577509 17 Cc.772G>A E258K Missense
BN-11 NOTCH1 139412359 c.1286G>A p.C429Y Missense
BN-11 NOTCH1 139412365 9 c.1280G>A p.G427D Missense
BN-11 TP53 7577079 17 c.859G>A E287K Missense
BN-12 NOTCH1 139390663 9 C.7528C>T p.L2510F Missense
BN-12 TP53 7577559 17 Cc.722C>T S241F Missense
BN-22 CDKN2A 21971114 9 C.244G>A p.v82M Missense
BN-22 NOTCH1 139417316 9 C.728G>A p.C243Y Missense
BN-22 TP53 7578461 17 C.469G>T V157F Missense
BN-24 TP53 7578406 17 c.524G>A R175H Missense
BN-25 TP53 7578394 17 c.536A>G H179R Missense
BN-31 TP53 7577094 17 c.844C>T R282wW Missense
BN-36 FAT1 187525110 4 €.10570C>T p.Q3524* Nonsense
BN-36 FAT1 187541970 c.5770G>A p.G1924R Missense
BN-36 NOTCH1 139402765 €.3244C>T p.R1082C Missense
BN-36 RB1 49039374 13 €.2359C>T p.R787* Nonsense
BN-36 TP53 7577127 17 c.811G>A E271K Missense
BN-36 FBXW7 153245404 c.1787C>T p.S596F Missense
BN-36 NSD1 176631141 €.1084C>T p.R362W Missense
BN-36 NOTCH1 139412255 €.1390G>A p.D464N Missense
BN-36 FBXW7 153249384 €.1394G>A p.R465H Missense
BN-36 TP53 7577550 17 C.731G>A G244D Missense
BN-36 IRF6 209963884 1 c.1016G>A p.R339K Missense
BO-05 FAT1 187524687 4 €.10993C>T p.R3665* Nonsense
BO-05 KMT2D 49441797 12 c.4187C>T p.A1396V Missense
BO-05 HRAS 534270 11 €.53C>T p.A18V Missense
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BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-05
BO-06
BO-06
BO-06
BO-06
BO-06
BO-06
BO-06
BO-06
BO-06
BO-06
BO-06
BO-09
BO-09

NSD1
NSD1
FAT1
FBXW?7
TP53
RB1
NSD1
NOTCH1
FAT1
NSD1
KMT2D
FAT1
CDKN2A
NOTCH1
KMT2D
IRF6
PTEN
NOTCH1
HRAS
NOTCH1
NOTCH1
NSD1
NSD1
FAT1
NOTCH1
NOTCH1
FAT1
TP53
NSD1
PIK3CA
NSD1
NOTCH1
KMT2D
HRAS
TP53
TP53
NOTCH1
PIK3CA
NOTCH1
PTEN

176678848
176709530
187525110
153249465
7576855
48942685
176638555
139396317
187584747
176637325
49440074
187534401
21971186
139405153
49433620
209963884
89717624
139395132
533838
139391937
139396757
176637999
176638139
187629157
139391077
139412272
187541686
7578458
176694631
178952090
176684042
139412240
49441759
533515
7577118
7577046
139409754
178921553
139396503
89624296

12

A O© © b OO 01 © ©

=
~

12
11
17
17

10

c.4759C>T
c.5957G>A
€.10570C>T
c.1313C>T
€.991C>T
c.1072C>T
c.3155G>A
c.5521C>T
c.3286C>T
€.1925C>T
c.4552G>A
€.9325G>A
c.172C>T
C.2692G>A
C.7933C>T
c.1016G>A
C.649G>A
c.5806G>A
€.218G>A
€.6254C>T
c.5351G>A
€.2599C>T
C.2739G>A
c.1825G>A
C.7114C>T
c.1373C>T
C.6054C>A
c.472C>G
c.5215C>T
c.3145G>A
c.4856G>A
€.1405G>A
C.4225G>A
€.388G>A
€.820G>A
€.892G>A
€.2002C>T
¢.1035T>A
c.5422G>T
c.70G>A

p.R1587C
p.R1986H
p.Q3524*
p.S438F
Q331
p.R358*
p.R1052H
p.R1841W
p.R1096*
p.S642F
p.D1518N
p.A3109T
p.R58*
p.G898S
p.R2645*
p.R339K
p.V217I
p.A1936T
p.R73H
p.A2085V
p.R1784Q
p.L867F
p.M913|
p.G609R
p.R2372W
p.S458L
p-N2018K
R158G
p.P1739S
p.G1049S
p.C1619Y
p.D469N
p.-V1409I
p.A130T
V2741
E298K
p.P668S
p.N345K
p.D1808Y
p.D24N

Missense
Missense
Nonsense
Missense
Nonsense
Nonsense
Missense
Missense
Nonsense
Missense
Missense
Missense
Nonsense
Missense
Nonsense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense

Missense
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BO-09
BO-09
BO-09
BO-11
BO-11
BO-13
BO-13
BO-13
BO-13
BO-13
BO-13
BO-13
BO-13
BO-15
BO-15
BO-15
BO-15
BO-22
BO-22
BO-22
BO-22
BO-22
BO-22
BO-22
BO-22
BO-22
BO-22
BO-22
BP-08
BP-08
BP-08
BP-08
BP-08
BP-08
BP-08
BP-08
BP-08
BP-08
BP-08
BP-08

NSD1
FAT1
FAT1
NOTCH1
TP53
NOTCH1
NOTCH1
TP53
PIK3CA
NOTCH1
KMT2D
FAT1
NOTCH1
FAT1
TPS53
TPS53
TPS53
PIK3CA
NSD1
NSD1
FAT1
RB1
EZH2
FAT1
FAT1
PIK3CA
NSD1
NOTCH1
NOTCH1
NOTCH1
TP53
RB1
KMT2D
TP53
NOTCH1
TP53
CDKN2A
TP53
NSD1
TP53

176684042
187629958
187630312
139393579
7578190
139412359
139391898
7577547
178952090
139390618
49440489
187629456
139395186
187524834
7578448
7578409
7577120
178947872
176687001
176710828
187541322
48947599
148529808
187630453
187630410
178916935
176719067
139396253
139409944
139418238
7577103
49039467
49434136
7579331
139392000
7577099
21971098
7577097
176721163
7576858

© b~ b~ O

(o]

