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A DESREGULACAO DAS APOBECs E SUA CONTRIBUICAO PARA O
ESTABELECIMENTO DE PERFIS MUTACIONAIS EM CARCINOMA EPIDERMOIDE DE
CABECA E PESCOCO E ESOFAGO

RESUMO
Tese de Doutorado
Marina Chianello Nicolau Fagundes

A familia de enzimas AID/APOBEC, envolvida no processo de edicdo do DNA/RNA, ¢ associada ao
estabelecimento de assinaturas mutacionais especificas em cancer. Em carcinoma epidermoide de es6fago
(CEE), essas assinaturas estdo presentes em cerca de 90% dos casos, sendo responsaveis por 25% da carga
mutacional. O carcinoma epidermoide de cabega e¢ pescogo (CECP) apresenta superexpressdo de
APOBEC3B e assinatura mutacional mediada por APOBEC. Ambos os tumores sdo frequentes em homens
no Brasil, altamente letais e compartilham semelhangas morfologicas e etiologicas. Porém, a causa da
desregulagdo de AID/APOBEC em tumores ¢ desconhecida. Assim, esta tese visou dissecar a desregulagdo
de AID/APOBECs em CEE ¢ em CECP. Nossos dados mostraram que CEE e carcinoma epidermoide de
laringe (CEL) apresentam as maiores cargas mutacionais, mas a fracdo de contribui¢do das assinaturas de
APOBEC ¢ maior em carcinoma epidermoide de orofaringe (CEOF) HPV". Essas assinaturas foram
associadas a expressdo das APOBECs da familia 3 nesses tipos de cancer, sendo APOBEC34 e APOBEC3B
em CEE. Essas enzimas também est3o superexpressas nos tumores em relagdo as mucosas adjacentes ndo
tumorais. Em CEOF, tumores HPV " apresentam maior expressdo de APOBEC3s do que tumores HPV". Em
seguida, avaliamos se alteracdes genéticas e/ou epigenéticas estariam envolvidas na desregulagdo dessas
enzimas, mas esses foram eventos raros nas casuisticas estudadas. A metilagio de elementos
retrotransponiveis foi avaliada como um possivel mecanismo de indugdo de resposta antiviral e consequente
indugdo da expressdo de APOBECs. Os niveis de metilagdo de cerca de 30% dos elementos ALU avaliados
foram inversamente correlacionados com a expressdo de APOBEC34 em CEE. Uma vez que a interagdo
com o sistema imune também pode participar da regulagdo de APOBECs, avaliamos a correlagdo entre a
proporgao dessas células na massa tumoral e as assinaturas e expressdo dessas enzimas. Foram observadas
correlagdes significativas com macréfagos (MO, M1, M2) em CECP e CEE. Além disso, correlagdes diretas
entre as assinaturas mutacionais e a proporg¢do de células TCD4 de memoria e células TCDS foi observada
em tumores orais. A partir de dados de RNAseq de single cell em CEE, observamos que todas as APOBECs
sdo detectadas em células epiteliais ¢ que APOBEC3A ¢é mais expressa em células epiteliais ¢ mieloides.
Prosseguimos com a avaliagdo dos mecanismos envolvidos na indugdo dessas enzimas utilizando como
modelo experimental linhagens de CEE (TE1 e TE13). Para isso, trés abordagens foram utilizadas:
tratamentos com agente desmetilante, com interferons e com RNA de dupla fita, nos quais avaliamos a
expressao das APOBEC3A, 3B e 3D e os controles positivos de resposta antiviral mediada por IFN DDX58,
MDAS5 e IRF7. Apesar de ndo terem sido observadas diferengas estatisticamente significativas, a expressao
de APOBEC3A foi induzida em niveis semelhantes aqueles observados nos controles positivos. Assim,
APOBEC3A parece ter um papel importante no estabelecimento da assinatura mutacional em CEE e na
interagdo com o microambiente tumoral e parece ser induzida por agente desmetilante e por interferons.
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THE DEREGULATION OF APOBEC AND ITS CONTRIBUTION FOR MUTATIONAL
PROFILE IN HEAD AND NECK AND ESOPHAGEAL SQUAMOUS CELL CARCINOMA
PATIENTS

ABSTRACT
PhD Thesis

Marina Chianello Nicolau Fagundes

The AID/APOBEC family of enzymes, involved in DNA/RNA editing, is associated with the establishment
of specific mutational signatures in cancer. In esophageal squamous cell carcinoma (ESCC), these
signatures are present in approximately 90% of the cases, accounting for 25% of the mutational load. Head
and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) shows APOBEC3B overexpression and APOBEC-mediated
mutational signature. Both tumors are frequent among men in Brazil, are very lethal and share
morphological and etiological similarities. However, the cause of AID/APOBEC dysregulation in tumors
is unknown. Thus, this thesis aimed to elucidate the dysregulation of AID/APOBECs in ESCC and in
HNSCC. Our data showed that ESCC and laryngeal squamous cell carcinoma (LSCC) show the highest
mutational loads, but the contribution fraction of APOBEC signatures is highest in HPV oropharyngeal
squamous cell carcinoma (OPSCC). These signatures were associated with the expression of APOBEC3s
in these cancers, specifically APOBEC3A4 and APOBEC3B in ESCC. These enzymes are also overexpressed
in tumors relative to surrounding non-tumor mucosa. In OPSCC, HPV" tumors display higher APOBEC3s
expression relative to HPV™ tumors. Then, we evaluated whether genetic and/or epigenetic alterations would
be involved in the dysregulation of these enzymes, but these alterations were rare events in the analyzed
cohorts. Methylation of retrotransposable elements was evaluated as a possible mechanism for inducing an
antiviral response and consequent induction of APOBECs expression. The methylation levels of about 30%
of the evaluated ALU elements were inversely correlated with the expression of APOBEC3A4 in ESCC.
Since the immune system cells can also participate in the regulation of APOBECs, we evaluated the
correlation between the proportion of these cells in the tumor mass and the APOBEC mutational signatures
and expression. Significant correlations with macrophages (M0, M1, M2) were observed in HNSCC and
ESCC tumors. Furthermore, direct correlations between mutational signatures and the proportion of
memory CD4 T cells and CDS8 T cells were observed in oral tumors. From ESCC single cell RNAseq data,
we observed that all APOBECs are detected in epithelial cells and that APOBEC3A4 is more expressed in
epithelial and myeloid cells than other cells. We investigated the mechanisms involved in the induction of
these enzymes using CEE cell lines as an in vitro model (TE1 and TE13). For this, three approaches were
used: treatments with demethylating agent, interferons, and double-stranded RNA, in which we evaluated
the expression of APOBEC3A, 3B and 3D and positive controls of antiviral response mediated by IFN,
DDX58, MDAS and [IRF7. Although no statistically significant differences were observed, APOBEC3A
expression was induced at similar levels to those observed in positive controls. Thus, APOBEC3A seems
to play an important role in establishing the mutational signature in ESCC and its expression seems to be
induced by demethylating agent and interferons.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER DE CABECA E PESCOCO

1.1.1 INCIDENCIA E MORTALIDADE

Cancer de cabeca e pescoco ¢ um termo genérico definido por bases anatomico-
topograficas para descrever tumores malignos do trato aerodigestivo superior. Estas regides
anatomicas incluem cavidade oral, nasofaringe, orofaringe, hipofaringe, cavidade nasal, seios
paranasais e glandulas salivares (Figura 1.1) (DOBROSSY, 2005). Esse grupo de tumores
representa o sexto tipo de cancer mais frequente mundialmente (FERLAY et al., 2015), sendo

considerado um grave problema de satde publica em muitas partes do mundo (BRAY et al., 2018).
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Figura 1.1: Regides anatdmicas acometidas no cancer de cabega e pescoco. Ilustragdo da
localizagdo dos seios paranasais, cavidade nasal, cavidade oral, lingua, glandulas salivares, laringe
e faringe (incluindo a nasofaringe, orofaringe e hipofaringe). Fonte: Adaptado de

https://www.cancer.gov/, ultimo acesso em 17 de setembro de 2021.

Dados de incidéncia mostram que cerca de 40% dos tumores de cabega e pesco¢o ocorrem
na cavidade oral, 25% na laringe, 15% na faringe (orofaringe, hipofaringe e nasofaringe) ¢ o

restante nos demais sitios anatdomicos (glandulas salivares, etc.) (DOBROSSY, 2005). O tipo



histoldgico mais frequente € o carcinoma de células escamosas, ou epidermoide, diagnosticado em
mais de 90% dos casos de tumores malignos da cavidade oral, orofaringe e laringe (DEDIVITIS
et al.,, 2004; BARNES et al., 2005). Este tipo de carcinoma estd associado a um alto indice de
morbidade e mortalidade. Trata-se de uma neoplasia epitelial invasiva com variados graus de
diferenciagdo e propensa ao aparecimento precoce de metdstase em linfonodos (FERREIRA &
CASALL 2010).

O carcinoma epidermoide de cavidade oral (CECO) ¢ um subgrupo de carcinoma
epidermoide de cabeca e pescoco (CECP) que surge na boca (lingua, assoalho de boca, gengiva,
mucosa jugal e palato duro) (DOBROSSY, 2005). Apresenta uma alta incidéncia em paises da
América do Norte, como Estados Unidos e Canada; paises da Europa, como Polonia e Alemanha,;
paises da Asia, como India, Paquistio e Afeganistio; a Australia na Oceania; e paises da América
do Sul, como o Brasil (Figura 1.2) (GLOBOCAN, 2020).

Distribuicdo geografica mundial da incidéncia de cancer de labio e
cavidade oral ajustada para idade para ambos os sexos, em 2020
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Figura 1.2: Distribui¢do geografica da incidéncia de cancer de labio e cavidade oral no mundo
para ambos os sexos. Tons mais escuros de azul representam regides com maior incidéncia
enquanto tons mais claros, regides com menor incidéncia. ASR: Taxas ajustadas por idade no
mundo, do inglés age-standardized rates (World). Fonte: Adaptado de GLOBOCAN 2020 —
IARC.

O CECO ¢ o 17° tumor mais incidente no mundo e o 15° mais mortal (BRAY et al., 2018;
GLOBOCAN 2020). No Brasil, ¢ o quinto mais incidente entre os homens e o décimo terceiro

2



entre as mulheres (INCA, 2019) (Figura 1.3). Porém, cabe ressaltar que como nao ha norma ou
padronizacgdo nas literaturas nacional e internacional sobre quais estruturas anatomicas compdem
a cavidade oral, nas estimativas do INCA foram consideradas como neoplasias malignas de labio
e cavidade oral aquelas que tenham como localizagdo primaria os labios, a cavidade oral, as
glandulas salivares e a orofaringe (C00-C10), segundo a classificacdo internacional de doencgas
(CID) 10 (INCA, 2016). Assim, para o Brasil, estimam-se 11.180 casos novos destes tumores em

homens e 4.010 em mulheres para cada ano do tri€nio 2020-2022.

Distribui¢ao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por

sexo, exceto pele nao melanoma*

Localizagao Priméria Casos % Localizagao Primaria Casos %

Préstata 65.840 29,2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29,7%

Cdlon e reto 20.520 9,1% Célon e reto 20.470 9,2%

Traqueia, bronquio e pulméo 17.760 7,9% Colo do utero 16.590 7,4%

Estémago 13.360 5,9% Traqueia,bronquio e pulmao ~ 12.440 5,6%

Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 5,4%

Es6fago 8.690 3,9% Estdmago 7.870 3,5%

Bexiga 7.590 3,4% Ovario 6.650 3,0%

Linfoma nao Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do (tero 6.540 2,9%

Laringe 6.470 2,9% Linfoma nao Hodgkin 5.450 2,4%

Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

*Nameros arredondados para maltiplos de 10.
Figura 1.3: Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cdncer mais incidentes estimados para 2020

por sexo, exceto pele ndo melanoma, no Brasil. Fonte: INCA, 2019.

Assim como no mundo, as taxas de incidéncia de CECO também variam entre as regides
no Brasil, sendo as regides sul, sudeste e centro-oeste as de maior incidéncia em homens (Figura
1.4) (INCA, 2019). A sobrevida de pacientes acometidos por este tipo de tumor ¢ de cerca de 50%
em cinco anos, porém uma propor¢ao significativa de pacientes com CECO desenvolve um
segundo tumor primdrio (STP) no trato aerodigestivo superior, o que reduz bastante essas taxas

(JOHNSON, 2011; CHUNG, 2013).
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Figura 1.4: Representagdo espacial das taxas ajustadas® de incidéncia por 100 mil individuos,
estimadas para o ano de 2020, segundo Unidade da Federacdo (neoplasia maligna da cavidade
oral). (A) Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia de cincer de cavidade oral em
individuos do sexo masculino. (B) Representacao espacial das taxas brutas de incidéncia de cancer
de cavidade oral em individuos do sexo feminino. Os tons mais escuros representam as regioes de
maior incidéncia enquanto os tons mais claros, regides de menor incidéncia. * Populagdo padrao

mundial (1960). Fonte: INCA, 2019.

O carcinoma epidermoide de orofaringe (CEOF) ¢ categorizado como CECP, juntamente
com os CECO, e carcinomas epidermoides de laringe (CEL) e hipofaringe (CEHF) (GILLISON
et al., 2000; BABOCI et al., 2013). O CEOF apresenta cerca de 50.000 casos incidentes por ano
(VAN MONSJOU et al., 2010; FERLAY et al., 2015) e, juntamente com CEHF, representa cerca
de 1,0% de todas as malignidades do mundo (FERLAY et al., 2015; BRAY et al., 2018). O CEOF
¢ mais comum nos Estados Unidos; em paises da Europa, como Alemanha e Polonia; na Australia;

e na América do Sul, no Brasil (Figura 1.5) (GLOBOCAN, 2020).



Distribuicao geografica mundial da incidéncia de cancer de orofaringe
ajustada para idade para ambos os sexos, em 2020
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Figura 1.5: Distribui¢cdo geografica da incidéncia de cancer de orofaringe no mundo para ambos
os sexos. Tons mais escuros de azul representam regides com maior incidéncia enquanto tons mais
claros regides com menor incidéncia. ASR: Taxas ajustadas por idade no mundo, do inglés age-

standardized rates (World). Fonte: Adaptado de GLOBOCAN 2020- IARC.

O CEOF ¢ o 25° tumor mais incidente no mundo e o 23° mais mortal (BRAY et al., 2018;
GLOBOCAN 2020). E mais frequente em homens ¢ a taxa de sobrevida em cinco anos de
pacientes diagnosticados entre 2008 e 2014 foi de aproximadamente 59% nos Estados Unidos,
conforme reportado pelo NIH (do inglés National Cancer Institute) (NOONE et al., 2018).

Ja o cancer de laringe ¢ o segundo tipo tumoral mais frequente do aparelho respiratério,
atras somente do cancer de pulmdo (COCA-PELAZ, 2013). A taxa de incidéncia em individuos
do sexo masculino ¢ quase oito vezes maior do que em individuos do sexo feminino, com idade
acima de 40 anos (COCA-PELAZ, 2013). E o 20° mais incidente e o 19° mais mortal no mundo
(BRAY etal., 2018). As regides de alta incidéncia do cancer de laringe sdo paises da Europa, como
a Polonia; paises da Africa, como Libia e Marrocos, e paises da América do Sul, como o Brasil

(Figura 1.6) (GLOBOCAN, 2020).



Distribuigdo geografica mundial da incidéncia de cancer de laringe ajustada
para idade para ambos os sexos, em 2020
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Figura 1.6: Distribui¢do geografica da incidéncia de cancer de laringe no mundo para ambos os
sexos. Tons mais escuros de azul representam regides com maior incidéncia enquanto tons mais
claros, regides com menor incidéncia. ASR: Taxas ajustadas por idade no mundo, do inglés age-

standardized rates (World). Fonte: Adaptado de GLOBOCAN 2020 — TARC.

No Brasil, o CEL ¢é o nono mais incidente entre os homens e o décimo sexto entre as
mulheres (Figura 1.3), sendo a regido Sul aquela mais afetada por este tumor entre homens

(Figura 1.7) (INCA, 2019).
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o0 ano de 2020, segundo Unidade da Federagao (neoplasia maligna da laringe) o ano de 2020, segundo Unidade da Federagio (neoplasia maligna da laringe)
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Figura 1.7: Representagdo espacial das taxas ajustadas® de incidéncia por 100 mil individuos,
estimadas para o ano de 2020, segundo Unidade da Federacdo (neoplasia maligna da laringe). (A)
Representagao espacial das taxas brutas de incidéncia de cancer de laringe em individuos do sexo
masculino. (B) Representagdo espacial das taxas brutas de incidéncia de cancer de laringe em
individuos do sexo feminino. Os tons mais escuros representam as regides de maior incidéncia
enquanto os tons mais claros, regides de menor incidéncia.  Populagdo padrao mundial (1960).

Fonte: INCA, 2019.

Com relagdo ao prognostico da doenga, a taxa de sobrevida em cinco anos para pacientes
com CEL varia de acordo com a localizagdo anatdémica: na supraglote (acima das cordas vocais),
em torno de 46%; na glote (inclui as cordas vocais), em torno de 77%; e na subglote (abaixo das
cordas vocais), em torno de 53%, em pacientes diagnosticados no periodo entre 2008 ¢ 2014, nos
Estados Unidos, de acordo com dados divulgados pelo NIH (NOONE et al., 2018). Quando
diagnosticado em estadios iniciais (I e II), o cancer de laringe possui um bom progndstico com

alto percentual de cura (de 80% a 100%) (COCA-PELAZ, 2013).



1.1.2 FATORES DE RISCO

O consumo intenso de alcool e tabaco representam os principais fatores de risco para o
desenvolvimento do carcinoma epidermoide de cabega e pescogo, principalmente para os tumores
de cavidade oral, orofaringe, hipofaringe e laringe, podendo atuar de forma sinérgica (WRIGHT
& MORGAN, 2013). Ja a exposicao a radiagdo solar ultravioleta excessiva e sem protecdo ao
longo dos anos ¢ fator de risco para o desenvolvimento de cancer de labio (REZENDE et al., 2007,
DAHER et al., 2008). Outro fator de risco para o desenvolvimento de tumores de cabega e pescoco
¢ a infecc¢do viral pelos Papilomavirus Humano (HPV, do inglés Human Papillomavirus) e virus
Epstein-Barr (EBV, do inglés Epstein-Barr virus). A exposi¢ao cronica ao EBV ¢ fator de risco
para o desenvolvimento de carcinoma de nasofaringe, enquanto a infec¢ao pelo HPV vem sendo
associada ao desenvolvimento de tumores de orofaringe (FERREIRA & TUNISSIOLLI, 2017).

Os principais fatores de risco para o cancer de cavidade oral estdo associados a habitos
como mascar betel quid, tabagismo e o etilismo (KUMAR et al., 2016). Estudos ja demonstraram
associacdo entre mascar tabaco com o desenvolvimento deste tumor e lesdes pré-malignas como
leucoplasias, eritoplasias e fibrose submucosa oral (AXELL, 1987). Os carcindgenos presentes na
fumaga do cigarro, como as nitrosaminas NNK (4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona) e
NNN (N’-nitrosonornicotina), sdo capazes de induzir tumores na cavidade oral (KUMAR et al.,
2016). Ja o alcool foi descrito como fator de risco independente para leucoplasias em populacao
indiana; e a ocorréncia de displasia epitelial oral ja foi observada em etilistas que nao fumam,
mostrando o papel do alcool no desenvolvimento desta lesao pré-neoplasica (KUMAR et al.,
2016). Dietas pobres em verduras e frutas também sdo fatores de risco para o desenvolvimento de
cancer oral. Assim como o uso de antissépticos bucais que contém alcool aumenta o risco de
desenvolvimento desse tumor, sendo este atribuido a frequéncia, duragdao do uso e o contetdo de
alcool (KUMAR et al., 2016).

Ja para o CEL, o uso de tabaco ¢ o principal fator de risco e, quando associado ao alcool,
esse risco € potencializado. Outros fatores sao: historico familiar, ma alimentagdo, situacao
socioecondmica desfavoravel, inflamagao cronica da laringe causada pelo refluxo gastroesofagico,
e exposicao a produtos quimicos, p6 de madeira, fuligem ou poeira de carvao e vapores de tinta

(COCA-PELAZ, 2013).



Nos tltimos anos, a incidéncia de CECP tem diminuido nos paises desenvolvidos devido
a reducdo da exposicdo ao tabaco. No entanto, ha um aumento concomitante na incidéncia de
CEOF como resultado da infeccio por tipos de HPV de alto risco (HUBER &
TANTIWONGKOSI, 2014; CASTELLSAGUE et al., 2016). Em especial, a deteccdo de HPV16
em c¢lulas epiteliais estd associada a um risco quase quatro vezes maior de CECO e a um aumento
de risco superior a 14 vezes de CEOF. O HPV 16 foi identificado em mais de 90% dos CEOF HPV-
positivos (EL-NAGGAR et al., 2017).

1.1.3 TRATAMENTO

Com relacao ao tratamento, a primeira linha para os tumores de cavidade oral € a cirurgia,
com a retirada da area afetada pelo tumor associada a remog¢do de linfonodos do pescoco e
reconstru¢do, quando necessario. Caso a cirurgia ndo seja possivel, a radioterapia e a quimioterapia
sao indicadas (INCA, 2019).

O CEOF ¢ frequentemente diagnosticado quando ja ¢ sintomdtico e, portanto, em
estadiamentos avancados. Pacientes com estadiamento inicial podem ser tratados com cirurgia
primaria e/ou radioterapia exclusiva (EVANS et al., 2013). Em estadio avangado, ha necessidade
de tratamento multimodal, incluindo a quimiorradioterapia ou cirurgia com cisplatina concorrente,
geralmente morbida, seguida de radioterapia adjuvante com ou sem quimioterapia. A decisdo sobre
o tipo de tratamento para os pacientes com CEOF deve levar em consideragao a clinica, o
histopatologico e fatores especificos do paciente, além da etiologia (FURLAN et al., 2017).

J4 o tratamento do cancer de laringe pode ser dividido em trés principais estratégias. A
primeira foca em curar o paciente utilizando para tanto um procedimento cirurgico radical
denominado laringectomia total. A segunda almeja a preservagdo da voz e qualidade de vida do
paciente. A terceira, e atual, utiliza uma combinac¢ao de abordagens visando a preservacao do

orgdo. Para tanto, radioterapia, quimioterapia e cirurgia sao empregadas (INCA, 2019).



1.2 CANCER DE ESOFAGO

1.2.1 INCIDENCIA E MORTALIDADE

O cancer de es6fago (CE) € responsavel por 7% de todas as neoplasias malignas do trato
gastrointestinal, sendo um problema de saude ptiblica mundial. E o décimo primeiro tipo de cancer
mais frequente e o oitavo mais mortal no mundo. Apresenta taxas de incidéncia e mortalidade
muito proximas, demonstrando sua alta agressividade e letalidade (BRAY et al., 2018;

GLOBOCAN, 2020) (Figura 1.8).

Taxas de incidéncia e mortalidade no mundo ajustadas por idade para ambos os sexos, todas as idades
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Figura 1.8: Taxas de incidéncia e mortalidade dos tumores mais frequentes no mundo, em ambos
0s sexos. As barras azuis mostram as taxas de incidéncia e as vermelhas mostram as taxas de
mortalidade. ASR: Taxas ajustadas por idade no mundo, do inglés age-standardized rates (World).

Fonte: Adaptado de GLOBOCAN 2020 — IARC.

Menos de 20% dos pacientes acometidos por esta doenga tém uma sobrevida maior que
cinco anos apos seu diagnostico (COHEN & AJANI, 2011). Este fato ¢ consequéncia do
diagnostico tardio, uma vez que os sintomas s6 aparecem em estagios bem avangados da doenca.

Somente quando 50 a 75% da luz esofdgica esta obstruida, o paciente apresenta disfagia
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(dificuldade de engolir), sendo normalmente o primeiro sintoma apresentado (STEIN et al., 2001),
o que resulta na ineficacia do tratamento (ALLEN et al., 1997; MCLARTY et al., 1997; RIBEIRO
PINTO et al., 2003).

O CE apresenta uma ampla distribuicdo geografica quanto a sua incidéncia, com regides
de alta incidéncia do tumor bem proximas a regides de baixa incidéncia (Figura 1.9) (ESLICK,
2009). Isso ¢ consequéncia da forte influéncia de fatores socioambientais (SMEDS et al., 2002),
sendo os paises de baixo e médio indice de desenvolvimento humano (IDH) as principais regioes
acometidas por esse tumor, com 83% dos casos e 86% dos obitos decorrentes da doenca (PARKIN

et al., 2005; ESLICK, 2009; JEMAL et al., 2011).

Distribuicdo geografica mundial da incidéncia de cancer de esdfago ajustada
para idade para ambos os sexos, em 2020
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Figura 1.9: Distribuicao geografica da incidéncia de cancer de es6fago no mundo para ambos os
sexos. Tons mais escuros de azul representam regides com maior incidéncia enquanto tons mais
claros, regides com menor incidéncia. ASR: Taxas ajustadas por idade no mundo, do inglés age-

standardized rates (World). Fonte: Adaptado de GLOBOCAN 2020 — TARC.

As taxas de incidéncia variam até 16 vezes entre regides de alta e baixa incidéncia. As
regides de alta incidéncia incluem o sudeste da Africa (Quénia); leste da Asia (do norte do Ira até
a China, regido conhecida como cinturdo asiatico do cancer de es6fago); o sul da América do Sul

(Brasil e Uruguai); alguns paises desenvolvidos (Franca e Inglaterra); e uma baixa incidéncia ¢
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encontrada, por exemplo, na América Central (PARKIN et al., 2005; ESLICK, 2009; JEMAL et
al., 2011) (Figura 1.9).

No Brasil, o CE ¢ o sexto tumor mais incidente em homens e o décimo quinto mais
incidente em mulheres (Figura 1.3), sendo as regides Sudeste e Sul as mais afetadas por essa

neoplasia em ambos os géneros (Figura 1.10) (INCA, 2019).

Representagdo espacial das taxas ajustadas® de incidéncia por 100 mil homens, estimadas para Representagdo espacial das taxas ajustadas* de incidéncia por 100 mil mulheres, estimadas para
o ano de 2020, segundo Unidade da Federagdo (neoplasia maligna do eséfago) 0 ano de 2020, segundo Unidade da Federagdo (neoplasia maligna do esofago)
Homens Mulheres
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Figura 1.10: Representacdo espacial das taxas ajustadas® de incidéncia por 100 mil individuos,
estimadas para o ano de 2020, segundo Unidade da Federagao (neoplasia maligna de esdfago). (A)
Representagao espacial das taxas brutas de incidéncia de cancer de es6fago em individuos do sexo
masculino. (B) Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia de cancer de es6fago em
individuos do sexo feminino. Os tons mais escuros representam as regides de maior incidéncia
enquanto os tons mais claros, regides de menor incidéncia. * Populagdo padrao mundial (1960).

Fonte: INCA, 2019.

1.2.2 FATORES DE RISCO

O cancer de es6fago apresenta dois subtipos histoldgicos principais, o adenocarcinoma de
esofago (ADE) e o carcinoma epidermoide de esofago (CEE). Esses subtipos diferem em
caracteristicas histopatologicas e clinicas, etiologia, distribuigdo geografica, populagdo acometida,
alteragdes moleculares envolvidas com a génese e a progressao da doenga, entre outros aspectos

(QUEIROGA E PERNAMBUCO, 2006; HONGO et al., 2009).
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Mundialmente, o ADE ¢ mais frequentemente observado em regides com alto IDH, como
por exemplo, Europa Ocidental e os Estados Unidos, devido aos fatores de risco associados.
Porém, recentemente, tem havido um rapido crescimento da sua incidéncia em paises com baixo
e médio IDH, devido principalmente as mudangas nos habitos. Dentre eles, o consumo de
alimentos ricos em gordura e o aumento da média de peso dessas populagdes, caracterizando
obesidade, parecem ser os mais relevantes (FALK, 2009). O principal fator de risco para o ADE ¢
o desenvolvimento do esofago de Barrett especializado ou intestinal, uma condi¢ao pré-maligna
na qual o epitélio normal do esdfago ¢ substituido por um epitélio metaplasico colunar
(SPECHLER et al., 1994). O esdfago de Barrett se origina em pacientes que sofrem de refluxo
gastroesofagico cronico, condi¢do que aumenta em mais de 100 vezes a chance de desenvolver
ADE (THOMAS & SOBIN, 1995). O tabagismo foi identificado como fator de risco para o ADE,
mas o etilismo mostrou estar pouco relacionado a génese da doenca (TOH et al., 2010). O ADE
acomete principalmente o terco inferior do es6fago, enquanto o CEE ocorre mais frequentemente
em células escamosas que revestem os tergos superior € médio (ENZINGER & MAYER, 2003).

O CEE ¢ o subtipo histologico de CE mais frequente, correspondendo a mais de 80% dos
casos de cancer de es6fago no mundo, mesmo com o aumento de incidéncia de ADE. O CEE
apresenta maior incidéncia em paises com baixo e médio IDH, como o Brasil, onde este também
¢ o subtipo mais frequente (PARKIN et al., 2005; INCA, 2019). Diversos estudos epidemiologicos
apontam que o etilismo e o tabagismo sdo os principais fatores de risco para o desenvolvimento
de CEE. Em paises ocidentais, o consumo concomitante desses dois fatores representa um risco
multiplicador (IARC, 1986; CASTELLSAGUE et al., 1999). Além disso, ha a sugestdo de que o
fumo tenha um papel importante tanto na inicia¢cdo quanto na promog¢do do tumor, enquanto o
alcool teria um papel mais relevante na promogao. Isso porque, apds dez anos de abstinéncia de
alcool, o risco retorna aos valores dos abstémios; enquanto apds 10 anos sem tabaco, o risco
diminui apenas 50% (CASTELLSAGUE et al., 1999).

Todavia, ha outros fatores que contribuem para a génese do CEE. A contaminagdo de
alimentos por nitrosaminas, potentes carcindgenos que apresentam tropismo pelo esdfago
(LIJINSKY, 1992), a desnutricao e o consumo de ché quente estdo envolvidos na etiologia deste
cancer em alguns paises, como China e {ndia. No Ir, além da desnutrigdo e da ingestdo de cha

quente, o consumo de 6pio ¢ um importante fator de risco para o desenvolvimento de CEE. No
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Japao, apenas o consumo de cha quente parece ter relagdo direta (TUYNS, 1979; SEPEHR et al.,
2001). Ja na regido sul do Brasil, area de alta incidéncia, além do consumo de bebidas alcoolicas
e tabaco, ha também o consumo do chimarrdo (chéa da erva mate consumido em torno de 70°C),

que ja foi associado ao desenvolvimento do CEE (CASTELLSAGUE et al., 1999; 2000).

1.2.3 TRATAMENTO

A histéria natural proposta para o desenvolvimento de CEE se baseia no seguinte modelo:
depois de uma exposi¢ao a longo prazo do individuo aos agentes etiologicos, ocorre transformacao
neoplésica na mucosa esofagica que ¢ raramente detectada nos estadios iniciais. Quando a terapia
curativa € possivel, a cirurgia (uma mucosectomia para excisao do tumor in situ) ¢ o tratamento
primario (CHEN et al., 1999). Porém, na maioria dos pacientes, o tumor ¢ detectado em estadios
avangados, quando a quimiorradioterapia seguida ou ndo por esofagectomia sao os procedimentos
empregados. Entretanto, a maioria dos pacientes ndo apresenta uma melhora da sobrevida a longo
prazo (DA COSTA et al., 2013). Ainda, no momento do diagndstico, 40% dos pacientes
apresentam metastases, inviabilizando o tratamento cirirgico curativo, reduzindo as taxas de
sobrevida (JEMAL et al., 2006).

Além do estadiamento, o grau histopatologico tumoral, baseado na atividade mitotica,
atipia nuclear e na diferenciacio (BOSMAN et al., 2010), também ¢ utilizado para determinar
prognostico (SOBIN; GOSPODAROWICZ & WITTEKIND, 2009). Tumores bem diferenciados
(G1) geralmente apresentam um bom progndstico, pois se assemelham ao tecido normal. Os
tumores moderadamente diferenciados (G2) sdo as formas intermediarias do tumor podendo
apresentar um bom ou um mau progndstico. E os tumores pouco diferenciados (G3) e
indiferenciados (G4) sdo tumores mais agressivos, que podem promover metastase, tendo assim
um pior prognoéstico (JOENSUU et al., 2013). O grau de diferenciacio ¢ usado quando se avalia a

necessidade de tratamento pds-operatério (JOENSUU et al., 2013).
1.3 ALTERACOES MOLECULARES EM CECP E CEE
As alteracdes genéticas mais comuns em CECP foram caracterizadas tanto por técnicas

citogenéticas quanto moleculares. A presenga de alteracdes genéticas, especificamente perdas nas
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regidoes cromossomicas 3p, 8p, 9p, 15p, 18q, 22q e ganhos nas regides 1q, 3q, 8q, 11q, 14q, 16q,
20q foram associadas a uma baixa sobrevida dos pacientes (BOCKMUHL et al., 2001; ASHMAN
et al., 2003; BERGAMO et al., 2005). Além disso, estudos moleculares que visam encontrar
marcadores para esses tumores tém mostrado que proteinas reguladoras do ciclo celular (P53, P16
e Ciclina D1); genes relacionados a angiogénese e a apoptose (VEGF e BAX, respectivamente); €
alguns fatores de transcricdo, como o NF-kB e c-MYC, sdo comumente afetados por alteragdes
genéticas (MCCABE & DLAMINI, 2005).