17

12

17
17
17

=
w P

© ©O© © U W b b

e e
N N W N

17

17

17

c.4856G>A
c.1024G>A
€.670G>A
c.6067G>A
C.659A>G
c.1286G>A
€.6293G>A
C.734G>A
c.3145G>A
C.7573C>T
€.4321C>T
€.1526C>T
c.5752G>A
€.10846G>A
c.482C>T
c.521G>A
c.818G>A
C.2747G>A
c.4978C>T
c.6050G>A
€.6418C>T
c.1186C>T
c.281A>G
c.529G>A
c.572G>A
€.322C>T
C.6371G>A
c.5585C>T
€.1894G>A
€.334C>T
€.835G>A
C.2452G>A
C.7417C>T
€.356C>T
C.6191C>T
€.839G>A
€.260G>A
c.841G>A
c.6794C>T
€.988C>T

p.C1619Y
p.G342R
p.A224T
p.A2023T
Y220C
p.C429Y
p.R2098H
G245D
p.G1049S
p.P2525S
p.R1441C
p.P509L
p.A1918T
p.V3616I
Al61lV
R174K
R273H
p.R916H
p.R1660C
p.R2017Q
p.Q2140*
p.P396S
p.Q94R
p.D177N
p.R191Q
p.R108C
p.C2124Y
p.P1862L
p.G632R
p.R112C
G279R
p.G818S
p.Q2473*
A119V
p.P2064L
R280K
p.R87Q
D281N
p.S2265F
L330F

Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Nonsense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Nonsense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense
Missense

Missense
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BP-08
BP-09
BP-17
BP-29
BP-29
ORO-01
ORO-03
ORO-05
ORO-13
ORO-13
ORO-13
ORO-13
ORO-13
ORO-21
ORO-21
ORO-36
ORO-50
ORO-51

FAT1
RB1
FAT1
CDKN2A
TP53
TP53
HRAS
TP53
NSD1
FAT1
FAT1
PIK3CA
PTEN
TPS53
CDKNZ2A
CDKNZ2A
TPS53
TP53

187628218
49033967
187549364
21971186
7578394
7579471
534286
7578500
176721025
187630386
187518170
178936091
89624303
7577505
21971000
21974684
7577548
7579575

4
13

17
17
11
17

10

17

17
17

C.2764G>A

€.2104C>T

c.4754C>T
c.172C>T
€.536A>G

c.215_216insG

c.37G>C
c.430C>T
€.6656G>A
c.596C>T
€.12524G>A
c.1633G>A
c.77C>T
C.776A>T
€.358G>T
c.143C>T
€.733G>T
c.112delC

p.D922N
p.Q702*
p.T1585M
p.R58*
H179R
V73Rfs*76
p.G13R
Q144>
p.R2219H
p.P199L
p.W4175*
p.E545K
p.T26l
D259V
p.E120*
p.P48L
G245C
Q38Kfs*6

Missense
Nonsense
Missense
Nonsense
Missense
Frameshift
Missense
Nonsense
Missense
Missense
Nonsense
Missense
Missense
Missense
Nonsense
Missense
Missense
Frameshift
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Impact of genetic variants in clinical
outcome of a cohort of patients
with oropharyngeal squamous cell
carcinoma

Ana Carolina de Carvalho?, Sandra Perdomo?3, Wellington dos Santos?,

Gabriela Carvalho Fernandes*, Lais Machado de Jesus?, Raiany Santos Carvalho®,
Cristovam Scapulatempo-Neto’$, Gisele Caravina de Almeida®, Bruna Pereira Sorroche?,
Lidia Maria Rebolho Batista Arantes', Matias Eliseo Melendez'7:8, Pedro De Marchi®*,
Neil Hayes'!, Rui Manuel Reis''*'* & André Lopes Carvalho*™

Tobacco- or human papillomavirus- driven oropharyngeal squamous cell carcinomas (OpSCC) represent
distinct clinical, biological and epidemiological entities. The aim of this study was to identify genetic
variants based on somatic alterations in OpSCC samples from an admixed population, and to test for
association with clinical features. The entire coding region of 15 OpSCC driver genes was sequenced by
next-generation sequencing in 51 OpSCC FFPE samples. Thirty-five percent of the patients (18/51) were
HPV-positive and current or past tobacco consumption was reported in 86.3% (44/51). The mutation
profile identified an average of 2.67 variants per sample. Sixty-three percent of patients (32/51; 62.7%)
were mutated for at least one of the genes tested and TP53 was the most frequently mutated gene. The
presence of mutation in NOTCH1 and PTEN, significantly decreased patient’s recurrence-free survival,
but only NOTCH1 mutation remained significant after stepwise selection, with a risk of recurrence

of 4.5 (HR 95% Cl =1.11-14.57; Cox Regression p = 0.034). These results show that Brazilian OpSCC
patients exhibit a similar clinical and genetic profile in comparison to other populations. Molecular
characterization is a promising tool for the definition of clinical subgroups, aiding in a more precise
tailoring of treatment and prognostication.

Head and neck cancers (HNC) are ranked as the 8 most common tumors worldwide, with a total of 834,860 new
cases and 431,131 deaths estimated for 2018".

The most prevalent site is the oral cavity, followed by the oropharynx and larynx, and more than 95% are
squamous cell carcinomas (SCC)?. Excessive tobacco and alcohol consumption and high-risk human papillo-
mavirus (HPV) infection (mainly HPV-16 and HPV-18) in the oropharynx are the main risk factors*-. Besides
etiology, HPV-positive and HPV-negative oropharyngeal squamous cell carcinoma (OpSCC) cases configure
diseases with remarkably different clinical presentation, epidemiological and molecular profiles®=. Regarding
prognosis, HPV-positive OpSCC have a far more favorable outcome when compared with HPV-negative cases®.
For this reason, the tumor-node-metastasis (TNM) staging for HNC was adapted in the eighth edition to include
pl6™K4A immunostaining as a surrogate for HPV status in OpSCC’.

!Molecular Oncology Research Center, Barretos Cancer Hospital, Barretos, SP, Brazil. 2Institute of Nutrition, Genetics
and Metabolism Research, Faculty of Medicine, Universidad El Bosque, Bogotd, Colombia. 3International Agency of
Research on Cancer, Lyon, France. “Center of Molecular Diagnosis, Barretos Cancer Hospital, Barretos, SP, Brazil.
SResearch Support Center, Barretos Cancer Hospital, Barretos, SP, Brazil. ®Pathology and Molecular Diagnostics
Service, Diagndsticos da América-DASA, Sao Paulo, SP, Brazil. ’Pelé Little Prince Research Institute, Curitiba, PR,
Brazil. 8Little Prince College, Curitiba, PR, Brazil. °Department of Medical Oncology, Barretos Cancer Hospital,
Barretos, SP, Brazil. 1°Oncoclinicas, Rio de Janeiro, RJ, Brazil. 1'Department of Medicine, Division of Oncology,
UTHSC Center for Cancer Research, University of Tennessee Health Science Center, Memphis, USA. *Life and
Health Sciences Research Institute (ICVS), Medical School, University of Minho, Braga, Portugal. }ICVS/3B’s-PT
Government Associate Laboratory, Braga/Guimaraes, Portugal. ®e-mail: carvalhoal@gmail.com
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Treatment for OpSCC has evolved in the past decades and often includes approaches for organ preserva-
tion based on concomitant chemotherapy and radiotherapy followed by salvage surgery in non-responders®.
This treatment frequently has long-term side effects, impacting patients’ quality of life®. Several treatment
de-escalation trials for HPV-positive OpSCC have been initiated, which may lead to personalized treatment based
on HPYV status™.

Around 2/3 of HNC patients are diagnosed with advanced disease in different parts of the worl and at
least 50% of them will relapse locally, regionally or at distant sites, within the first two years after treatment®!#1°,
While for HPV-positive OpSCC cases, 5-years overall survival rates (OS) are close to 80%, regardless of stage!®~'8,
TNM stage has a significant impact in OS for HPV-negative OpSCC: 70%, 58%, 50%, and 30% for stage I, I, III,
and IV'8. Therefore, there is an increasing need for predictors of treatment response and disease progression/
relapse.

Studies characterizing the spectrum of genetic alterations in cancers have been enabling a better under-
standing of the molecular alterations playing a role in head and neck carcinogenesis'*-?2. A high level of intertu-
moral heterogeneity has been observed, confirming the biological complexity of these tumors**~?%. A common
finding is that HPV-negative tumors have a higher mutation burden while HPV-positive tumors have far fewer
genes mutated and variants per tumor, regardless of smoking status?>?*. Results from The Cancer Genome Atlas
(TCGA) consortium on the molecular profile of 279 HNSCC tumors confirmed the differences at the molecular
level between HPV-positive and negative cases, with frequent activating helical domain mutations in PIK3CA
in HPV-positive cases and TP53 mutations and CDKN2A loss-of-function mutations in HPV negative cases*.
These findings suggest that the absence of the oncogenic effect from HPV oncoproteins in HPV-unrelated tumors
requires the accumulation of multiple genetic aberrations to allow malignant transformation?.

Despite the different strategies for diagnosis and treatment of OpSCC patients, and the advent of HPV as an
important prognostic marker, there is no molecular biomarker to guide selection among treatment and follow-up
options that directly have an impact on patient survival. Therefore, the lack of risk categories based on clinical
features and/or biomarkers that can be used for personalized treatment approaches for OpSCC has propelled
research into the molecular landscape of these tumors. Moreover, there is an underrepresentation of genomic
data on the mutation profile of HNC patients from admixed populations. Therefore, this study aims at identifying
molecular alterations in a set of HNC patients from Brazil and to better characterize, together with clinical varia-
bles, OpSCC cases according to their outcome.

d9,llfl3

Methods

Sample population and DNA isolation. This study included pre-treatment formalin-fixed paraf-
fin embedded (FFPE) tissue biopsies from 51 patients with primary oropharyngeal squamous cell carcinoma
(OpSCC) diagnosed at the Department of Head and Neck Surgery of Barretos Cancer Hospital in Brazil between
2009 and 2017. These cases were selected based on very stringent criteria to ensure reliability of the clinical and
molecular data as follows: pre-treatment FFPE tumor biopsies available from patients treated with curative intent
by chemo-radiation protocols and with available follow-up data; samples with at least 60% of tumor cells at the
histopathological examination and, with enough DNA for library preparation at an acceptable level of integrity as
evaluated by multiplex PCR?. Finally, after sequencing, only samples with acceptable scores of DNA sequencing
quality were included (as described below).

Hematoxylin & eosin stained sections of paraffin blocks containing the tumor tissue from the patients
included were reviewed by two expert pathologists (CSN and GCA) for diagnosis confirmation and characteriza-
tion of cellular components. Scrapings from regions containing at least 60% of tumor cells were processed using
the QTAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Germany). Isolated DNA samples were eluted in 35 uL of water and
quantified in the Qubit fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA) prior to storage at —20 °C until use.

Information regarding tobacco and alcohol consumption, clinical and pathological features were retrieved
from patient’s charts. p16 immunohistochemistry was conducted as a surrogate marker for high-risk HPV (pre-
diluted, monoclonal mouse antihuman p16INK4A protein, Clone EGH4TM, ready for use, Ventana, Tucson, AZ,
USA). Samples with strong and diffuse nuclear and cytoplasmic staining in more than 75% of the tumor cells were
considered positive for p167°-28. Moreover, HPV-DNA detection of types HPV-16 and HPV-18 was performed
in a subset of cases (n = 12) using droplet digital PCR as previously described and detailed in the Supplementary
Methods?®.

The present study was approved by the Barretos Cancer Hospital Institutional Review Board (approval num-
ber 425/2013) and all methods were performed in accordance with the relevant guidelines and regulations.

Next-generation sequencing (NGS) and genetic ancestry determination. To identify somatic
mutations, we performed NGS of a panel of 15 genes, including some of the most frequently mutated genes in
HNC, TP53, NOTCHI, CDKN2A, PTEN, PIK3CA, FBXW7, HRAS, TP63, CASP8, FAT1, KMT2D, RB1, IRF6,
EZH?2 and NSD1, based on a previous study®’. Bearing in mind the consensus regarding DNA fragmentation
when recovered from FFPE, primers were designed to amplify fragments with sizes ranging from 125-175 base
pairs, to minimize the effect of DNA fragmentation in the efficiency of library preparation. Therefore, three pools
of primers were used for the simultaneous amplification of 923 amplicons from the 15 genes.

Ten nanograms of genomic DNA from each sample were subjected to library preparation using the Ion
AmpliSeq Library Kit 2.0 (Life Technologies, Carlsbad, CA) and an AmpliSeq Custom Panel (Life Technologies,
Carlsbad, CA) designed to specifically amplify the entire coding region of the 15 genes, with a coverage of 99.26%.
Samples were barcoded using IonXpress Barcode Adapters (Life Technologies, Carlsbad, CA). Automated
template preparation and enrichment using an input of 30pM of purified library were performed in an Ion
Chef System (Life Technologies, Carlsbad, CA) and sequencing was conducted in an Ion Torrent PGM (Life
Technologies, Carlsbad, CA) using the Ion PGM Hi-Q View Sequencing Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA).
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The genetic ancestry of a subset of patients (n=11) was determined using AIMs (Ancestry Informative
Markers) as previously reported®'~*>. A more detailed description of the methodology used is in the
Supplementary Methods.