Em 2015, o maior e mais abrangente estudo envolvendo CECP foi publicado pelo
consorcio TCGA (The Cancer Genome Atlas) (CANCER GENOME ATLAS NETWORK et al,
2015). Dentre os principais achados em termos de alteragdes genéticas, podemos destacar
mutagdes no oncogene PIK3CA, perda de TRAF3 e amplificagdo de E2F1 em tumores associados
ao HPV. J4 em CECP relacionado ao tabagismo, foram observadas mutagdes que levam a perda
de funcdo em 7P53 e alteracdes estruturais como delegdes em homozigose e fusdes cromossdmicas
que foram associadas a perda de funcao de CDKN24, além de frequentes alteracdes no numero de
copias incluindo amplificagdao de 3q26/28 e 11q13/22. Um subgrupo de tumores de cavidade oral
com resultados clinicos favoraveis tinha mutagdes de ganho de fungdo em HRAS e PI3KCA, ¢
mutacoes associadas a perda de funcdo de CASPS, NOTCHI ¢ TP53. Em tumores de laringe, foi
observada ativacdo do fator de estresse oxidativo NFE2L2 (CANCER GENOME ATLAS
NETWORK et al, 2015).

Apesar de sua alta incidéncia e mortalidade no Brasil e no mundo, os mecanismos que
levam ao desenvolvimento de CEE ainda sdo pouco conhecidos. Dentre as alteragdes genéticas
mais frequentes, destacam-se as mutagdes no gene supressor de tumor 7P53, que podem ser
detectadas em até 80% dos pacientes (ROSSINI et al., 2010; ZHANG et al., 2015; SAWADA et
al., 2016).

Em 2017, o consorcio TCGA apresentou um estudo que incluiu analises de transcriptoma,
sequenciamento de exoma e metiloma e foram observadas alteracdes moleculares especificas tanto
para CEE quanto para ADE. Os principais achados foram amplificagcdes de CCND1, SOX2 e TP63
em CEE e amplificacdes mais frequentes nos genes ERBB2, VEGFA, GATA4 e GATA6 em ADE.
Também foi visto que os adenocarcinomas de esdfago se assemelham bastante aos

adenocarcinomas gastricos do ponto de vista de perfil mutacional, porém alteragdes no perfil de
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metilacdo do DNA ocorrem de forma diferenciada nesses tumores. J4 CEE se aproxima de CECP
do ponto de vista molecular e o principal gene mutado neste subtipo histologico de cancer de
esofago foi 7P53 (91%). Para ADE, a frequéncia foi de 71% (CANCER GENOME ATLAS
RESEARCH NETWORK et al, 2017).

Além de mutagdes em genes especificos, mais recentemente, foram descritos padrdes
mutacionais em cancer. Mutagdes somaticas sao encontradas no genoma de tumores (STRATTON
et al., 2009), sendo oriundas de erros na maquinaria de replicagdo do DNA, exposi¢ao a agentes
mutagénicos exogenos ¢ endogenos, modificagdes enzimaticas do DNA ou de reparo de DNA
deficiente (ALEXANDROV et al 2013). Em alguns tipos tumorais, uma propor¢ao substancial de
mutacdes somaticas ¢ gerada através da exposicdo ambiental, como por exemplo, a fumaga do
cigarro em cancer de pulmao e a radiacdo ultravioleta no cancer de pele (PFEIFER, 2010); assim
como pela ndo correcdo de anormalidades no DNA, como ¢ observado em decorréncia de defeitos
na maquinaria de reparo de mau-pareamento em tumores de colon (PENA-DIAZ et al., 2012).

Processos mutacionais diferentes frequentemente geram combinagdes diferentes de tipos
de mutagdo, uma espécie de padrao, designado de assinatura mutacional. Até recentemente, as
assinaturas mutacionais em cancer eram exploradas por meio do pequeno nimero de genes
recorrentemente mutados, como 7P53 (PFEIFER et al., 2002; OLIVIER et al., 2010). Hoje, foram
criados algoritmos capazes de extrair esse padrdao mutacional a partir de analises de
sequenciamento de genoma completo ou de exoma. Esses padrdes foram demonstrados
inicialmente por Alexandrov e colaboradores em 2013 (ALEXANDROV et al., 2013) e,
atualmente, existem mais de 90 assinaturas, disponiveis no Catdlogo de Mutacdes Somaticas em
Cancer (COSMIC) (Figura Suplementar 1). Hé assinaturas que ocorrem em bases especificas em
qualquer regido do genoma, como a assinatura 4 (C>A), associada ao tabagismo. Ha também
aquelas que ocorrem em bases e regides especificas do genoma. A assinatura 1 (C>T) acontece
preferencialmente em contexto CpG (citosina seguida de guanina através da ligacao fosfato) e esta
associada a idade. As assinaturas mutacionais mediadas por APOBECs (Enzima de edicao de
mRNA de apolipoproteina B, tipo polipeptideo catalitico, do inglés Apolipoprotein B MRNA
Editing Enzyme Catalytic Subunit) sdo evidentes no genoma de diversos tipos de cancer na forma
de hipermutagdao C>T (processo conhecido como “kataegis’) (Assinatura 2) e de C>G (Assinatura

13) em contexto TpC (timina seguida de citosina através da ligacdao fosfato). A presenca das
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assinaturas 2 e 13 geralmente € associada a atividade das APOBEC3s, que fazem a edigdo do DNA
gendmico (ALEXANDROV et al., 2013; ZHANG et al., 2015; MORGANELLA et al., 2016).
Todas as assinaturas descritas até o presente momento foram apresentadas na Figura
Suplementar 1 e sua distribui¢ao entre as diferentes neoplasias pode ser observada na Figura 1.11

(ALEXANDROV et al., 2020).
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Figura 1.11: Presenca das assinaturas mutacionais de substituicdo de base tnica nos diferentes
tipos tumorais € a associagdo com os provaveis fatores responsaveis por tal assinatura. O tamanho
dos circulos corresponde a propor¢ao dos tumores com a assinatura e a escala de cor a mediana de

mutacoes por megabase. Fonte: Adaptado de ALEXANDROV et al., 2020.
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Conforme supracitado, a hipermutacdo C>T (kataegis) ¢ de C>G em contexto TpC
representam as assinaturas 2 e 13, respectivamente (Figura Suplementar 1) (COSMIC). Essas
assinaturas sao geradas da seguinte maneira: a fita simples de DNA, durante a replicacdo, pode ser
alvo da acao de desaminagao pelas APOBECs que entdo convertem citosina em uracila. A uracila
¢ uma base estranha ao DNA, entdo enzimas de reparo, como UDG (uracila DNA glicosilase,
também conhecida como UNG), promovem a remoc¢ao dessa base, gerando sitios abasicos. Assim,
a DNA polimerase insere a base adenina (A) na fita nascente oposta ao sitio abasico ou oposta a
uracila (U) (Regra “A”), gerando a mutagao C>T na fita descontinua. Esse ¢ o processo mutacional
que gera a Assinatura 2. Ja para a Assinatura 13, o mesmo processo acontece, entretanto, uma
DNA polimerase de baixa afinidade insere citosina (C) na fita nascente oposta ao sitio abasico.

Assim, a mutagdo C>G na fita descontinua ¢ gerada (MORGANELLA et al., 2016) (Figura 1.12).
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Figura 1.12: Processos mutacionais que originam as assinaturas 2 ¢ 13 mediadas pela atividade
das APOBECs. Durante a replicagao do DNA, a fita simples de DNA ¢ exposta a desaminagdo por
APOBEC, convertendo citosina em uracila. A uracila é uma base estranha ao DNA, com isso a

UNG (enzima de reparo) remove essa base, gerando um sitio abasico. Assim, a DNA polimerase
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insere a adenina (A) na fita nascente oposta ao sitio abasico ou oposta a uracila (U) (Regra “A”),
gerando a mutacao C>T na fita descontinua (geracao da assinatura mutacional 2). J& na assinatura
13, uma DNA polimerase de baixa afinidade insere citosina (C) na fita nascente oposta ao sitio
abédsico. Assim, a mutagdo C>G na fita descontinua ¢é gerada. Fonte: Adaptado de

MORGANELLA et al., 2016.

Em CEE, as assinaturas 2 e¢ 13, mediadas por APOBECs, estdo presentes em 88% e 91%
dos casos, respectivamente, sendo responsavel por 25% da carga de mutagao em média, indicando
que a ativagao de APOBEC ¢ uma etapa crucial no desenvolvimento de CEE (MOODY et al.,
2021). Outro estudo mostrou que a elevada taxa de mutacdo em CEE era de assinaturas em
contexto CpG e de APOBEC (SAWADA et al., 2016). Além disso, as transi¢des C:G>T:A em
sequéncias TpC representam o envolvimento da APOBEC3B no desenvolvimento de CEE,
consistente com o fato desse gene estar superexpresso nesse tumor (LIN et al.,, 2014;
MATSUMOTO et al., 2015). Além disso, ja foi demonstrado para o CECP um elevado nivel de
RNAmM da APOBEC3B e da APOBEC3H (LIU et al., 2020) e a assinatura mutacional mediada por
APOBEC (FADEN et al., 2017). Porém, os mecanismos que levam a desregulacdo das APOBECs

em tumores ainda nao sao completamente conhecidos.

1.4 AID/APOBEC

A familia AID/APOBEC inclui as proteinas AID (desaminase de citidina induzida por
ativacdo, do inglés Activation Induced Cytidine Deaminase) ¢ APOBEC1-4 (CONTICELLO,
2008; SEVERI et al., 2011) (Tabela 1.1).
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Tabela 1.1: Membros da familia da AID/APOBEC em humanos: localizag¢do no genoma, perfil de

expressdo e fungao.

Nome

AID

APOBEC1
APOBEC2
APOBEC3A
APOBEC3B

APOBEC3C

APOBEC3D
APOBEC3D-3E

APOBEC3E
APOBEC3F

APOBEC3G

APOBEC3H
APOBEC4

Posigao
Gendmica
12p13

12p13.1
6p21

22913.1
22913.1

22q13.1

22q13.1
22q13.1

22q13.1
22q13.1

22q13.1

22913.1
12923

Perfil de
Expresséo

Células B ativadas, baixos niveis
em outros tecidos

Tecidos Gastrointestinais
Musculo esquelético e cardiaco
Queratindcitos

Células Sanguineas Periféricas,
células T e queratindcitos

Muitos tecidos e em linhagens
celulares tumorais

Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido

Muitos tecidos e provavelmente
coexpressa com APOBEC3G

Muitos tecidos e provavelmente
coexpressa com APOBEC3F

Desconhecido
Desconhecido

Atividade de
edigdo conhecida

Desaminase de DNA

Desaminase de RNA ou DNA
Desconhecida
Desconhecida

Desaminase de DNA (com
menor atividade de edigéo
RNA)

Desaminase de DNA

Nenhum
Nenhum
Nenhum

Desaminase de DNA (com
menor atividade de edigdo
RNA)

Desaminase de DNA

Desconhecida
Desconhecida

Funcéo Fisiolégica
Provavel
Diversificacédo de
Imunoglobulinas
Edicédo de RNAm de APOB
Desconhecida

Desconhecida

Edicédo de cDNA retroviral

Desconhecida

Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Edicéo de cDNA retroviral

Edicao de cDNA retroviral

Desconhecida
Desconhecida

Fonte: Adaptado de HARRIS & LIDDAMENT, 2004.

Essa familia de proteinas altera a sequéncia de DNA através da conversao de citosina, 5-

metilcitosina (5SmC) e 5-hidroximetilcitosina (ShmC) em uracila, timina e 5-hidroximetiluracila

(5hmU), respectivamente. Essas reagdes de desamina¢do sdo conhecidas como edicdo do DNA

(KNISBACHER et al., 2016) (Figura 1.13).

20



NH, NH, NH>

FhN | N HO |\N

6 —— —_—

N/L§o N/L§O N/L*o
& c | |

m hmC
AID/ AID/ AID/
APOBEC APOBEC APOBEC
U T C T T o hmU T o

Figura 1.13: Processo de desaminagdo pela familia AID/APOBEC conhecido como edi¢ao do
DNA. A familia AID/APOBEC altera a sequéncia de DNA através da conversao de citosina (C),
S-metilcitosina (mC) e 5-hidroximetilcitosina (hmC) em wuracila (U), timina (T) e 5-

hidroximetiluracila (hmU), respectivamente. Fonte: Adaptado de NABEL et al., 2012.

Tanto a uracila, a timina como a ShmU podem ser excisadas pelas enzimas da via de reparo
por excisdao de bases (BER, do inglés base excision repair), como por exemplo, TDG (timina
DNA-glicosilase) (NABEL et al., 2012). Sendo assim, uma vez que o reparo seja eficiente, em
ambos 0s casos, uma citosina ndo metilada ¢ inserida em substitui¢do a essas bases, levando a
desmetilagdo do DNA (NABEL et al., 2012). Porém, quando o sistema de reparo nao ¢ eficiente,
estas bases nao sdo reparadas e podem levar ao aparecimento de mutacoes.

Em humanos, ja4 foram descritas 11 proteinas da familia da AID/APOBEC: AID,
APOBECI1, APOBEC2, APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3D, APOBEC3F,
APOBEC3G, APOBEC3H e APOBEC4 (SALTER et al., 2016). A AID tem fung¢do especifica na
imunidade adaptativa. E altamente expressa em linfocitos B ativados e ¢ essencial na maturago
de afinidade e diversificacdo de anticorpos (MURAMATSU et al., 2000). Por meio da edi¢dao do
DNA do /ocus gendomico das imunoglobulinas (Ig), ha a hipermutacao somadtica da cadeia pesada
e a recombinagao de troca de classe de imunoglobulinas, induzindo quebras de fitas duplas, o que
culmina no rearranjo do locus de Ilg (MURAMATSU et al., 2000; HWANG et al., 2015).

As APOBEC:s sao predominantemente enzimas de edicao de DNA, porém a APOBEC]1 foi

a primeira descrita com fun¢do em humanos de edi¢do de RNA. APOBECI edita a citidina 6666
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no RNAm da ApoB, que codifica uma proteina-chave no transporte de lipidios. Essa edi¢ao de
RNA, no intestino humano, cria um cdédon de parada prematuro, gerando um peptideo pequeno
ApoB-48, importante para a homeostase lipidica (DANIELS et al., 2009).

A APOBEC? ¢ primariamente expressa no coragao e no musculo esquelético em mamiferos
(LTAO et al, 1999). Nao ¢ essencial para o desenvolvimento de camundongos, sobrevivéncia e
fertilidade (MIKL et al., 2005), mas ¢ necessaria para o desenvolvimento correto do musculo, por
exemplo (ETARD et al., 2010; SATO et al., 2010). Ja a fungdo fisiologica da APOBEC4 ainda ¢
desconhecida (SEVERI et al., 2011), sendo expressa em testiculo (ROGOZIN et al., 2005).

As APOBEC3 (A3A-D, A3F-H) sdo capazes de editar o DNA, participando na imunidade
de diferentes maneiras (CASARTELLI, et al., 2010; NORMAN et al., 2011; SHARMA et al.,
2015). A APOBEC3G ¢ um fator antiviral intrinseco que inibe a replicagdo de virus, como o virus
HIV (virus da imunodeficiéncia humana), por meio da desaminagdo de residuos de citidina. Isso
causa uma hipermutacdo G>A na fita oposta, resultando na inativacdo do virus. APOBEC3G
apresenta um papel em “alertar” as células natural killer (NK) para presenca de patdgenos virais.
Isso porque a desaminagdao da citidina induzida por patdogenos age como resposta antiviral
intrinseca ao regular positivamente a expressao do ligante de ativacdo de células NK (NKG2D, do
inglés Killer Cell Lectin Like Receptor K1), aumentando a sensibilidade de células infectadas com
HIV a lise por essas células (NORMAN et al., 2011). Na imunidade adaptativa, a edigdo do DNA
no genoma de virus, como HIV pela APOBEC3G, promove a ativacdo das células T citotoxicas
CDS8" e o reconhecimento de células T infectadas (CASARTELLI et al., 2010). Por outro lado, o
HIV contrabalanceia a agdo da APOBEC3G através da atividade do fator de infectividade viral
(Vif), que promove a degradagdo da APOBEC3G via proteassomo (NORMAN et al., 2011).