Data analysis. Sequencing results obtained in the Ion Torrent PGM run were processed in the Torrent Server.
Reads generated were aligned to hg19 human reference genome using the Torrent Mapping Alignment Program
(TMAP) and the Torrent Variant Caller (TVC) plugin version v5.8.0.19 (464) was used to call for variants.
Variants were annotated using WANNOVAR (http://wannovar.wglab.org/) and Cancer Genome Interpreter®.
After quality filters were applied per sample (average depth of coverage of at least 600x, at least 80% of reads
aligned to the target region and at least 100.000 mapped reads)?, variants with the following characteristics were
selected: non-synonymous and frameshift variants occurring within exons; variants with a depth of coverage
of at least 200x; variants with an allele frequency of at least 10%; frequency observed in population databases of
germline variants (such as 1000 genomes, EXAC and ESP6500) lesser than 1%; classified as drivers or predicted
drivers using the CGI tool (https://www.cancergenomeinterpreter.org/home); and previously reported at the
COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) and/or TCGA databases (http://www.cbioportal.org/).

All remaining variants were manually confirmed on the Integrative Genomics Viewer (IGV) version 2.7. We
further explored TP53 status by using the Evolutionary Action score of TP53-coding variants (EAp53) to stratify
patients with tumors harboring TP53 mutations as high or low risk for unfavorable outcome, based on a model of
the genotype-phenotype relationship described in**%.

Tobacco, HPV status and mutational data from 39 OpSCC patients evaluated in The Cancer Genome Atlas
(TCGA) were accessed with the online Xena Browser (https://xenabrowser.net). Mutation frequencies of the 15
genes tested in this study were compared between both cohorts.

All NGS data generated from the 51 OpSCC samples evaluated here was deposited in the European
Genome-phenome Archive (EGA) under study/dataset identifiers EGAS00001004430/EGAD00001006151.

Statistical analysis. Statistical analysis was performed using the software IBM SPSS Statistics 23 for
Windows. Categorical variables were compared using Fisher’s exact or Chi-square test. Survival curves were
calculated by Kaplan-Meier method and differences between groups were compared using the log-rank test.
Recurrence-free survival was defined as the interval between the date of initial treatment and the diagnosis of
recurrence. For all analysis, we considered statistical significance when p value <0.05.

Results

Clinical description of the study population. Clinical and histopathological data of the 51 oropharyn-
geal cancer patients enrolled in this study are presented in Table 1. Most of the patients profiled in this cohort
were male (98.0%) with age ranging from 35 to 76 years (mean/median = 55.3/55.0 years). Tobacco and alco-
hol consumption were self-reported by 86.3% and 96.0% of the cases, respectively. The majority of patients had
advanced disease (according to the AJCC TNM 8" edition*’) at diagnosis (84.3%), T3/T4 tumors (37/51, 72.5%)
and with clinically positive lymph nodes at diagnosis (N+; 45/51, 88.2%). All patients were treated with a pla-
tin-based chemotherapy concomitant to radiotherapy between 2009 and 2017.

The median follow-up was 26 months (range: 1.00 to 86.00 months) and 44.3% of the cases were alive in
5-years. Recurrence occurred in 14 cases (27.5%). Tobacco smoking was significantly associated with reduced
recurrence-free survival (50.2% versus 100% for never smokers; log-rank p = 0.045), while HPV-status associa-
tion with increased recurrence-free survival was marginally significant (75.5% for HPV-positive versus 48.8% for
HPV-negative; log-rank p =0.082) (Supplementary Fig. 1A,B).

The expression of p16 protein was detected in 18/51 samples (35.3%). For a small subset of cases with availa-
ble DNA (n=12), droplet digital PCR (ddPCR) was used for the detection of HPV-DNA for types HPV-16 and
HPV-18 as part of another study (unpublished data). The agreement between p16-IHC and HPV-DNA results
was of 91.7% (Cohen’s Kappa Value = 0.833; p=0.003): 6 were p16+ /HPV-DNA+, 5 were p16-/HPV-DNA-, but
1 had discordant a result, being p16 + /HPV-DNA- (Supplementary Table 1). Given the high agreement between
p16-IHC and HPV-DNA results in the subset of samples tested, and the recommendation of this test as a surro-
gate marker for HPV-positivity on a clinical setting*!, we considered patients with tumor p16-IHC expression as
positive for HPV infection in this study.

We also included a set of 39 OpSCC with available mutational, tobacco consumption and HPV status (by
p16-IHC and/or in-situ hybridization) from the TCGA study recovered from the Xena database (Supplementary
Table 2). Of the 39 OpSCC cases, 79.5% (31/39) were HPV-positive and 69.2% were current or former smokers
(26/39). Therefore, our cohort had a substantially lower rate of HPV-positive cases and higher prevalence of cur-
rent or former tobacco smoker patients in comparison to this set of patients from the TCGA study.

Detection of somatic variants and genetic ancestry determination in OpSCC cases. After
filtering-out common germline variants, only nonsynonymous variants, with VAF >10%, and previously
reported by TCGA in head and neck tumors and/or in COSMIC were considered. The mutation profile identified
a total of 136 variants, with an average of 2.67 variants per sample (ranging from 1-31). The majority of vari-
ants were classified as missense (117/136; 86.0%), followed by nonsense variants (16/136; 11.8%) and frameshift
(3/13652.2%). We found an average of 1.65 (ranging from 1-12) genes mutated per sample and the majority of the
patients (32/51; 62.7%) were mutated for at least one of the genes tested: 17/32 (53.1%) had only 1 gene mutated,
9/32 (28.1%) had between 2 and 5 genes mutated, and 6/32 (18.8%) had more than 5 genes mutated.

The frequency of mutated samples per gene was as follows: 45.1% (23/51) for TP53, 21.6% (11/51) for
NOTCHI, 17.6% (9/51) for FAT1, 13.7% (7/51) for NSDI and PIK3CA, 11.8% (6/51) for CDKN2A, 9.9% (5/51)
for RB1,7.8% (4/51) for KMT2D and PTEN, 5.9% (3/51) for HRAS, 3.9% (2/51) for IRF6 and FBXW7, and 2.0%
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Characteristic Number of cases %
Gender
Male 50 98.0
Female 1 2.0
Age
<=>55 years 26 51.0
>55 years 25 49.0
Smoking status
Never 7 13.7
Current or Former 44 86.3

Alcohol consumption status

Never 2 4.0

Current or Former 48 96.0
HPYV status

Negative 33 64.7

Positive 18 353
T stage

T1/T2 14 27.5

T3/T4 37 72.5
N stage

NO 6 11.8

N+ 45 88.2
Stage™®

I/II - early 8 15.7

II/IV - advanced 43 84.3
Response to treatment

Non-responder 19 38.8

Responder 30 61.2
Recurrence

No 37 725

Yes 14 27.5
Live Status

Alive without disease 25 49.0

Alive with disease 3 5.9

Death by cancer 23 451

Table 1. Clinical and pathological features of oropharyngeal patients (n=>51). *According to the8th edition of
the AJCC TNM staging system of oropharyngeal tumorn 40.