Além disso, as APOBEC3s sdo potentes inibidores de retrotransposons, induzindo sua
degradacao (KNISBACHER et al., 2016). Estes elementos tém sua transcricdo suprimida pela
metilagcao do DNA. Além disso, quando expressos,a APOBEC3A e a APOBEC3B, que sdo fatores
de resisténcia antirretroviral inata humana, sdo capazes de entrar no nucleo e inibir especificamente
a retrotransposi¢ao de LINE-1 (pertencente a familia LINE, do inglés Long Interspersed Nuclear
Elements) e Alu (pertencente a familia SINE, do inglé€s Short Interspersed Nuclear Elements)
(BOGERD et al., 2006).
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Assim, a edicdo do DNA mediada pela familia AID/APOBEC apresenta diversas fungdes
biologicas (Figura 1.14) (KNISBACHER et al., 2016).
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Figura 1.14: Fungdes bioldgicas da edicdo do DNA pela familia AID/APOBEC. Papel na
imunidade adaptativa: diversificacdo e maturagao de anticorpos do sistema imune; na imunidade
inata: reconhecimento de células infectadas pelas células natural killer, inibicao de virus e de
retrotransposons, induzindo sua degradagdo; promocao da evolu¢do por gerar variabilidade
genética; promocao de mutacdes no genoma, podendo resultar no desenvolvimento tumoral,
participacdo na desmetilacdo ativa do DNA, no contexto epigenético. Fonte: Adaptado de

KNISBACHER et al., 2016.

Conforme mencionado anteriormente, a hipermutabilidade mediada por APOBECs ¢
frequentemente observada em cancer. As APOBECs, especialmente APOBEC3s, sdo potentes
fontes de mutacdo endogenas e ja foram associadas inclusive ao mau prognoéstico de pacientes
oncologicos (KNISBACHER et al., 2016). Porém, os mecanismos que levam a superexpressao
dessas desaminases em neoplasias ndo foram completamente elucidados.

Por outro lado, durante infecg¢des virais, ja foi mostrado que a expressao de AID/APOBECs
pode ser regulada por citocinas. A expressao de AID, por exemplo, ¢ regulada por uma série de

citocinas pro-inflamatorias. TGF-B, TNF-a e IL-1B podem estimular sua expressao via sinalizagao
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por NF-kB em hepatocitos humanos primarios e reduzir a infectividade do HBV nas células
hospedeiras (ENDO et al., 2007; JIANG et al., 2007, WATASHI et al., 2013). A expressao génica
e proteica de AID também ¢ induzida por IL-4 e IL-6 de maneira STAT6-dependente em linfocitos
B e células colonicas humanas (DEDEOGLU et al., 2004; ENDO et al., 2008). Assim, a indugdo
da expressao de AID faz parte de uma resposta pro-inflamatoria apos a infecgao.

APOBEC3A4, APOBEC3F ¢ APOBEC3G, mas nao as APOBEC3B e APOBEC3C, sao
induzidas por IFNa em diversas células hematopoiéticas, como macrofagos e linfécitos T (PENG
etal., 2006; KONING et al., 2009). IFNa aumenta a expressao de APOBEC3G em células que sao
alvo de infec¢ao por HIV (CHEN et al., 2006).

A infecgdo por HBV em hepatdcitos resulta na expressao de citocinas e das APOBEC3s.
Em hepatocitos humanos primarios ou hepatocitos infectados por HBV, a expressdo das
APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3F e APOBEC3G ¢ induzida via IFNo (BONVIN et al., 2006;
LUCIFORA et al., 2014). Além disso, o tratamento de linhagens celulares de queratindcitos
cervicais, que conttm HPV16 epissomal, com IFNP resultou no aumento de expressdo de
APOBEC3A4, APOBEC3F ¢ APOBEC3G (WANG et al., 2014). Esses estudos indicam que a
expressao de APOBEC3s pode ser importante para a resposta inflamatéria mediada por citocinas.

Além disso, tumores CECP HPV™ apresentam superexpressao das APOBECs da familia 3,
com exce¢do da APOBEC3A quando comparados a tumores CECP HPV- (LIU et al., 2020). A
APOBEC3H foi identificada como um potencial preditor de progndstico e alvo terapéutico para
oncoimunoterapia em CECP, em consideracao ao seu papel essencial na regulagdo da ativacao
imune mediada por CXCL10 e infiltracdo de células T CD8+ no microambiente tumoral (LIU et
al., 2020).

Assim, infec¢des virais e a consequente produgdo de citocinas no microambiente tumoral
poderiam explicar, a0 menos em parte, a superexpressao de AID/APOBECs observada em cancer.
Entretanto, apenas cerca de 15-20% dos tumores humanos sao atribuidos a virus (PARKIN, 2006).
Além disso, tumores nao relacionados a infec¢des virais, como o CEE e a maioria dos CECP,
apresentam uma importante contribuicao da assinatura mutacional relacionada a atividade dessas

enzimas.
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1.5 JUSTIFICATIVA

CEE e CECP apresentam similaridades em termos de morfologia e fatores etioldgicos: sdao
derivados de um epitélio escamoso que, uma vez exposto cronicamente ao etanol e aos
componentes do tabaco, pode originar um carcinoma de células escamosas. Entretanto, o CECP
compreende tumores de diferentes sitios com algumas especificidades em relagdo aos fatores de
risco associados, como por exemplo, tumores de orofaringe associados a infeccao pelo HPV.
Apesar disso, o CECP ¢ geralmente estudado como uma entidade uUnica, subestimando as
diferencas entre os tumores que abrange.

Até entdo, nenhum trabalho focou na andlise do perfil mutacional em CECP, discriminando
por subsitio e associando tal perfil a expressao de APOBECs. Além disso, ainda ndo ¢ conhecida
a assinatura mais representativa nesses tumores, aquela relacionada a atividade dessas enzimas ou
a relacionada a exposi¢do aos fatores de risco como o tabaco. Finalmente, ainda nao esta(ao) bem
estabelecido(s) o(s) membro(s) da familia AID/APOBECs envolvido(s) no estabelecimento de
assinaturas mutacionais. Outra questao importante neste contexto seria elucidar os mecanismos
que levam a desregulacdo das APOBECs nessas neoplasias.

Dessa forma, esta tese visa elucidar esses pontos pouco estudados de forma ndo so a
contribuir para a melhor compreensdo dos mecanismos moleculares que levam ao
desenvolvimento de CECP, separando por subsitio tumoral (CEL, CECO, CEOF HPV-negativo e
CEOF HPV-positivo), e CEE, bem como investigar os mecanismos responsaveis pelo

estabelecimento das assinaturas mutacionais e pela desregulacao da familia das APOBECs.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a associacdo entre a desregulacio de APOBECs e as assinaturas mutacionais

induzidas por essas enzimas em carcinoma epidermoide de cabega e pescoco e de esofago.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar as assinaturas mutacionais ¢ sua fracdo de contribui¢do em carcinoma
epidermoide de esofago (CEE), de laringe (CEL), de cavidade oral (CECO) e de orofaringe HPV-
negativo (CEOF HPV-) e HPV-positivo (CEOF HPV™), correlacionando-as com a expressdo das
APOBECs, utilizando o banco de dados do TCGA;

- Avaliar a presenca de alteragcdes genéticas (mutacoes e alteragdes do nimero de copias)
nos genes que codificam as APOBECs em CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- ¢ CEOF HPV",
utilizando o banco de dados do TCGA;

- Avaliar se alteragdes epigenéticas (miRNAs e metilagdo do DNA) estdo correlacionadas
com a expressdo das APOBECs em CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- e CEOF HPV", utilizando o
banco de dados do TCGA;

- Avaliar a correlagdo entre o nivel de metilacao de elementos repetitivos do genoma e a
expressdo das APOBECs em CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- e CEOF HPV", utilizando o banco
de dados do TCGA;

- Avaliar a correlacdo da assinatura mutacional e da expressao das APOBECs com a
presenca de células imunes no microambiente tumoral em CEE, CEL, CECO, CEOF HPV" e
CEOF HPV™, utilizando o banco de dados do TCGA;

- Avaliar a expressao das APOBECs nas células tumorais e do sistema imune em CEE, por

analise de single cell, em dado depositado no GEO.
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- Avaliar a expressdo das APOBECs em pacientes com CEE do INCA, e sua associagdo

com os dados clinicos patologicos.

- Avaliar a expressdo das APOBEC3A4, APOBEC3B e APOBEC3D frente ao tratamento

com agente desmetilante em baixas doses em linhagens de CEE;

- Avaliar a expressdo das APOBEC3A4, APOBEC3B e APOBEC3D frente ao tratamento
com RNA de dupla fita em linhagens de CEE;

- Avaliar a expressdo das APOBEC3A4, APOBEC3B e APOBEC3D frente ao tratamento

com interferons em linhagens de CEE.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANALISES IN SILICO

3.1.1 ANALISE DE ASSINATURA MUTACIONAL - BANCO DE DADOS TCGA

Dados processados no formato VCF, do inglés variant call format de sequenciamento de
exoma de amostras de CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- e CEOF HPV" a partir dos estudos
Esophageal Carcinoma (TCGA, Firehose Legacy) para CEE (95 amostras) e Head and Neck
Squamous Cell Carcinoma (TCGA, Firehose Legacy) para CEL (108 amostras), CECO (235
amostras), CEOF HPV~ (23 amostras) e CEOF HPV™ (48 amostras), depositados no portal de dados
GDC (NCI Genomic Data Commons) foram baixados utilizando o pacote TCGABiolinks do
repositorio Bioconductor, em ambiente R (COLAPRICO et al., 2016). As assinaturas mutacionais
de variantes de nucleotideo unico (SNVs) para cada tipo tumoral foram inferidas usando o pacote
do Bioconductor Sigminer (ALEXANDROV et al., 2020), de acordo com as instru¢des do pacote.
A extracdo das assinaturas mutacionais biologicamente significativas foi feita pela avaliagao da
decomposi¢do da fatoragdo de matriz ndo negativa pela extracdo de caracteristicas interpretaveis
dos dados, gerando uma estimativa de assinaturas mutacionais biologicamente distintas presentes
nos tumores.

Para cada assinatura, era gerada uma medida de similaridade com as assinaturas ja descritas
no Catalogo de Mutagdes Somaticas em Cancer, do inglés Catalogue of Somatic Mutations In
Cancer (COSMIC) (disponivel em https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic, tltimo acesso em 26 de
outubro de 2021). Quando a medida de similaridade entre as assinaturas detectadas era

indistinguivel, foram representadas juntas.

3.1.2 PERFIL DE EXPRESSAO DAS APOBECs —- TCGA e INCA

Os dados processados de expressao génica das APOBECs no formato RNA Seq V2 RSEM,
obtidos a partir de sequenciamento de RNA (RNA-seq) realizado pelo consorcio TCGA, foram
baixados pelo site do cBioPortal (disponivel em http://www.cbioportal.org, ultimo acesso em 5 de
outubro de 2021) para cada subsitio tumoral CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- ¢ CEOF HPV™, a
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partir dos estudos Esophageal Carcinoma (TCGA, Firehose Legacy) para CEE (95 amostras) e
Head and Neck Squamous Cell Carcinoma (TCGA, Firehose Legacy) para CEL (115 amostras),
CECO (243 amostras) e CEOF HPV- (24 amostras) e CEOF HPV™ (52 amostras). Utilizando o
ambiente R, foi feita a analise de expressao génica da familia das APOBECs comparando a mucosa
tumoral e a mucosa adjacente nao tumoral para CEL e CECO. Ja para CEQOF, a anélise foi feita
entre tumores HPV- ¢ HPV™. Os niveis de expressdo génica foram determinados pelo Teste
Wilcoxon matched-pairs signed rank para CEE, CEL e CECO e Teste Mann-Whitney para CEOF
em ambiente R, sendo representados por grafico de heatmap, utilizando o z-score.

Para CEE, também foram utilizados dados de RNA-seq previamente gerados pelo grupo a
partir da anélise de 14 amostras pareadas de RNA (mucosa adjacente nao tumoral e tumor) de
pacientes do INCA. A técnica de RNA-seq foi realizada durante o desenvolvimento da tese de
doutorado do Dr Paulo Thiago de Souza Santos e os dados brutos foram reanalisados para avaliar
a expressao desses genes. De forma resumida, o RNA de 14 pares de amostras de CEE (tumor e
tecido adjacente ndo tumoral) foi extraido utilizando o RNeasy Kit (QIAGEN), de acordo com as
instrucoes do fabricante. Esse RNA foi usado para construgdo de bibliotecas de cDNA utilizando-
se o kit TruSeq RNA (Illumina). As leituras de boa qualidade foram alinhadas ao genoma humano
pelo alinhador TOPHAT?2 (KIM et al. 2013). Uma vez alinhadas, as sequéncias foram contadas e
tabuladas por transcrito pelo programa HTSeq (ANDERS; PYL & HUBER, 2015). A partir da
tabela de contagem das leituras, os niveis de expressdo génica entre a mucosa tumoral e adjacente
nao tumoral foram determinados pelo pacote DESeq2 1.2.5 (LOVE; HUBER & ANDERS, 2014)
em ambiente R. Toda essa metodologia foi desenvolvida de acordo com SOUZA-SANTOS e
colaboradores (SOUZA-SANTOS et al., 2018). Os genes das APOBECs foram considerados
diferencialmente expressos quando valor de p ajustado <0,001 e |log FC| > 1.

Uma vez realizada a analise de expressao génica, foram feitas analises de correlacdo entre
a contribuicdo da assinatura mutacional associada a atividade de APOBECs e a expressao das
APOBECs também em ambiente R. A analise de correlacao foi realizada pelo teste de correlagao

de Spearman e considerada estatisticamente significativa quando p<0,05.
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3.1.3 IDENTIFICACAO DAS ALTERACOES GENETICAS NOS GENES QUE
CODIFICAM AS APOBECS - BANCO DE DADOS TCGA

Os dados referentes a presenca de alteragdes genéticas (mutagdes e alteragdes do nimero
de copias) nos genes que codificam as enzimas da familia AID/APOBECs (4ICDA, APOBEC?2,
APOBEC3A4-H) em CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- ¢ CEOF HPV" foram obtidos e visualizados
a partir dos estudos Esophageal Carcinoma (TCGA, Firehose Legacy) para CEE e Head and Neck
Squamous Cell Carcinoma (TCGA, Firehose Legacy) para CEL, CECO e CEOF HPV- ¢ CEOF
HPV™ pelo site cBioPortal (disponivel em http://www.cbioportal.org, Gltimo acesso em 5 de
outubro de 2021).

As chamadas de mutacao sdo fornecidas pela propria publicagdo, que no nosso caso, foi
TCGA, Firehose Legacy (com o formato MAF, formato de anotacdo de mutacao, derivado do
VCF, do inglés Mutation Annotation Format), padronizando a anotacdo das mutagdes usando
Genome Nexus (disponivel em https://www.genomenexus.org, tltimo acesso em 13 de outubro de
2021) (que utiliza VEP, do inglés Ensembl Variant Effect Predictor com canonical UniProt
transcript, disponivel em
https://github.com/mskcc/vcf2maf/blob/main/data/isoform_overrides uniprot, Gltimo acesso em
13 de outubro de 2021). A ferramenta VEP (predi¢do do efeito da variante, disponivel em
https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html, ultimo acesso em 13 de outubro de
2021) determina o efeito da variante (substitui¢do de base Unica, insercao, delecdo, variacdo no
numero de cdpia) no gene, no transcrito, na sequéncia da proteina, bem como nas regides
regulatorias.