(1/51) for EZH2 (Fig. 1 and Supplementary Fig. 2). None of the patients presented mutations for CASP8 and
TP63.

For TP53, the most frequently mutated gene in our cohort, most of the mutations were missense (28/51), 5
were truncating (3 frameshift and 2 nonsense) and the majority occurred within the p53 DNA-binding domain
(between codons 95 and 288) (Supplementary Fig. 3A). NOTCH1 was the second most frequently mutated gene
in our cohort (11/51) and all variants observed were missense with a high fraction happening in the N-terminal
epidermal growth factor (EGF)-like ligand binding domains and another fraction in the C-terminal end, mainly
around and within the Ankyrin repeat domain (Supplementary Fig. 3B).

In the set of OpSCC patients from TCGA evaluated, 64.1% of the samples had mutation in at least 1 of the
genes tested (25/39), a very similar rate to the one we observed in our cohort (32/51; 62.7%). TP53 was the
most frequently mutated gene (9/39; 23.1%), followed by PIK3CA (8/39; 20.5%), RB1 (5/39; 12.8%), KMT2D
(4/39; 10.3%), NOTCHI and NSD1 (3/39; 7.7%), FAT1, FBXW7 and PTEN (2/39; 5.1), and CDKN2A (1/39; 2.6%)
(Supplementary Fig. 2 and Supplementary Table 2). No mutations in CASP8, EZH2, HRAS, IRF6 and TP63 were
observed.

Besides somatic variants characterization, for a subset of patients (n=9) the genetic ancestry was determined
(Supplementary Table 1). A great admixture was observed in the genetic composition of the individuals tested
based on the four ancestry groups evaluated. As expected, a high proportion of European ancestry was observed
(median: 63.8%, range: 42.0-88.5%), followed by African (median: 22.2%, range: 5.5-38.6%), Native American
(median: 6.2%, range: 2.0-28.7%) and East Asian (median: 5.0%, range 3.8-23.9%) (Supplementary Table 1 and
Supplementary Fig. 4).
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Figure 1. Oncoprint diagram with frequencies and types of mutation observed in OpSCC. Genes (rows) are
sorted according to the frequency of mutation within samples (n = 51). Samples (columns) are further classified
according to tobacco consumption and HPV status. The right panel represents samples without mutations in
the genes tested. Top, number of mutations per sample. Color codes indicate mutation type, tobacco and HPV
status. The oncoprint was generated using the package GenVisR (version 1.14) in R 3.5.0 software.

HPYV status Tobacco consumption
Current/

Genes Negative Positive p-value™ Never Former p-value®™
WT 9(27.3) 10 (55.6) 4(57.1) 15(34.1)

Any gene 0.046* 0.402
mutated | 24 (72.7) 8 (44.4) 3(42.9) | 29(65.9)
WT 29 (87.8) 16 (88.9) 6(85.7) 39 (88.6)

CDKN2A 1.000 1.000
mutated | 4(12.2) 2(11.1) 1(14.3) 5(11.4)
WT 27 (81.8) 15(83.3) 5(71.4) 37 (84.1)

FAT1 1.000 0.592
mutated 6(18.2) 3(16.7) 2(28.6) 7 (15.9)
WT 23 (69.7) 17 (94.4) 6(85.7) | 34(77.3)

NOTCH1 0.072 1.000
mutated 10 (30.3) 1(5.6) 1(14.3) 10 (22.7)
WT 28 (84.8) 16 (88.9) 6(85.7) | 38(86.4)

PIK3CA 1.000 1.000
mutated 5(15.2) 2(11.1) 1(14.3) 6(13.6)
WT 13 (39.4) 15 (83.3) 6(85.7) | 22(50.0)

TP53 0.003* 0.112
mutated 20 (60.6) 3(16.7) 1(14.3) 22 (50.0)

Table 2. Results of the association between HPV status and tobacco consumption with the status of somatic
gene mutation in the OpSCC patients. *Results obtained using the Fisher s Exact test, except for* that were
obtained with the Chi-square test.

Association between mutation status, HPV status and tobacco consumption. The aver-
age number of variants in HPV-negative samples was higher than in HPV-positive cases (3.33 4= 6.04 versus
1.44 £3.22; p=0.199) (Supplementary Fig. 5); and the majority of mutated cases were HPV-negative (24/32,
75.0% versus 8/32, 25.0% for HPV-positive; Chi-square p =0.046). As expected, genes commonly associated with
tobacco-induced HNC carcinogenesis had a lower frequency of mutation in HPV-positive cases (Table 2): 1/18
(5.6%, p=1.000) for CDKN2A4, 3/18 (16.7%; p = 1.000) for FAT1, 1/18 (5.6%; p=0.077) for NOTCHI, and 3/18
(16.7%; p=0.003) for TP53 (Fig. 1 and Supplementary Fig. 6). Interestingly, of the 8 HPV-positive cases harbor-
ing mutations, 5 were current or former smokers; and only 2/18 (11.1%) showed mutation in PIK3CA, reportedly
the most frequently mutated gene in this group (Fig. 1 and Supplementary Fig. 6).
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5-year
recurrence- | p-value
Number | Number | free (log-
Characteristic of cases of events | survival rank)
HPYV status
Negative 33 11 48.8%
0.082
Positive 18 3 75.5%
Tobacco history
never 7 0 100.0%
0.045
current/former | 44 14 50.2%
Mutation status (any gene)
WT 19 3 80.0%
0.156
mutated 32 11 47.9%
PTEN status
WT 47 11 64.5%
0.045
mutated 4 3 25.0%
NOTCH]1 status
WT 40 8 68.2%
0.032
mutated 11 6 35.1%
TP53 status
WT 28 5 75.9%
0.137
mutated 23 9 42.6%
EAp53
WT/low-risk 37 7 71.8%
0.080
high-risk 11 6 38.4%

Table 3. Recurrence-free survival information according to selected clinical and molecular factors.

Regarding tobacco consumption, the average number of variants was slightly higher in current or former
tobacco smokers when compared with never smokers (2.75 £ 5.38 versus 2.14 +4.81; p =0.780) (Supplementary
Fig. 5). Additionally, most of the cases mutated for at least one of the genes tested were current or former smokers
(29/32, 90.6% versus 3/32, 9.4% for never smokers; Fisher s Exact Test p=0.402). Although not statistically sig-
nificant, genes commonly associated with tobacco-induced HNC carcinogenesis were more frequently mutated
in current or former smokers (Table 2): 10/44 (22.4%; p = 0.592) for NOTCH], and 22/44 (50.0%; p=0.112) for
TP53 (Fig. 1 and Supplementary Fig. 6). Although the overall frequency of mutations in CDKN2A and FATI was
slightly higher in never smokers, most of the mutated samples for these genes were current or former smokers: 5/6
(83.3%; p=1.000) mutated for CDKN2A and 7/9 (77.8%; p =1.000) for FAT1 (Fig. 1 and Supplementary Fig. 6).

Interestingly, of the 19 cases for which no mutation was detected for the genes tested, all but one patient
(18/19; 94.7%) were exposed to at least one of the risk factors evaluated (tobacco smoking and/or positivity for
HPV infection): 3 (15.8%) cases were never-smokers, but HPV-positive; 8 were smokers, but HPV-negative; and
7 were smokers and HPV-positive (Fig. 1 and Supplementary Fig. 6).

Additionally, we compared the mutational rates of the 15 genes in our cohort and the 39 OpSCC from the
TCGA study. Although the frequency of mutated samples was similar in both cohorts, as described earlier, sig-
nificant differences in mutation frequencies were observed for specific genes (Supplementary Fig. 2). Genes com-
monly associated with tobacco-induced HNC carcinogenesis were less frequently mutated in the TCGA samples,
namely TP53 (9/39; 23.1%), NOTCH1 (3/39; 7.7%), FAT1 (2/39; 5.1), and CDKN2A (1/39; 2.6%); while PIK3CA
was mutated in 20.5% of the samples (8/39). This agrees with the lower prevalence of ever smokers (69.2% versus
86.3%) and higher prevalence of HPV-positive cases in the TCGA cohort (79.5% versus 35.3%; Supplementary
Table 2).

Association between mutation status and clinical and outcome data. We tested whether the pres-
ence of mutation in the genes evaluated could be associated with the following demographical and clinical fea-
tures: age at diagnosis, gender, tobacco consumption, drinking status, HPV status, T stage, N status and clinical
stage. The only statistically significant association found was between NOTCHI mutation and tumor size: all
tumors with NOTCHI mutation (11/11; p=0.023) had a higher T-stage (T3/T4).

Next, we constructed Kaplan-Meier curves to assess the impact of gene mutations in recurrence-free survival
of the patients tested. Although not statistically significant, the presence of mutation in at least one of the genes
tested showed a decrease in recurrence-free survival (47.9% versus 80%; log rank p-value = 0.156), the same was
observed for the presence of TP53 (42.6% versus 75.9% for WT; log rank p-value = 0.137) (Table 3).

The presence of mutation in NOTCH1, significantly decreased the recurrence-free survival (RFS) of mutated
cases (25.1% for mutated cases and 68.2% for WT; log-rank p-test = 0.032) (Table 3 and Fig. 2A). In a multivariate
hazard ratio analysis for recurrence, adjusted by HPV and tobacco status, clinical stage, age at diagnosis, TP53,
PTEN and NOTCHI mutation status, only NOTCH mutation remained significant after stepwise selection, with
arisk of recurrence of 4.503 for mutated cases (HR 95% CI=1.112-14.572; Cox Regression p =0.034) (Fig. 3).
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Figure 2. Kaplan Meier curves indicating the difference in 5-year recurrence-free survival (RFS) according
to NOTCHI (A) and PTEN (B) mutation status. The KM curves were generated using the software IBM SPSS
Statistics Version 23.

HR (95% Cl) p-value

High-risk EAp53- —i— 2.540 (0.852-7.575) 0.095
TP53 mutated- ——'_ 2.221(0.743-6.638) 0.153
NOTCH1 mutated- ——— 4.503 (1.112-14.572) 0.034
PTEN mutated —l— 3.439 (0.936-12.63) 0.063
Mutated (any gene)- ——l— 2.483 (0.691-8.919) 0.163
0.1 '; 1I0

Hazard Ratio (95% Cl)

Figure 3. Forest plot with the hazard ratio values and 95% CI for selected molecular alterations (p-values were
obtained through Cox regression test). The forest plot was generated using the software IBM SPSS Statistics
Version 23.

The presence of PTEN mutation was also significantly associated with decreased recurrence-free survival
(RFS: 25% versus 64.5% in W'T; log rank p-test =0.045) (Table 3 and Fig. 2B). However, the risk estimate by Cox
regression was not statistically significant (Fig. 3).

Breakdown of TP53 effect in clinical outcome. As mentioned earlier, 45.1% (23/51) of the samples
tested harbored TP53 mutations. Although not statistically significant, we observed that the presence of TP53
variants reduced recurrence-free survival (42.6% versus 75.9% for WT; log rank p-value = 0.137).

We further explored TP53 missense mutations by using the Evolutionary Action score of TP53-coding variants
(EAp53)*** to predict the impact of TP53 mutations on outcome: 34.8% (8/23) of the mutated cases were scored
as having low-risk variants, while 65.2% had high-risk variants. High-risk variants carriers had an increased risk
of 2.540-fold of having a recurrence (HR 95% CI=0.852-7.575; p-value = 0.095) and a marginally significant
decreased recurrence-free survival (38.4% versus 71.8%; log rank p-test = 0.080) (Table 3).

Discussion

Oropharyngeal squamous cell carcinomas arise from epithelial cells of the mucosal lining of the upper aero-
digestive tract and, despite all cases developing from one cell type in one tissue, these tumors are remarkably
heterogenous. This heterogeneity can be further explained by differences in etiology and in molecular alterations
that drive carcinogenesis*.

OpSCC were classically associated with heavy tobacco and alcohol consumption; however, a significant
decrease in cases related to tobacco/alcohol and an increase in cases related to infection by high-risk human pap-
illomavirus (HPV) is being observed, especially in high and middle-income countries®*. In our cohort, most of
the cases were current or former-smokers (86.3%) and only 35.3% were HPV-positive (by p16-IHC); even within
the HPV-positive group, the majority of cases were smokers (66.7%). This information shows that tobacco smok-
ing still seems to have a bigger impact in the onset of OpSCC treated at our institution. Despite the small num-
ber of cases evaluated in our study, tobacco smoking was significantly associated with reduced recurrence-free
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survival (RFS), while HPV-status association with increased RFS was marginally significant. It is noteworthy that
the majority of HPV-positive cases in our cohort were current or former smokers (12/18; 66.7%). HPV-positive
OpSCC has a clearly improved outcome; however, smoking has a reportedly adverse effect on prognosis in both
HPV-positive and HPV-negative cases®. This may have impacted the survival rates we observed, since although
higher than in the HPV-negative group, the difference was not statistically significant.