As alteragdes do numero de copias foram analisadas pelo algoritmo GISTIC. Esse
algoritmo tenta identificar regides significativamente alteradas de amplificagdo ou delecdo em
conjuntos de pacientes e gera chamadas especificas de nimero de copia de gene/paciente putativas,
que sdo entdo inseridas no portal. Assim, indica o nivel do numero de coOpias por gene: com
delecdes profundas, possivelmente com delecdo em homozigose; com delegdes superficiais,
possivelmente com delecdo em heterozigose; diploide; ganho de baixo nivel (algumas copias

adicionais, sendo amplas) e amplificacdo de elevado nivel (mais copias, geralmente focal),

30



utilizando os limiares de +/- 2 para amplificagdo e delecao de elevado nivel e +/- 1 para os de baixo

nivel. Apenas amplificacdes e delecdes de elevado nivel foram consideradas na presente tese.

3.1.4 IDENTIFICACAO DOS miRNAs CUJOS ALVOS SAO AS APOBECs E
CORRELACAO DE SUA EXPRESSAO COM OS NiVEIS DE RNAm DAS APOBECs -
BANCO DE DADOS TCGA

Foi realizada uma busca por bancos de dados de miRNAs disponiveis no site tools 4miRs
(um site de predi¢ao de alvos, disponivel em https://tools4mirs.org, tltimo acesso em 5 de outubro
de 2021), uma plataforma que agrupa mais de 170 métodos para anélises de miRNAs. Foram
utilizados os seguintes critérios para selecionar os bancos para as analises posteriores: ser
disponivel online; ter dados em organismo humano; ter informagdes sobre evidéncia experimental
da ligacao entre RNAm-miRNA; seus dados serem curados a partir de artigos cientificos; conter
informacao sobre a sequéncia seed match (sequéncia de ligagdo perfeita com o RNAm) dos
miRNAs; utilizar o algoritmo machine learning (aprendizado por maquina, inteligéncia artificial
para reconhecer e extrair padroes de um grande volume de dados); e a forma de busca pelos
miRNAs ser através de seus alvos (no nosso caso, as APOBECs). Assim, foram selecionados trés
bancos de dados de miRNAs: miRDB (disponivel em http://mirdb.org, Gltimo acesso em 5 de
outubro de 2021), Diana versdio 5 (disponivel em  http://diana.imis.athena-
innovation.gr/DianaTools/index.php?r=microT CDS, ultimo acesso em 5 de outubro de 2021) e
miRmap (disponivel em https://mirmap.ezlab.org/app/, Giltimo acesso em 5 de outubro de 2021).
Para selegao dos miRNAs no banco Diana versao 5, foi avaliado o score de predi¢ao de alvo do
miRNA, que variava de 0 a 1. Esse score indica a for¢a de ligagdo do miRNA ao seu alvo, sendo
que quanto mais proximo de 1, maior ¢ a confianca de que aquele miRNA interage com o alvo
selecionado na busca. A linha de corte do score foi de 0,7. No miRDB, a predi¢ao maior do que
80 (escala de 0 a 100) tem maior probabilidade de ser real e inferior a 60 € necessario ter cautela
e recomendavel ter outras evidéncias para confirmar tal achado. Assim, nds utilizamos o score de
70 para o miRDB. Abaixo disso, os miRNAs encontrados ndo eram selecionados para as analises

posteriores.
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A partir da escolha dos bancos de miRNAs a serem consultados e da selecdo de miRNAs
que potencialmente tenham as AID/APOBECs como alvos, foi avaliada a intersecdo entre eles.
Apenas miRNAs que fossem comuns aos trés bancos para cada gene-alvo foram selecionados. Os
dados processados do sequenciamento de miRNAs (miR-Seq), contendo a leitura por milhdo de
cada miRNA para cada individuo com CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- ¢ CEOF HPV' do
consoércio TCGA foram baixados do portal de dados GDC (NCI Genomic Data Commons,
disponivel em https://portal.gdc.cancer.gov/repository, ultimo acesso em 5 de outubro de 2021).
Com isso, foi possivel avaliar a correlagcdo entre a expressao dos miRNAs e das AID/APOBECs
para todos os tumores estudados. Quando os dados obedeciam a distribuicdo normal, foi feita a
analise de correlacao por Pearson, e quando nao, por Spearman. Os resultados foram considerados
significativos quando p<0,05.

Para esta analise, o nosso foco foi avaliar as correlagdes inversas, uma vez que seriam

indicativas de um mecanismo direto de regulacdo do gene-alvo pelo miRNA.

3.1.5 METILOMA - TCGA e INCA

Em trabalho prévio do grupo, foi realizada a técnica de microarranjo para avaliagao do
perfil global de metilagdo do DNA em CEE, CEL, CECO e CEOF HPV-e CEOF HPV* (SOARES-
LIMA et al., 2021). Ao todo, foram incluidas 16 amostras adjacentes nao tumorais e 24 amostras
tumorais de CEE; 12 amostras adjacentes ndo tumorais e 20 amostras tumorais de CEL; 7 amostras
adjacentes ndo tumorais e 15 amostras tumorais de CECO e 9 amostras ndo tumorais (amostras de
tonsila de individuos sem céancer) e 23 amostras tumorais de CEOF (sendo 18 HPV-e 5 HPV™).
Resumidamente, o chip usado para o microarranjo de metilagio foi o Infinium
HumanMethylation450 BeadChip Kit (Illumina, Califérnia, Estados Unidos). Apds a reagdo de
conversdo com bissulfito de sodio, utilizando EZ DNA Methylation Kit® (Zymo Research,
Estados Unidos), 250 ng de DNA tratado foram preparados para a aplica¢dao no chip, de acordo
com as instrugdes do fabricante. Todas as anélises do microarranjo foram feitas com auxilio do
software RStudio com diferentes pacotes do Bionconductor. A metodologia foi desenvolvida de

acordo com SOARES-LIMA e colaboradores (SOARES-LIMA et al., 2021). O valor de beta (beta-
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value) representa a razao entre a intensidade do alelo metilado e a soma das intensidades dos alelos
metilado e ndo metilado e foi utilizado para as andlises posteriores.

Foi realizada a comparagao do perfil de metilagao de todas as sondas do microarranjo com
anotacao para as AID/APOBECs entre os tecidos tumorais € ndo tumorais para cada subsitio
tumoral. Foram consideradas diferencialmente metiladas sondas com um valor de p ajustado <
0,001 nesta comparagao.

Além dos dados gerados pelo grupo, também foram utilizados dados processados de
valores de beta para os diferentes subsitios tumorais gerados pela mesma técnica pelo consércio
TCGA, obtidos no portal de dados GDC (NCI Genomic Data Commons, disponivel em
https://portal.gdc.cancer.gov/repository, ultimo acesso em 5 de outubro de 2021). As matrizes de
valores de beta das casuisticas foram utilizadas para avaliar a correlacdo entre os niveis de
metilacao de diferentes regides dos genes que codificam as enzimas da familia AID/APOBECs e
a expressao génica dessas enzimas. Quando os dados obedeciam a distribuicdo normal foi feita a
analise de correlagdo por Pearson, e quando nao, por Spearman. Os resultados foram considerados

estatisticamente significativos quando p<0,05.

3.1.6 ANALISE DE CORRELACAO DO NiVEL DE METILACAO DE ELEMENTOS
TRANSPONIVEIS COM A EXPRESSAO DAS APOBECS EM CEE, CEL, CECO, CEOF
HPV-e CEOF HPV' - BANCO DE DADOS TCGA

Inicialmente, foi realizada a andlise de predi¢ao de metilagdo dos elementos transponiveis
a partir dos sitios CpG flanqueadores, pelo pacote REMP (baseado no algoritmo Random Forest),
em ambiente R (ZHENG et al., 2017). Essa predigao foi feita a partir dos dados de microarranjo
de metilagdo para todos os tumores avaliados, CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- ¢ CEOF HPV™,
gerados com a plataforma Infintum HumanMethylation450 pelo consorcio TCGA. O algoritmo
identifica padrdes de niveis de metilagdo, predizendo a metilagdo a partir de sondas que estao
dentro ou proximas aos elementos transponiveis. Primeiro, ¢ feita a identificagdo dos elementos
que serao utilizados para predicao da metilacdo através do INITREMP. As informacdes dos
elementos foram obtidas a partir do genome browser UCSC (Instituto Gendmico da Universidade

da Califoérnia Santa Cruz, do inglés University of California Santa Cruz Genomics Institute) € o
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genoma utilizado foi o hgl9. Em seguida, os dados foram trabalhados a partir da matriz de beta
para fazer a predi¢do por meio do GROOMETHY, utilizando os valores de metilacdo obtidos no
portal de dados GDC (NCI  Genomic Data  Commons,  disponivel em
https://portal.gdc.cancer.gov/repository, ultimo acesso em 5 de outubro de 2021). Para aquelas
amostras que nao apresentaram valores para sondas especificas, foi calculado um valor predito,
baseado nos valores gerados pelas demais amostras. Assim, com o0 REMP, a predi¢ao da metilagdo
desses elementos foi feita por amostra, utilizando uma janela de predi¢ao de 1000 pares de base e
o algoritmo Random Forest. Com o rempAGREGATE, foi feita uma média dos valores de
metilagdao para cada elemento com pelo menos dois sitios CpG preditos (2). Por fim, foi feita a
analise de correlagdo da metilagdo de cada elemento (LINE, ALU e LTR — regido de repeticao
terminal longa, do inglés long terminal repeat) com a expressao das APOBECs por paciente de
cada subsitio tumoral. Quando os dados obedeciam a distribui¢ao normal foi feita a analise de
correlagdo por Pearson, e quando nao, por Spearman. Os resultados foram considerados

estatisticamente significativos quando p<0,05.

3.1.7 CARACTERIZACAO DO MICROAMBIENTE TUMORAL E CORRELACAO
COM A ASSINATURA MUTACIONAL E EXPRESSAO DAS 4POBECS EM CEE, CEL,
CECO, CEOF HPV- e CEOF HPV' - BANCO DE DADOS TCGA

CIBERSORT (http://cibersort.stanford.edu/) ¢ uma ferramenta analitica do laboratorio
Alizadeh Lab desenvolvido por NWEMAN et al, 2015 para estimar a abundancia de tipos celulares
em uma populagdao de células, usando dados de expressdo génica. Nessa tese, foi estimada a
proporcao dos diferentes subtipos celulares do sistema imune (células T, macrofagos, mastocitos,
plasmdcitos, etc.) a partir de dados de expressao génica de cada paciente de CEE, CEL, CECO,
CEOF HPV- e CEOF HPV*. Os raw counts foram obtidos no portal de dados GDC (NCI Genomic
Data Commons, disponivel em https://portal.gdc.cancer.gov/repository, ultimo acesso em 5 de
outubro de 2021), bem como os dados processados de expressao génica das APOBECs no formato
RNA Seq V2 RSEM nesses tumores pelo site cBioPortal (disponivel em
http://www.cbioportal.org, Gltimo acesso em 5 de outubro de 2021). Em seguida, foi realizada a

analise de correlacdo da contribuicdo das assinaturas mutacionais mediadas pelas APOBECs (item
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3.1) e da expressao das APOBECs com os dados estimados de abundancia de células do sistema
imune. Quando os dados obedeciam a distribui¢do normal foi feita a analise de correlagao por
Pearson, e quando nao, por Spearman. Os resultados foram considerados estatisticamente

significativos quando p<0,05.

3.1.8 SINGLE CELL - CEE - BANCO DE DADOS GEO

Foram utilizadas contagens normalizadas de dados depositados de CEE no Gene
Expression Omnibus (GEO), sob o nimero GSE160269. Para os tumores de CECP esta andlise
nao foi realizada por ndo haver single cell dos subsitios separados. No trabalho utilizado, foi feito
o RNA-seq de células unicas (single cell) de 60 amostras de CEE e 4 tecidos adjacentes nao
tumorais de 60 individuos utilizando a plataforma 10X Genomics, Illumina NovaSeq 6000 (Homo
sapiens). Os dados brutos estao disponiveis em https://bigd.big.ac.cn/gsa-human/, sob o numero
de acesso de identificacio HRA000195. A metodologia esta descrita em ZHANG e colaboradores
(ZHANG et al., 2021). Em resumo, a suspensao de c€lula tnica foi corada com CD45-FITC (BD
Biosciences, 555482, diluigdo 1: 100) e classificada em células imunes (CD45") ou ndo imunes
(CD457) usando um citometro de fluxo FACSAria (BD Biosciences, BD FACSDiva (versao 8.0.
1)). As células classificadas foram examinadas e contadas antes de serem submetidas a plataforma
10x Genomics Chips. Foram recuperadas 7000 células de cada canal e utilizados kits Chromium
Single Cell 5’ Reagent (10x Genomics) para preparar bibliotecas de sequenciamento de RNA de
transcriptoma total. Os dados de RNA-seq de células tnicas foram processados usando Cell
Ranger Single-Cell Software Suite (10x Genomics, versao 2.1.0) com parametros padrao,
alinhados ao genoma de referéncia GRCh38 e as matrizes de expressdo génica brutas foram
geradas para cada amostra. Em média, foram recuperadas 1804 células CD45™ e 1841 células
CD45" de cada amostra com profundidade de sequenciamento de 143.559 e 80.615 de leituras por
célula, respectivamente. O pacote Seurat (versao 2.3.4) foi usado para filtragem de qualidade e
analise posteriores. Os tipos celulares foram anotados com base na expressao de marcadores
conhecidos para cada célula (epitelial, fibroblasto, endotelial, pericito, células reticulares
fibroblasticas — FRC, células T, células B e células mieloides). As c€lulas imunes contaminantes

no conjunto de dados CD45" ¢ as células ndo imunes no conjunto de dados CD45" foram removidas
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antes do agrupamento com base em seus padroes de expressao (ZHANG et al., 2021). Em seguida,
foi comparada a expressdo das APOBECs nos diferentes tipos celulares através do teste ndo
paramétrico Kruskal Wallis e o pos-teste de Dunn. Os resultados foram considerados

estatisticamente significativos quando p<0,05.

3.2 CEE COMO MODELO EXPERIMENTAL - INCA

Foi incluida nesse estudo uma coorte retrospectiva de 49 pacientes portadores de CEE

primario. Foram considerados os seguintes critérios para a inclusao dos pacientes no estudo:

- Casos cujo laudo histopatoldgico confirmou o diagndstico de CEE revisto na Divisao de
Patologia (DIPAT) do INCA, no periodo de 2006 a 2015;

- Pacientes que ainda ndo haviam sido submetidos a qualquer tratamento na ocasido da
biopsia;

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

Além dos procedimentos vinculados ao BNT-INCA, o projeto de pesquisa foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da institui¢fio, sob o nimero 116/11 (Anexo A). Foram coletadas
biopsias de CEE e do tecido adjacente ndo tumoral de cada paciente incluido no trabalho. Todos
0s pacientes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice A). Além disso,
as informagdes sobre os pacientes foram coletadas a partir de seus prontudrios com o

preenchimento de uma ficha, incluindo dados sobre tabagismo e etilismo (Apéndice B).
3.2.1 EXTRACAO, QUANTIFICACAO E DETERMINACAO DA PUREZA DE RNA
3.2.1.1 EXTRACAO DE RNA — AMOSTRAS CEE

As amostras de CEE e de tecido adjacente ndo tumoral pareado coletadas foram
processadas no laboratério do BNT-INCA, como determina o regimento da instituicdo. Para a

extracdo do RNA total, foi utilizado o RNeasy Mini kit (Qiagen), seguindo as orientacdes do

fabricante:
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- Um fragmento da bidpsia de até 30 mg foi colocado em um microtubo de 1,5 mL junto
com 200 pL do tampao RLT com beta-mercaptoetanol. Apds macerar o tecido, com auxilio de um
pistao, foram adicionados mais 400 pL do tampao RLT e posteriormente foram centrifugados em
microcentrifuga por 3 min a velocidade de 12.000 x g para sedimentar o material ndo lisado. Em
seguida, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e um volume de etanol 70% foi1
adicionado. Apds homogeneizagdo, 700 pL da solu¢do foram transferidos para uma coluna de
purificacao alocada em um tubo coletor de 2 mL e centrifugados por 15 s a 8.000 x g. Ao término,
o liquido do tubo coletor foi descartado e o procedimento foi repetido até passar toda a solucao
pela coluna. Em seguida, 700 uL do tampao RW1 foram adicionados a coluna de purificagao e
centrifugados por 15 s a 8.000 x g. Ao término, o liquido do tubo coletor foi descartado e 500 pL
do tampao RPE foram adicionados a coluna de purificagdo e, posteriormente, centrifugados por 2
min a 8.000 x g. Em seguida, a coluna foi transferida para um novo tubo coletor de 2 mL e
centrifugada por 1 min a 12.000 x g. Apds essa centrifugacao, a coluna foi transferida para um
microtubo de 1,5 mL e 30 uL de agua livre de RNase foram adicionados no centro da membrana,
sem encostar a ponteira na mesma, a fim de eluir o RNA total. Apds 1 minuto a temperatura
ambiente, os tubos foram centrifugados por mais 1 min a 8.000 x g. A coluna foi descartada e

posteriormente os tubos contendo o RNA total extraido foram armazenados a -80°C.

3.2.1.2 QUANTIFICACAO E DETERMINACAO DA PUREZA DAS AMOSTRAS DE RNA

A quantificacdo e determinacao da pureza das amostras de RNA foram feitas com o auxilio
do equipamento NanoDrop (Uniscience), um espectrofotdmetro simples, capaz de mensurar a
concentracdo de acidos nuclé€icos e proteinas em solucdo. Para a realizagdo da quantificacdo, ¢
necessario configurar os parametros do equipamento para mensurar acidos nucléicos,
determinados pela absorbancia em comprimento de onda de 260 nm. O calculo da concentracao
do RNA tomou por base a informacao de que uma unidade de absorbancia corresponde a uma
concentracdo de 40 pg / mL de RNA. Em seguida, aplica-se 1 uL de RNA total extraido no leitor
optico do aparelho. O resultado mostra automaticamente a concentracio do RNA em pg/uL e
verifica o grau de pureza da amostra a partir da razdo entre a absorbancia em 260 nm ¢ a

absorbancia em 280 nm (comprimento de onda necessario para medir a concentragao de proteinas
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contaminantes na solucao). As amostras foram consideradas puras quando esta razao era igual ou

superior a 1,7.

3.2.2 REACAO DE TRANSCRICAO REVERSA (RT)

Para a andlise da expressdo génica pela reacdo em cadeia da polimerase (do inglés,
Polimerase Chain Reaction - PCR) foi necessario primeiramente transcrever o RNAm recém
extraido em um DNA complementar (cDNA). O cDNA possui uma sequéncia de
desoxirribonucleotideos complementar a sequéncia do RNAm. Este procedimento ¢ essencial para
a PCR porque as moléculas de RNA sdao muito instaveis e pelo fato da DNA polimerase, enzima
responsavel pela reagdo, ter a capacidade de polimerizar fitas complementares de DNA a partir,
somente, de outra fita de DNA.

A sintese de cDNA foi feita pela reacao de transcrigcdo reversa (RT), na qual o RNA total
extraido foi incubado com a enzima transcriptase reversa SuperScript [I® (Invitrogen). Em um
microtubo foram adicionados 250 ng de primer randomico (PROMEGA), 500 ng de RNA alvo, 1
puL do set de ANTPs a 10 mM e agua livre de RNase suficiente para completar o volume final de
20 pL de reagao e subsequente incubagdo por 5 minutos a 65°C. Em seguida, foram adicionados 4
uL do tampao da enzima transcriptase reversa (5X) fornecido pelo fabricante (Invitrogen) e 2 ul
de DTT 0,1M e subsequente incubagao por 2 min a 25°C. Em seguida, foi adicionado 1 pL de
SuperScript [I® (200 U) e as reagdes foram incubadas no termociclador por 10 min a 25°C e 50
min a 42°C. A inativagdo da enzima foi feita incubando a reagao a 70°C por 15 min. Ap0s a sintese,

o cDNA foi armazenado a -20°C.

3.2.3 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA (PCRq)

A PCRq ou PCR em tempo real ¢ um tipo de PCR em que podemos observar a geracao de
novas copias de determinada sequéncia do DNA ao longo da reacdo, ou seja, em tempo real. Esta
metodologia foi realizada em termociclador equipado com detectores de fluorescéncia que
acompanham o processo de amplificacdo pela captagdo de sinal fluorescente emitido por

moléculas especificas (fluoroforos), quando estas interagem com a dupla-fita do DNA. O
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fluor6foro mais comumente utilizado nas praticas de PCRq ¢ o SYBR Green, que emite
fluorescéncia apos interagir fisicamente com a dupla-fita de DNA.

A PCR quantitativa (PCRq) foi otimizada para cada par de oligonucleotideos a fim de
avaliar a expressdo génica das APOBECs nas amostras pareadas de CEE. Foi utilizado o sistema
Rotor-Gene Q (Qiagen) e o reagente QuantiFast SYBR Green PCR Kit (Qiagen). O gene GAPDH
foi utilizado como gene-referéncia. As sequéncias dos oligonucleotideos especificos para cada

gene encontram-se na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Sequéncias de oligonucleotideos utilizadas para amplificagdo dos genes das

APOBEC:s e dos controles positivos dos tratamentos in vitro e o GAPDH (gene - referéncia) na

PCRgq.

Genes Sequéncias dos Oligonucleotideos (5'-3") Referéncias
APOBEC3A Senso: CAATGGCACCTCGGTCAAGA Desenhado pelo
Anti-senso: AGAAGATTCTTAGCCTGGTTGTGT grupo
APOBEC3B Senso: ACCCATCCTCTATGGTCGGA Desenhado pelo
Anti-senso: GCTTGAAATACACCTGGCCTC grupo
APOBEC3D Senso: CGCAAGCAGGAAGTGAAACC Desenhado pelo
Anti-senso: CGCTCCATCGGATTTCTGATCT grupo
APOBEC3F Senso: AGGAGATTCTCAGAAACCCGATG Desenhado pelo
Anti-senso: TCTTCCAGGAGACAGGTGAGT grupo
APOBEC3G Senso: TTGTTGCCCGCCTCTACTAC Desenhado pelo
Anti-senso: CCAACAGTGCTGAAATTCGTCAT grupo
APOBEC3H Senso: AGCTGTGGCCAGAAGCAC REFSLAND et
Anti-senso: CGGAATGTTTCGGCTGTT al., 2010
DDX58 Senso: CCAGCATTACTAGTCAGAAGGAA ROULOIS et al.,
Anti-senso: CACAGTGCAATCTTGTCATCC 2015
MDAS Senso: CACTTCCTTCTGCCAAACTTG ROULOIS et al.,
Anti-senso: GAGCAACTTCTTTCAACCACAG 2015
IRF7 Senso: GGCTGGAAAACCAACTTCCG Desenhado pelo
Anti-senso: GCCTTCTCGCCAGCACA grupo

Senso: CAACAGCCTCAAGATCATCAGCAA

DE A SIMAO et
GAPDH Anti-senso: AGTGATGGCATGGACTGTGGTCAT oL 2011

As reacdes de PCRq foram feitas em duplicata e dois controles negativos foram incluidos
em cada reacdo. A PCRq foi realizada em um rotor de 72 pocos e em cada reagao foram

adicionados 5 pL de tampao QuantiFast SYBR Green (Qiagen), 0,3 uL de oligonucleotideos
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especificos a 10 uM, 1uL de cDNA diluido 1:20 e dgua deionizada autoclavada para completar o
volume final de 10 pL. A reagdo de amplificagdo foi realizada através das seguintes condigdes:
> Pré-desnaturagdo: 5 minutos a 95°C;

> 40 ciclos de desnaturagdo (5 segundos a 95°C) e anelamento e extensdo (etapas integradas

— 10 segundos a 60°C), com posterior captura de fluorescéncia;

> (Curva de dissociacao: 65°C - 95°C.

Apds a amplificacdo dos produtos, foi realizada a andlise da curva de dissociagdo gerada
pelo software do termociclador. Essa curva ¢ importante para verificar se os produtos observados
na PCRq sdo especificos para os oligonucleotideos analisados, para verificar se hd formacao de
estruturas secundarias entre os oligonucleotideos e contaminagdo da reagdo (controle negativo

amplificando). Um gréfico representativo da curva de dissociacao estd representado na Figura 3.1.
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Figura 3.1: Exemplo de curva de dissociagao de PCRq, mostrando a especificidade dos produtos

gerados e sem contaminagdo da reacao.

Apos a reacdo, foi feita a quantificacdao relativa do RNAm de cada gene, utilizando o
GAPDH como controle interno, pelo método de 24T (SCHMITTGEN & LIVAK, 2008). Durante
areagao de amplificacdo, € gerado um grafico em que o eixo Y representa o sinal de fluorescéncia
captado e o eixo X, o nimero de ciclos da reagdo. No primeiro ciclo da reagao de PCR, ha pouca
emissdo de fluorescéncia. E justamente isso que define a linha de base do grafico de amplificagéo.
Ao decorrer da reacao, hd um aumento do sinal de fluorescéncia, indicando um acimulo de produto

de PCR. Esse acumulo de produto de PCR ¢ representado por uma curva exponencial. Durante a
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fase exponencial, ¢ determinado um limiar de deteccdo de fluorescéncia fixo acima da linha de
base (threshold). A partir desse limiar, ¢ obtido o parametro Cr (ciclo de threshold), definido como
o nimero de ciclos, inteiro ou ndo, em que a fluorescéncia ultrapassou o limiar previamente
estabelecido (Figura 3.2). Como o experimento era feito sempre em duplicata, foi calculada a
média dos Crs tanto para o gene-alvo (no caso, as APOBECs) como para o gene-referéncia
(GAPDH). A diferenca entre as médias dos Crs (ACrt) de cada gene de interesse € a do GAPDH
foi calculada pelo programa Microsoft Excel e os valores de quantificagdo relativa foram expressos
pelas formulas 2°2CT para as APOBECs e 1,6°°T para APOBEC3H, também calculados pelo

programa Microsoft Excel.
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Figura 3.2: Grafico de deteccdo de fluorescéncia de PCR em tempo real.

3.2.4 EXPERIMENTOS IN VITRO

3.2.4.1 LINHAGENS CELULARES

As linhagens humanas derivadas de CEE TE1 e TE13, obtidas no banco de linhagens

celulares ATCC, foram utilizadas para a realizagdo dos experimentos in vitro (Tabela 3.2). A
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autenticidade das linhagens foi confirmada por Powerplex 18D STR System (Promega). As
linhagens celulares foram periodicamente testadas com MycoAlert®Mycoplasma Detection Kit
(Cambrex Bio Science, EUA) para a certificagdo de auséncia de infec¢do por micoplasma.

As linhagens foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 1% do coquetel de penicilina/glutamina/estreptomicina (GIBCO BRL,
Gaithersburg, MD, EUA), e foram mantidas em estufa a 37° C sob atmosfera de 5% de COa.

Tabela 3.2: Caracterizagdo das linhagens celulares TEI e TEI3.

Linhagem celular Individuo Tumor
Idade Sexo Histologia Estagio Diferenciacao
TE1 58 M CEE II Bem
TE13 65 F CEE 10Y Pouco

Legenda: M: sexo masculino; F: sexo feminino; CEE: Carcinoma Epidermoide de Esofago.

Fonte: ATCC - https://www .atcc.org

Durante o cultivo celular as linhagens foram repicadas e plaqueadas da seguinte forma:

- Retirada do meio de cada linhagem;

- Lavagem com PBS e remoc¢do do mesmo;

- Adigao de solugao de tripsina a 0,25%, com EDTA e subsequente incubagao durante 5
min, a 37°C, 5% CO; para soltar as células aderidas;

- Adig¢ao do meio de cultura para inibir a tripsina (o meio contém SFB capaz de inibir a
tripsina);

- Contagem das células na camara de Neubauer contendo laminula utilizando azul de tripan
(dilui¢ao do corante na propor¢ao de 1:1 com a suspensao celular);

- O namero de células foi determinado pela contagem das células ndo coradas em cada
quadrante da camara de Neaubauer e os valores encontrados foram somados e divididos pelo
numero de quadrantes. Em seguida, este valor foi multiplicado por 2 (fator de dilui¢do) e por 10*

para se obter o nimero de células/mL. As células vivas de membrana intacta ndo se coram, pois o
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azul de tripan ndo atravessa a membrana e assim ndo ¢ incorporado. J& nas células ndo viaveis,
esse corante atravessa a membrana e € incorporado. Isso € observado ao microscopio Optico. Assim
foi obtida a quantidade de células viaveis;

- Plaqueamento celular de acordo com o tratamento.

3.2.4.2 TRATAMENTO COM AGENTE DESMETILANTE A BAIXAS DOSES

O tratamento com o agente desmetilante a baixas doses foi feito com o objetivo de
mimetizar a reativagdo de elementos transponiveis observada em cancer, conforme ja descrito na
literatura (ROULOIS et al., 2015). Para tal, a droga 5-AZA-2'-deoxicitidina (5-AZA-CdR),
também conhecida como decitabina (Sigma-Aldrich), foi eluida em PBS 1X na concentragdo de
10 mM, aliquotada e armazenada a -80°C. Foram plaqueadas 6,0 x 10* de células/pogo para a TE1
e 1,0 x10° de células/poco para TE13 em placas de 6 pogos. Depois de 24h, 5-AZA-CdR foi
adicionada ao meio de cultura na concentracao final de 300 nM. Apds 24h de incubagdo com a
droga, o meio com 5-AZA-CdR foi removido e meio de cultura sem a droga foi adicionado. As
células foram mantidas em cultura por 96h na estufa a 37°C sob 5% de CO». Em seguida, as células
foram coletadas, as células viaveis foram contadas por exclusao por coloracao com azul de tripan
e posterior analise de expressdo génica das APOBEC34, APOBEC3B ¢ APOBEC3D, além dos
controles positivos do experimento: DDX58 (do inglés DExD/H-Box Helicase 58), MDAS5 (do
inglés Melanoma Differentiation-Associated Protein 5) e IRF7 (do inglés Interferon Regulatory
Factor 7) (conforme descrito no item 3.2.3). DDX58 e MDAS5 formam receptores de
reconhecimento de padrdo viral, enquanto o /RF7 ¢ um fator regulatério da via de interferon
(CHIAPPINELLI et al., 2015; ONOMOTO et al., 2021). Nos controles, o solvente da 5-AZA-
CdR, PBS 1X estéril, foi adicionado ao meio de cultura, no mesmo volume utilizado para o
tratamento. Foram realizados trés experimentos independentes em triplicata para cada linhagem

celular (Figura 3.3).
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linhagens celulares removido e 0 meio de cultura mantidas em cultura na estufaa 37°C  celulares para as
de CEE -TEl e sem a droga foi adicionado sob 5% de CO, por 96h analises

TE13 Tratamento com 300
nM de 5-AZA-CdR

Figura 3.3: Esquema do tratamento com 300 nM de 5-AZA-CdR (decitabina) por 6 dias de
tratamento. Inicialmente, as linhagens celulares de CEE TE1 e TE13 foram plaqueadas em placas
de 6 pogos, com 6,0 x 10* de células/pogo e 1,0 x10° de células/pogo, respectivamente. Apds 24h,
a 5-AZA-CdR a 300 nM foi adicionada ao meio de cultura. Apds 24h de incubagao com a droga,
o meio com 5-AZA-CdR foi removido e meio de cultura sem a droga foi adicionado. As linhagens
celulares foram mantidas em cultura na estufa a 37°C sob 5% de CO2 por 96h. Ap6s 96h, as células
foram coletadas, as células viaveis foram contadas por exclusao por coloracao com azul de tripan
e posterior analise de expressao génica de APOBEC3A4, APOBEC3B e APOBEC3D e dos controles
positivos do experimento (DDX58, MDAS5 e IRF7, Tabela 3.1). No controle, foi adicionado apenas

o solvente da droga, PBS 1X no meio de cultura.

3.2.4.3 TRATAMENTO COM RNA DE DUPLA FITA

O tratamento com RNA de dupla fita foi feito com POLY I:C, um analogo sintético de
RNA de dupla fita (do inglés, Polyinosinic-polycytidylic acid), um padrao molecular associado
com a infecc¢ao viral. Esse andlogo ativa os receptores de reconhecimento de padrao antiviral,
como por exemplo, DDX58-MDAS, levando a ativacdo de vias inflamatorias, de resposta a
interferon, como por exemplo, IRFs (fatores regulatorios de interferon) (CHIAPPINELLI et al.,
2015; ONOMOTO et al., 2021; Invivogen, disponivel em https://www.invivogen.com/polyic-
hmw, altimo acesso em 22 de setembro de 2021). Para tal, o analogo POLY I:C (Invivogen) foi
eluido em agua ultrapura, obtendo uma solucao estoque de 1 mg/mL, aliquotada e armazenada a -
20°C. Foram plaqueadas 1,0 x 10° de células/pogo para a TE1 e 3,0 x10° de células/pogo para a

TE13 em placas de 6 pocos. Depois de 24h, as c€lulas foram tratadas com 10 pg/mL de POLY I:.C
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por 24h, conforme ja descrito na literatura (LIM et al., 2009; MATIEVIC, T. & PAVELIC, J.,
2012). Em seguida, as células foram coletadas, as células vidveis foram contadas por meio da
exclusao por coloragao com azul de tripan e posterior analise de expressao génica das APOBEC3A4,
APOBEC3B e APOBEC3D, além dos controles positivos do experimento, DDX58, MDAS5 e IRF7
(conforme descrito no item 3.2.3). Nos controles, agua ultrapura, o solvente do analogo, foi
adicionada ao meio de cultura, no mesmo volume utilizado para o tratamento. Foram realizados

trés experimentos independentes em triplicata para cada linhagem celular (Figura 3.4).