Brazilian population has been frequently characterized by a considerable admixture of different ancestries
in the genetic composition within individuals. Several studies have explored this admixture in large numbers of
patients with the most prevalent tumor types (breast*, colorectal® and lung*), as well as in the healthy popula-
tion*%. All these studies found similar results, with a confirmed mixture of ancestry markers for the populations
examined and a higher proportion of European ancestry markers, followed by African and then Asian and/
or Native American in most of the patients. We were unable to test all our patients for genetic ancestry, but the
small subset tested confirmed these results. Previous studies have shown differences in prevalence of mutation in
specific genes according to genetic ancestry, such as an enrichment of TP53 mutations in AFR and of PIK3CA in
EUR®*. However, statistically significant confirmation of the genetic ancestry profile of the patients evaluated in
this study and testing for any associations with the prevalence of gene mutations would require the evaluation of
a substantially larger number of cases.

The most recent genomic progression model for head and neck cancer, resulting from new insights into the
cancer genes that are commonly mutated in these tumors, points to different routes towards mucosal squamous
cell carcinoma transformation. There seem to be three main genetic subgroups with two of them closely related to
the etiology: (i) HPV-related; (ii) tobacco-related; and (iii) HPV-negative/tobacco-negative*2. Our main findings
will be discussed below based on these subgroups.

For HPV-positive cases, transcriptionally-active human papillomavirus leads to cell cycle deregulation
through the abrogation of p53 and pRb pathways by the viral oncoproteins E6 and E7 (HPV E6 and E7). Further
oncogenic events may lead to differentiation in HPV-KRT (HPV-keratinocyte differentiation and oxidative
reduction process) or HPV-IMU (HPV-immune response and mesenchymal cell differentiation) tumors¥. p16
detection by immunohistochemistry (p16-IHC) was included in the clinical routine as the gold-standard test
for HPV-positive oropharyngeal SCC with proved clinical impact'®*® due to its easy-of-use, low cost and high
sensitivity rates (near 100%)**. However, it frequently yields not ideal specificity rates (79% and 95%), detect-
ing a positive p16 signal in tumors not associated with HPV*-*. For this reason, several studies have suggested
additional HPV-specific tests to ensure accurate classification of OpSCC as HPV-related*®>"*2. In our study, we
performed HPV-DNA detection in a subset of the cases and observed a high agreement with p16-THC results.
Moreover, molecular characterization closely agreed with other studies that also used HPV-status to describe
results. HPV-positive tumors usually have a lower mutational burden, are usually WT for TP53 mutations and fre-
quently harbor activating PIK3CA mutations and amplifications (mainly the HPV-KRT)>>224753 In accordance to
this, in our cohort, HPV-negative cases had 2.5-times more variants than HPV-positive cases (3.27 & 5.854 versus
1.33 £ 3.162, respectively). Moreover, even though most of our HPV-positive cases were smokers (12/18; 66.7%),
the frequency of TP53 mutation in this subgroup was significantly lower (16.7%; p = 0.003). Conversely, we found
2 HPV-positive case with PIK3CA mutation (2/18; 11.1%); a classic C > T mutation in the helical domain, fre-
quent in viral-associated tumors (p.E545K) and commonly associated with the apoliprotein B mRNA-editing
enzyme catalytic subunit (APOBEC)-induced mutational signature?***, Hayes and colleagues reported in a review
article a frequency between 22-56% of PIK3CA activation in HPV-positive HNC; however, we only evaluated
somatic mutations in the present study and did not explore copy-number alterations (CNA). This might explain
the lower frequency in comparison to other studies that relate this activation both to mutation and amplification
in HPV-positive cases®. As expected, besides TP53, genes frequently mutated in tobacco-related HNC had a low
frequency of mutation in the HPV-positive group, namely NOTCHI (1/18; 5.6%), CDKN2A (2/18; 11.1%) and
FAT1 (3/18; 16.7%)>>%.

The second and most classic subgroup of HNC is associated with tobacco-smoking and also involves deregu-
lation of the cell cycle mainly through loss-of-function (LoF) of two tumor suppressor genes: TP53 and CDKN2A.
CDKN2A encodes the p16INK4A protein and is lost through deletion, inactivating mutations and hypermeth-
ylation in 15-22% of HNC®. Together with the frequent amplification of cyclin D1 (CCND1I), also common in
tobacco-associated HNC, CDKN2A LoF contributes to unscheduled DNA replication and leads to DNA dam-
age and p53 activation®®; however, TP53 inactivation is also found in 60-80% of HNC cases>*, thus abrogat-
ing cell cycle arrest and apoptosis®”. Consequently, these tumors have a higher mutational burden and frequent
copy number alterations*%. In our cohort, we found an overall rate of CDKN2A and TP53 mutation of 9.8%
and 45.1%, respectively. Dogan and colleagues found similar rates, when using a targeted exome sequencing
approach to characterize 83 HPV-negative and 74 HPV-positive OpSCC®®: 49% of the cases were mutated for
TP53, while 22% harbored CDKN2A mutations and deletions. Moreover, we did not test for CDKN2A inactiva-
tion through deletion or hypermethylation. However, among mutated cases, these genes were more frequently
mutated in current/former smokers with rates of 83.3% for CDKN2A and 95.7% for TP53. The breakdown rates
according to HPV status were: 78%/16% for TP53 mutations in HPV-negative/positive cases and 39% versus
4% for CDKN2A mutations in HPV-negative/positive cases.It is already known that the presence of TP53 muta-
tions has an important impact in disease progression, treatment response, specially to platinum-based therapy,
and survival®-%2. Although not statistically significant, we observed that the presence of TP53 variants reduced
recurrence-free survival (42.6% versus 75.9% for WT; log rank p-value = 0.137). Next, we explored whether
the algorithm Evolutionary Action (EAp53), that stratifies patients according to TP53 variants associated with
especially poor outcomes®®**?, could be used as a classificatory in our cohort. The association of TP53 variants
classified with EAp53 still did not reach significance, but it is clear that, for our patients, high-risk variants carri-
ers had an increased risk of 2.540-fold of having a recurrence (HR 95% CI = 0.852-7.575; p-value = 0.095) and a
marginally significant decreased recurrence-free survival (38.4% versus 71.8%; log rank p-test = 0.080). Previous
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studies have tested this algorithm in HPV-negative HNC and validated the association of high-risk TP53 variants,
as classified by EAp53, with decreased sensitivity to cisplatin, decreased survival and increased distant metastases
in HNC?**. Here we focused our analysis in OpSCC patients with a significant representation of HPV-positive
cases and treated by chemoradiation. These differences should be taken into consideration in the interpretation
of the algorithm results.