Dia 0 Dia 1 Dia 2
Plaqueamento das Coleta das linhagens
linhagens celulares celulares para as anélises

de CEE -TE1 e TE13

Tratamento com 10 pg/mL
de POLY I:C

Figura 3.4: Esquema do tratamento com 10 pg/mL de POLY I.C por 24h. Inicialmente, as
linhagens celulares de CEE TE1 e TE13 foram plaqueadas em placas de 6 pogos, 1,0 x 10° de
células/pogo e 3,0 x10° de células/pogo, respectivamente. Apds 24h, 10 pg/mL de POLY I:C foi
adicionado ao meio de cultura. Apos 24h de incubacdo com o andlogo, as células foram coletadas,
as células viaveis foram contadas por exclusdo por coloracdo com azul de tripan e posterior analise
de expressdao génica de APOBEC3A4, APOBEC3B e APOBEC3D e dos controles positivos do
experimento (DDX58, MDAS5 e IRF7). Nos controles, dgua ultrapura, o solvente do analogo, foi

adicionada ao meio de cultura.

3.2.4.4 TRATAMENTO COM INTERFERONS

O tratamento com interferons foi realizado para mimetizar a resposta a infeccao viral e por
ser um dos mecanismos de regulacdo das APOBECs ja descrito (BONVIN et al., 2006; CHEN et
al., 2006; PENG et al., 2006; KONING et al., 2009; LUCIFORA et al., 2014; WANG et al., 2014).
Para tal, os interferons IFNa (R&D Systems), IFNB (Peprotech) e IFNy (Peprotech) foram
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utilizados. IFNP e IFNy foram reconstituidos em agua de injecdo, obtendo uma solucdo de 1
mg/mL. Em seguida, foi necessario diluir essas solu¢des em PBS + BSA (albumina sérica bovina,
do inglés Bovine Serum Albumin) a 0,1%, obtendo uma solucdo estoque de 20 ng/uL, sendo
aliquotada e armazenada a -80°C. Ja para o IFNa, foi adicionado PBS + BSA a 0,1%, obtendo
uma solucdo estoque de 20 U/uL, sendo aliquotada e armazenada a -80°C. Para realizar os
experimentos, foram plaqueadas 1,0 x 10° de células/pogo para a TEI e 3,0 x10° de células/pogo
para a TE13 em placas de 6 pogos. Depois de 24h, as células foram tratadas com 100 U/mL de
IFNa ou 100 ng/mL de IFNP ou 100 ng/mL de IFNy por 24h, conforme ja descrito na literatura
(GAN et al., 2016). Apds 24h de incubagdo, as células foram coletadas, as c€lulas vidveis foram
contadas por meio da exclusao por coloracdo com azul de tripan e posterior andlise de expressao
génica de APOBEC3A4, APOBEC3B e APOBEC3D, além do controle positivo dos experimentos,
IRF7. Nos controles, a solucao PBS + BSA a 0,1% foi adicionada ao meio de cultura, no mesmo
volume utilizado para os tratamentos. Foram realizados trés experimentos independentes em

triplicata para cada IFN e para cada linhagem celular (Figura 3.5).

Dia0 Dia 1 Dia 2
Plaqueamento das Coleta das linhagens
linhagens celulares celulares para as analises

de CEE -TE1 e TE13

Tratamento com 100 U/mL de
IFNa ou 100 ng/mL de IFNB

ou 100 ng/mL de IFNy

Figura 3.5: Esquema do tratamento com 100 U/mL de IFNa ou 100 ng/mL de IFNf ou 100 ng/mL
de IFNy por 24h. Inicialmente, as linhagens celulares de CEE TEI e TE13 foram plaqueadas em
placas de 6 pogos, 1,0 x 10° de células/pogo e 3,0 x10° de células/pogo, respectivamente. Apos
24h, foi adicionado ao meio de cultura 100 U/mL de IFNa ou 100 ng/mL de IFNf ou 100 ng/mL
de IFNy. Apos 24h de incubagdo, as células foram coletadas, as células vidveis foram contadas por
exclusao por coloragdo com azul de tripan e posterior anélise de expressao génica de APOBEC3A4,
APOBEC3B ¢ APOBEC3D e do controle positivo do experimento (/RF7). Nos controles, a

solucdao PBS + BSA a 0,1% foi adicionada ao meio de cultura.
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3.2.4.5 COLETA E VIABILIDADE CELULAR POS-TRATAMENTOS

Apods o tempo determinado para cada tratamento, as células foram coletadas da seguinte
maneira:

- Retirada do meio de cada pocgo das placas;

- Lavagem com PBS e remoc¢do do mesmo;

- Adigao de solugao de tripsina a 0,25%, com EDTA e subsequente incubagao durante 5
min, a 37°C, 5% CO; para soltar as células aderidas;

- Adig¢ao de meio de cultura para inibir a tripsina (o meio contém SFB capaz de inibir a
tripsina);

- Transferéncia da solugao contendo as células para tubos de microcentrifuga de 1,5 mL
para realizar a contagem de células, com auxilio da cdmara de Neubauer pela técnica de exclusdao
por azul de tripan, conforme descrito anteriormente (item 3.2.4.1).

- Apo6s a analise de viabilidade celular, os tubos de microcentrifuga de 1,5 mL com a
solucdao contendo as células foram centrifugados por 5 minutos a 10.000 rpm. Em seguida, o

sobrenadante foi descartado e o precipitado armazenado em freezer -80°C para posterior extragao

de RNA.

3.2.4.6 EXTRACAO DO RNA, RT E PCRq POS-TRATAMENTOS

O RNA total foi extraido a partir do precipitado de células utilizando o reagente TRIzol®
(Invitrogen) seguindo o protocolo do fabricante. O pellet de células foi homogeneizado com 500
uL de TRIzol e incubado por cinco minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, foram
adicionados 100 pL de cloroférmio com subsequente homogeneizacao em agitador vortex. Apds
este processo, houve incubagdo por 15 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram
centrifugadas a velocidade de 16.128 x g por 15 minutos a 4°C e entdo a fase aquosa foi transferida
para um novo tubo, com descarte do material restante. Ao novo tubo foram adicionados 250 pL.
de isopropanol com posterior agitacao e incubagdo overnight a 4°C, seguida de centrifugagao a
16.128 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e ao pellet foram adicionados 500

uL de etanol a 75%. As amostras foram centrifugadas a 11.200 x g por 5 minutos, com posterior
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descarte do etanol. Para eluir o RNA, foram adicionados 15 pL de agua livre de RNase. A
quantificagdo e determinagdao da pureza das amostras de RNA foram feitas com o auxilio do
equipamento NanoDrop (Uniscience), conforme ja descrito no item 3.2.1.2.

A sintese de cDNA foi feita com a enzima transcriptase reversa M-MLV (PROMEGA),
seguindo o protocolo do fabricante. Cada tubo de reagcdo continha 500 ng a 1 pg de RNA, 1 uL de
250 ng de oligonucleotideos randomicos (GE Healthcare, UK), 1 pL de 10 mM de
desoxirribonucleotideo na concentragdo de 10 mM e dgua ultrapura para completar o volume final
de 12 pL. Apos incubagao a 65°C por 5 minutos, os tubos contendo os reagentes e amostras foram
incubados no gelo. Em seguida, foram adicionados a cada tubo 4 pL. do tampao da enzima 5X
(PROMEGA), 2 pL de DTT e 1pL agua ultrapura. A mistura foi homogeneizada e incubada a
37°C por 2 minutos. Em seguida, foi adicionado 1 pL. da enzima M-MLV (200 U) (PROMEGA).
Em seguida, houve incubagao a 25°C por 10 minutos. Depois, incubagao a 37°C por 50 minutos e,
posteriormente, a 70°C por 15 minutos para inativacao da enzima. Apos a sintese do cDNA, este
foi armazenado a -20°C.

Para a andlise de expressdao génica das APOBEC34, APOBEC3B, APOBEC3D e dos
controles positivos dos tratamentos, DDX58, MDAS5 e IRF7, bem como do gene-referéncia
GAPDH (Tabela 3.1), foram feitas as reacdes de PCRq conforme ja descritas no item 3.2.3. As
condi¢gdes da PCRq e a ciclagem para os controles positivos dos tratamentos foram as mesmas
utilizadas para as APOBECs (item 3.2.3). Para as andlises de expressdo de APOBEC3A4, foi
utilizado 1 pL de cDNA nao diluido. Os valores de quantificacdo relativa foram expressos pelas

Z-ACT

formulas , calculados pelo programa Microsoft Excel (item 3.2.3).

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises estatisticas foram feitas utilizando o software GraphPad Prism versao 5.0
(GraphPad Software, Estados Unidos). O valor de p foi considerado estatisticamente significativo
quando <0,05.

Para averiguar se os dados obedeciam a distribuicdo normal, foi utilizado o teste
Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, na analise de diferenca de expressao entre amostras de CEE e

de tecidos adjacentes pareados com distribui¢ao normal, foi aplicado o teste t. Quando os dados
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nao obedeciam a distribuicdo normal, foi utilizado o Wilcoxon matched pairs test. Ja para as
linhagens de CEE nos ensaios in vitro, na analise de viabilidade celular, foi utilizado o Teste
Wilcoxon signed rank e para a comparacao da expressao das APOBECs e dos controles positivos
apés os tratamentos, foi utilizado o Teste Kruskal Wallis e p6s teste de Dunn. Os dados foram
considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.

O Teste One-Way ANOVA foi usado quando mais de dois grupos foram avaliados. Para
os dados paramétricos foi utilizado o Teste One-Way analysis of variance e o pds-teste de Tukey.
Ja para os dados nao paramétricos foi aplicado o Teste de Kruskal Wallis e o pés-teste de Dunn.

As correlagdes entre a expressao de RNAm e contribuicdo das assinaturas mutacionais de
APOBECs, bem como com a expressao dos miRNAs, das células do sistema imune e da metilagdao
do DNA para cada subtipo tumoral (CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- ¢ CEOF HPV™) foram
determinadas usando testes de correlagdo de Pearson, quando os dados apresentaram distribuicao
normal, ou correlagao de Spearman, quando essa distribuicao nao era obedecida.

A curva de Kaplan Meier foi utilizada para estimar a sobrevida com analise univariada e
as distribuigdes de sobrevivéncia foram comparadas com o teste de log-rank. A idade e o estagio
do tumor foram selecionados para ajuste na analise multivariada, uma vez que essas variaveis
mostraram influenciar na analise de sobrevida. Finalmente, aplicamos a regressao de Cox usando
o método stepwise forward. As analises de sobrevida dos pacientes com CEE foram realizadas
utilizando o pacote de software Survival em ambiente R (THERNEAU, 2015), onde a expressao
das APOBECs foi dividida em octis € o octil superior definiu o grupo com alta expressao. As
analises de sobrevida de acordo com a contribuicdo da assinatura mutacional relacionada a
atividade das APOBECs nos diferentes subtipos tumorais (CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- ¢
CEOF HPV") a partir dos dados do consorcio TCGA foram realizadas dividindo os casos com alta
e baixa contribuicdo das assinaturas de acordo com a mediana de cada tipo tumoral (> ou <
mediana). Apesar do acompanhamento, em alguns casos, ter ultrapassado os 60 meses, todos os

individuos foram censurados nesse periodo, de modo a tornar os resultados comparaveis.
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4 RESULTADOS

4.1 ASSINATURAS MUTACIONAIS, EXPRESSAO DE APOBECs E MECANISMOS DE
REGULACAO EM CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- E CEOF HPV*

Inicialmente, foi feita a caracterizagdo dos pacientes a partir dos estudos Esophageal
Carcinoma (TCGA, Firehose Legacy) para CEE e Head and Neck Squamous Cell Carcinoma
(TCGA, Firehose Legacy) para CEL, CECO e CEOF HPV- ¢ CEOF HPV". A mediana de idade
foi de 57 anos para CEE, 62 anos para CEL, 60 anos para CECO, 57,5 anos para CEOF HPV- ¢
56 anos para CEOF HPV™. A maioria dos pacientes ¢ do género masculino para todos os tipos
tumorais, sendo essa proporcao de 85,3% em CEE, 83,5% em CEL, 67,9% em CECO, 79,2% em
CEOF HPV- e 92,3% em CEOF HPV'. Em sua maioria, todos os grupos de pacientes sdo
compostos por tabagistas ou ex-tabagistas (62,5% para CEE, 92,2% para CEL, 67,5% para CECO,
83,3% para CEOF HPV-¢ 61,5% para CEOF HPV™); etilistas ou ex-etilistas (71,9% para CEE,
64,3% para CEL, 67,9% para CECO, 87,5% para CECOF HPV-¢ 76,9% para CEOF HPV"); ¢
foram diagnosticados em estadiamento avancado, ou seja, Il ou IV (75,6% para CEL, 71,2% para
CECO, 45,8% para CEOF HPV-¢ 38,5% para CEOF HPV™). A unica excecdo foi CEE, em que a

maioria dos pacientes foi diagnosticada em estadiamento precoce (I ou II, 65,6%) (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1: Caracterizacdo dos pacientes com CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- ¢ CEOF HPV*
do banco de dados do TCGA.

CEE CEL CECO CEOF HPV- CEOF HPV*
TCGA TCGA TCGA TCGA TCGA
Critério Avaliado Numero de Numero de Numero de Numero de Numero de
pacientes (%) pacientes (%) pacientes (%) pacientes (%) pacientes (%)

Idade (mediana, ., o (36.00) 62 anos (38-83) 60 anos (19-90) 57,5 anos (43-79) 56 anos (35-77)

min-max)
Género
Masculino 81 (85,3%) 96 (83,5%) 165 (67,9%) 19 (79,2%) 48 (92,3%)
Feminino 15 (15,7%) 19 (16,5%) 78 (32,1%) 5 (20,8%) 4 (7,7%)
Tabagismo
Nunca 32 (33,3%) 6 (5,2%) 75 (30,9%) 4 (16,7%) 19 (36,5%)
Ex/Ativo 60 (62,5%) 106 (92,2) 164 (67,5%) 20 (83,3%) 32 (61,5%)
Sem informagao 4 (4,2%) 3 (2,6%) 4 (1,6%) - 1(2%)
Etilismo
Nunca 25 (26%) 39 (33,9%) 74 (30,5%) 2 (8,3%) 11 (21,1%)
Ex/Ativo 69 (71,9%) 74 (64,3%) 165 (67,9%) 21 (87,5%) 40 (76,9%)
Sem informagéo 2 (2,1%) 2 (1,8%) 4 (1,6%) 1(4,2%) 1(2%)
Estadiamento do
tumor
1+1I 63 (65,6%) 11 (9,6%) 52 (21,4%) 5 (20,8%) 7 (13,5%)
+v 31 (32,3%) 87 (75,6%) 173 (71,2%) 11 (45,8%) 20 (38,5%)
Nao determinado 2 (2,1%) 17 (14,8%) 18 (7,4%) 8 (33,4%) 25 (48%)

4.1.1 PERFIL MUTACIONAL EM CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- E CEOF HPV*

A partir de dados de sequenciamento de exoma, nds investigamos o numero total de
mutacoes (variantes de unico nucleotideo) por paciente em cada tipo tumoral. Os pacientes com
CEE e CEL (mediana de 155 e 153,5, respectivamente) apresentaram, de forma significativa,

maior nimero de mutagdes quando comparados aos pacientes com CECO (mediana de 101),
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CEOF HPV" (mediana de 102) ¢ CEOF HPV" (mediana de 61), porém ndo houve diferenca

significativa entre pacientes com CEE e CEL, ou entre os outros tipos tumorais (Figura 4.1).
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Figura 4.1: Numero total de variantes de tinico nucleotideo por paciente com CEE, CEL, CECO,
CEOF HPV- e CEOF HPV" do consorcio TCGA. Boxplot mostrando o numero de mutagdes por
paciente diagnosticado com cada tipo tumoral. Teste de Kruskal-Wallis, p6s teste de Dunn,
*p<0,0001. CEE, carcinoma epidermoide de es6fago; CEL, carcinoma epidermoide de laringe,
CECO, carcinoma epidermoide de cavidade oral, CEOF HPV", carcinoma epidermoide de

orofaringe HPV-, CEOF HPV™, carcinoma epidermoide de orofaringe HPV™.