After cell-cycle abrogation, HPV-negative/tobacco-positive cases usually acquire more alterations that drive
different routes towards the progression of these tumors. These pathways usually involve squamous differentia-
tion, oxidative stress and WNT signaling. Between 10-21% of HNC demonstrate LoF mutations in NOTCHI,
impacting squamous differentiation and cell polarity, while 5-23% of cases harbor mutations in FATI, an impor-
tant component of the WNT signaling®. This route seems to impact beta-catenin signaling and keratinocyte
transformation, and tobacco-smoking is a known risk factor*2. We found similar rates of mutated cases for these
genes in our cohort, and the majority of cases mutated for NOTCH1 and FAT1 were current or former smokers.
Moreover, we found and association between NOTCHI mutation and a higher T stage, consistent with previous
studies showing that functional NOTCHI inhibits proliferation in SCC cells and that loss of canonical NOTCH
increases tumorigenesis in both HPV-positive and p53-mutant mice?%. In addition, the presence of NOTCH]I
mutations significantly impacted recurrence-free survival. Emerging evidence indicates that Notch effects are
dependent on the cellular context in which it is activated, with aberrant Notch signaling being associated with
cancer recurrence, metastasis and treatment resistance in different tumor sites®’. In a recent study, Lim and col-
leagues tested the feasibility of using targeted NGS to guide treatment of HNC patients, among the genes with
association with a poorer overall survival they found NOTCH]I mutation as a predictor of worse outcome®.
Similarly, Dong and colleagues found that in HPV-positive OpSCC cases, the presence of NOTCHI mutations
contributed to a worse overall-survival®. Vettore and colleagues also found an association between the pres-
ence of mutations in genes of the Notch pathway and a lower disease-free survival in patients with oral tongue
carcinoma®®. In a cohort of esophageal carcinomas from China, Song and colleagues found that patients with
mutations in NOTCH1 had shorter survival and failed to respond to chemotherapy®’. These results agree with
our findings that the status of NOTCH1I mutations is a promising predictive biomarker for patient outcome and
treatment response in OpSCC.

Finally, PTEN is a tumor suppressor gene mutated in 9-23% of HPV-negative HNC, leading to oncogenic
activity through the activation of the PI3K/AKT/mTOR signaling*2. We found PTEN mutations in 7.8% of the
cases tested; once again, this rate does not include CNAs. Interestingly, we observed a significant decrease in
recurrence-free survival in the presence of PTEN mutation (25% versus 64.5% in WT; log rank p-test = 0.045).
A recent study found that patients with high-expressing PTEN had an improved progression-free survival in
response to cetuximab, in comparison to patients with low expression of this gene®®. A similar scenario was
observed in a Brazilian study on HNC patients treated with cetuximab, with a worse progression-free and
overall-survival in patients with loss of PTEN®.

To our knowledge, this is the first study showing the association between NOTCH1 and PTEN mutations and
survival in OpSCC patients treated with platin-based chemotherapy plus radiation.

The third subgroup of HNC comes mainly from previous studies that identified a subset of HNC with a strong
correlation between gain of function HRAS mutations and LoF mutation in CASP8**>°. This subgroup is usually
described as diploid, as having fewer CNAs, DNA mismatch repair proficient and to occur more frequently in
women with oral cavity tumors without a history of alcohol and smoking consumption?"”°. The prevalence rates
of this subgroup and the clinical impact is yet to be studied*’. We did not detect any case with CASP8 variants in
our cohort; moreover, all 3 cases identified with HRAS mutation were current or former smokers and one of them
was also HPV-positive.

Although differences in the mutation rates of specific genes were observed, mostly due to different prevalence
of risk factors (HPV and tobacco smoking), when comparing the results on our cohort and the TCGA OpSCC
samples explored, the frequency of cases mutated for at least one of the genes was similar (62.7% versus 64.1%). In
the TCGA publication with genomic data on head and neck cancer, only 14% of the samples tested did not present
mutation in any gene?!. Besides including data from all subsites within head and neck cancer, the mutation data
reported in the article compiled results from whole exome sequencing, while we only tested a panel of a limited
number of genes. This can explain the similarities between mutation rates in the two cohorts of OpSCC samples
explored in this article in comparison to the frequency reported in the TCGA publication.

Recently, Perdomo and collaborators, evaluated a similar panel of genes in a cohort comprised of 180 HNC
from 3 multicentric studies from South America and Europe®. The study reports that 25% of the cases were
from the oropharynx (45/180), and only 8% of the entire cohort was HPV-positive (15/180)*. Therefore, their
cohort was enriched for HPV-negative cases, and, although the number of OpSCC tested was similar to ours,
only around 8% were HPV-positive, in contrast to our 35.3% frequency of HPV-positivity. This might explain the
slightly lower rates of TP53 mutations and other genes associated with tobacco-smoking in our cohort in com-
parison to their findings. In addition, they also explored somatic CNA, that are also included in their higher rates.

Our study has some limitations being the small number of cases evaluated and the short follow-up (median
of 26 months) possibly the most important ones, directly impacting the statistical significance of the molecular
findings in patient outcome. Besides that, we also did not evaluate copy-number alterations of the genes included,
hindering comparisons to other genomic studies that include amplification and deletion in the mutational fre-
quencies. It is important to point out that there is a lack of genomic studies including Brazilian cases; therefore,
our study focused in the profile of somatic variants of a set of genes in a cohort of Brazilian OpSCC patients sub-
mitted to a homogeneous treatment and with sufficient and well-annotated clinical data. Despite of differences
in geographic, economic and social habits when compared to other populations, the results were comparable
to those reported before and new insights into possible molecular mechanisms associated with outcome were
suggested.
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Conclusions

In conclusion, we report here the results on the genetic characterization of a set of HNC-related genes in a cohort
of OpSCC patients. Some of the findings suggest the clinical relevance of genomic approaches to better classify
subgroups of patients with different outcomes. Validation of these data could lead to a more refined prognostic
stratification and contribute to a personalized treatment approach of OpSCC patients.

Ethics approval and consent to participate. Informed consent was obtained from each individual prior
to sample collection and the study protocol was approved by the Barretos Cancer Hospital Institutional Review
Board.
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