Em seguida, na analise de assinaturas mutacionais de substitui¢do de base unica, foi
possivel identificar as seguintes assinaturas: assinatura 1/6 (C>T em contexto CpG, associada a
idade e C>T, associada a defeitos na maquinaria de reparo de mau-pareamento do DNA);
assinatura 2/13 (C>T e C>G em contexto TpC, associadas a atividade das APOBECs); assinatura
4 (C>A, associada a exposi¢do ao benzopireno); assinatura 5 (T>C em contexto ATN — nesse
contexto com mais bases adeninas sendo mutadas do que timinas , associadas, com evidéncias nao
tdo claras, a idade, a deficiéncia no reparo por excisdo de nucleotideo e ao tabagismo); as
assinaturas 6 (C>T), 15 (C>T) e 21 (T>C) (associadas a defeitos na maquinaria de reparo de mau-
pareamento do DNA) e assinatura 16 (T>C em contexto ATN — nesse contexto com mais bases
adeninas sendo mutadas do que timinas, sem causa conhecida, porém artigos demonstram possivel

associacao ao alcool - LI et al., 2018; MOODY et al., 2021). Para CEE, foram observadas as
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assinaturas 1/6, 2/13, 4 e 16 (Figura 4.2A). Para CEL, as assinaturas 1/6, 2/13 e 4 (Figura 4.2B).
Para CECO, as assinaturas 1/6, 2/13, 5 ¢ 6/21/15 (Figura 4.2C). Para CEOF HPV", as assinaturas
2/13 ¢ 5 (Figura 4.2D) ¢ CEOF HPV", as assinaturas 1/6 ¢ 2/13 (Figura 4.2E).
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Figura 4.2: Assinaturas mutacionais de substituicdo de base Unica detectadas em tumores de
cabeca e pescoco e de esdfago. Graficos de barras mostrando a contribui¢do de cada troca de bases,
estratificadas de acordo com o nucleotideo que precede e sucede a base alterada (contexto), por
sitio tumoral: carcinoma epidermoide de esofago - CEE (A), carcinoma epidermoide de laringe -

CEL (B), carcinoma epidermoide de cavidade oral - CECO (C), carcinoma epidermoide de
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orofaringe HPV- - CEOF HPV- (D), carcinoma epidermoide de orofaringe HPV*- CEOF HPV™(E)
e SBS, assinaturas mutacionais de substituicao de base unica. As assinaturas 1/6, 2/13 e 6/21/15
aparecem juntas, porque para cada assinatura, era gerada uma medida de similaridade com as
assinaturas ja descritas no COSMIC. Quando a medida de similaridade entre as assinaturas

detectadas era indistinguivel, foram representadas juntas.

Ap6s identificar quais assinaturas mutacionais estavam presentes em cada tipo tumoral,
avaliamos a contribui¢do delas por paciente (Figura 4.3). A assinatura 2/13, associada a atividade
das APOBEC:s e alvo desta tese, foi detectada em todos os tipos tumorais, conforme mencionado
anteriormente, e pode ser observada em quase todos os pacientes, porém com contribuicao

variavel.
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Figura 4.3: Contribuicdo das assinaturas mutacionais de substituicao de base tinica em tumores
de cabeca e pescoco e de esofago por paciente. Grafico de barras mostrando a fragdo de cada
assinatura mutacional por paciente diagnosticado com CEE, CEL, CECO, CEOF HPV" e CEOF
HPV" do consércio TCGA. CEE, carcinoma epidermoide de esofago, CEL, carcinoma
epidermoide de laringe, CECO, carcinoma epidermoide de cavidade oral, CEOF HPV", carcinoma
epidermoide de orofaringe HPV-, CEOF HPV™, carcinoma epidermoide de orofaringe HPV™*, SBS,
assinaturas mutacionais de substituicao de base unica. As assinaturas 1/6, 2/13 e 6/21/15 aparecem
juntas, porque para cada assinatura, era gerada uma medida de similaridade com as assinaturas ja
descritas no COSMIC. Quando a medida de similaridade entre as assinaturas era indistinguivel,

foram representadas juntas.
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Assim, nosso proximo passo foi avaliar se a contribuicdo da assinatura mutacional
associada a atividade das APOBEC:s diferia de acordo com o tipo tumoral (Figura 4.4). Os CEOF
HPV- apresentaram maior fragdo de contribuicdo da assinatura 2/13 em comparacao a todos os
outros subsitios tumorais (mediana de 0,7838). Ja os CEOF HPV"® (mediana de 0,2403)
apresentaram maior fragdo de contribuigdo da assinatura de APOBECs quando comparados a CEE
(mediana de 0,1269) e CEL (mediana de 0,1297). Por fim, pacientes com CECO (mediana de
0,2457) mostraram maior contribuicao dessa assinatura em relacao a pacientes com CEL (mediana

de 0,1297).
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Figura 4.4: Fracao de contribuicdo das assinaturas mutacionais de substitui¢do de base unica
relacionadas a atividade das APOBECs em tumores de cabega e pescoco e de esdéfago por paciente.
Boxplot mostrando a fra¢ao de contribuicao das assinaturas mutacionais de substitui¢do de base
unica relacionadas a atividade das APOBECs por paciente diagnosticado com CEE, CEL, CECO,
CEOF HPV- ¢ CEOF HPV™ do consércio TCGA. Teste de Kruskal-Wallis, p6s teste de Dunn,
*p<0,0001. CEE, carcinoma epidermoide de es6fago, CEL, carcinoma epidermoide de laringe,
CECO, carcinoma epidermoide de cavidade oral, CEOF HPV", carcinoma epidermoide de

orofaringe HPV-, CEOF HPV™, carcinoma epidermoide de orofaringe HPV™.

Também foi avaliado se a fragdo de contribuicdo da assinatura mutacional associada a
atividade das APOBECs diferia de acordo com o estadiamento do tumor (tumores precoces €
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tumores avangados) para os tumores de cabeca e pescogo e de esofago (Figura 4.5), para averiguar
se essa alteragdo genética estaria presente ja no inicio da carcinogénese ou se teria um papel na
progressao do tumor. Nao foi encontrada nenhuma diferenga estatisticamente significativa entre
os tumores precoces e avangados em CEE (Figura 4.5A), CEL (Figura 4.5B), CECO (Figura
4.5C), CEOF HPV" (Figura 4.5D) ¢ CEOF HPV" (Figura 4.5E), sugerindo ser uma alteragdo
precoce nesses tumores.
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Figura 4.5: Fracao de contribuicdo das assinaturas mutacionais de substitui¢do de base unica
relacionadas a atividade das APOBECs de acordo com estadiamento tumoral em tumores de
cabeca e pescoco e de esdfago por paciente. Boxplot mostrando a fracdo de contribuigao das
assinaturas mutacionais de substituicdo de base unica relacionadas a atividade das APOBECs por
paciente diagnosticado com CEE (A), CEL (B), CECO (C), CEOF HPV- (D) e CEOF HPV" (E)
do consorcio TCGA, de acordo com estadiamento do tumor (tumores precoces versus tumores
avangados). Teste T nao pareado para CEOF HPV" e Teste Mann-Whitney para os demais tumores,

p>0,05. CEE, carcinoma epidermoide de esofago, CEL, carcinoma epidermoide de laringe, CECO,
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carcinoma epidermoide de cavidade oral, CEOF HPV-, carcinoma epidermoide de orofaringe

HPV-, CEOF HPV", carcinoma epidermoide de orofaringe HPV™.

Como as APOBECs sdo enzimas de resposta antiviral, avaliamos se a fragdo de
contribuicao das assinaturas mutacionais relacionadas a atividade dessas enzimas diferia em CEL
e CECO de acordo com status de HPV (Figura 4.6), conforme foi observado para os tumores
CEOF (Figura 4.4). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre tumores HPV- e
HPV" em CEL (Figura 4.6A) e em CECO (Figura 4.6B).
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Figura 4.6: Fracao de contribuicao das assinaturas mutacionais de substitui¢do de base unica
relacionadas a atividade das APOBECs de acordo com status de HPV em tumores de cabega e
pescoco por paciente. Boxplot mostrando a fracdo de contribui¢do das assinaturas mutacionais de
substituicdo de base unica relacionadas a atividade das APOBECs por paciente diagnosticado com
CEL (A) e CECO do consoércio TCGA, de acordo com status de HPV (HPV- versus HPV™). Teste
Mann Whitney, p>0,05. CEL, carcinoma epidermoide de laringe, CECO, carcinoma epidermoide

de cavidade oral.

Em seguida, investigamos se a contribui¢do das assinaturas mutacionais associadas a
atividade das APOBECs (assinaturas 2 e 13) estava associada a sobrevida global dos pacientes
com CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- ¢ CEOF HPV™ do consorcio TCGA (Figura 4.7). Ndo foi

observado impacto significativo na sobrevida global dos pacientes com CEE (Figura 4.7A), CEL
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(Figura 4.7B), CECO (Figura 4.7C), CEOF HPV- (Figura 4.7D) e CEOF HPV* (Figura 4.7E)

de acordo com as assinaturas mutacionais associadas a essas enzimas.
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Figura 4.7: O impacto das assinaturas mutacionais relacionadas a atividade das APOBECs

(assinaturas 2 e 13) na sobrevida global de pacientes com tumores de cabega e pescogo e de

esofago. Curva de Kaplan Meier mostrando o impacto das assinaturas mutacionais 2 ¢ 13 na

sobrevida global de pacientes com CEE (A), CEL, (B), CECO (C), CEOF HPV- (D) e CEOF HPV*

(E). Os casos foram divididos com alta e baixa contribuicdo das assinaturas de acordo com a

mediana de cada tipo tumoral (> ou < mediana). Apesar do acompanhamento, em alguns casos, ter

ultrapassado os 60 meses, todos os individuos foram censurados nesse periodo, de modo a tornar

os resultados comparaveis. CEE, carcinoma epidermoide de esdéfago, CEL, carcinoma

epidermoide de laringe, CECO, carcinoma epidermoide de cavidade oral, CEOF HPV", carcinoma

epidermoide de orofaringe HPV-, CEOF HPV", carcinoma epidermoide de orofaringe HPV™.
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4.1.2 ASSINATURAS MUTACIONAIS E A EXPRESSAO DAS 4POBECS EM CEE, CEL,
CECO, CEOF HPV- e CEOF HPV*

Foi realizada uma analise de correlagdo entre a contribuicdo das assinaturas mutacionais
relacionadas a atividade das APOBECs e a expressao génica dessas enzimas em CEE, CEL,
CECO, CEOF HPV- e CEOF HPV™ no consorcio do TCGA (Figura 4.8). Foi observada correlagdo
direta significativa da expressao de APOBEC3A4 (rho:0,26) ¢ APOBEC3B (rho:0,24) com as
assinaturas mutacionais em CEE. Em CEL, correlacdo direta significativa da expressdao de
APOBEC3B (rho;0,22), APOBEC3C (rho:0,36), APOBEC3D (rho:0,23), APOBEC3F (rho:0,41),
APOBEC3G (rho:0,32) com as assinaturas mutacionais. Em CECO, correlacdo indireta
significativa com a expressao de AICDA (rtho:-0,2) e APOBEC?2 (rho:-0,2) e direta significativa
com a expressao de APOBEC3A (rho:0,26), APOBEC3B (rho:0,15), APOBEC3C (rho:0,15) e
APOBEC3D (rho:0,19). Para CEOF HPV", correlagdo direta significativa com a expressdo da
APOBEC3A4 (rho:0,35) e para CEOF HPV-", ndo foram observadas correlacdes significativas
(Figura 4.8).

SC O O & o

%) ) ) %) ) ) %) 9
R R R SIS & w
LA NI N

CECO *

Figura 4.8: Correlacao entre a expressao das APOBECs e as assinaturas mutacionais associadas a
elas (2 e 13) em tumores de cabega e pescoco e de esofago. Matriz de correlagdo entre a expressao
das APOBEC:s ¢ as assinaturas mutacionais de substitui¢ao de base unica relacionadas a atividade

das APOBECs em CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- ¢ CEOF HPV™ no consércio do TCGA.
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Correlagdo de Spearman, p<0,05. Azul representa correlacao positiva (escala de rho de 0 até 1);
Vermelho representa correlacao negativa (escala de rho de -1 até 0); X representa sem significancia
estatistica. CEE, carcinoma epidermoide de es6fago, CEL, carcinoma epidermoide de laringe,
CECO, carcinoma epidermoide de cavidade oral, CEOF HPV", carcinoma epidermoide de

orofaringe HPV-, CEOF HPV™, carcinoma epidermoide de orofaringe HPV™.

Ja que foram encontradas correlagdes significativas entre a contribui¢do das assinaturas
mutacionais de APOBECs e sua expressdo, avaliamos se essas enzimas estavam desreguladas
nesses tumores (Figura 4.9). Em CEE, AICDA e todas as APOBEC3s sao mais expressas no tumor
em comparacdo a mucosa adjacente nao tumoral, inclusive aquelas correlacionadas com a
assinatura mutacional (APOBEC34 e APOBEC3B), com exce¢ao da APOBEC3C. A APOBEC?2
estd menos expressa no tumor quando comparado a mucosa nao tumoral (Figura 4.9A). Para CEL,
AICDA, APOBEC3B, APOBEC3F, APOBEC3G, APOBEC3H sao mais expressas no tumor em
comparacao a mucosa adjacente ndo tumoral, inclusive aquelas correlacionadas com as assinaturas
mutacionais (APOBEC3B, APOBEC3F ¢ APOBEC3G). A APOBEC2 esta menos expressa no
tumor quando comparado a mucosa nao tumoral (Figura 4.9B). Para CECO, AICDA, APOBEC3B,
APOBEC3D, APOBEC3F e APOBEC3G estao mais expressas no tumor em relagdo a mucosa
adjacente, inclusive aquelas associadas as assinaturas mutacionais (A/CDA, APOBEC?2,
APOBEC3B e APOBEC3D). A APOBEC?2 esta menos expressa no tumor quando comparado a
mucosa nao tumoral (Figura 4.9C). J& para CEOF, AICDA e APOBEC3s estao mais expressas nos
tumores HPV" quando comparados aos tumores HPV-, inclusive a APOBEC3A que foi

correlacionada com as assinaturas mutacionais (Figura 4.9D).
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Figura 4.9: Analise da expressao génica da familia AID/APOBEC em tumores de cabeca € pescoco
e de esofago. Heatmap da expressdao do RNAm das APOBECs em CEE (A), CEL (B), CECO (C)

entre a mucosa tumoral e ndo tumoral adjacente ao tumor e CEOF (D) entre tumores HPV-e¢ HPV™.

Para todos os tipos tumorais, foram utilizados dados do consorcio do TCGA, com excecao de CEE,

cujos dados foram provenientes de dados gerados pelo grupo com pacientes do INCA. Teste

Wilcoxon matched-pairs signed rank para CEE, CEL e CECO e Teste Mann-Whitney para CEOF,

*p<0,05. Vermelho representa maior expressao (escala de 0 até 2) e azul, menor expressao (escala

de -2 a 0). CEE, carcinoma epidermoide de eso6fago, CEL, carcinoma epidermoide de laringe,

CECO, carcinoma epidermoide de cavidade oral, CEOF HPV", carcinoma epidermoide de

orofaringe HPV-, CEOF HPV", carcinoma epidermoide de orofaringe HPV™.
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4.1.3 MECANISMOS DE REGULACAO DAS APOBECS EM CEE, CEL, CECO, CEOF
HPV-e CEOF HPV*

Como as assinaturas mutacionais relacionadas a atividade das APOBECs estao presentes
em todos os tumores analisados, foram encontradas correlagdes dessas assinaturas mutacionais
com a expressao das APOBECs e essas enzimas estdo desregulados em CEE, CEL, CECO, CEOF
HPV- e CEOF HPV", n6s avaliamos os possiveis mecanismos por tras da desregula¢dao dessas
enzimas: alteracdes genéticas (mutagdes e alteragdes no nimero de copias nos genes que codificam
essas enzimas), alteragdes epigenéticas (miRNAs e metilacio do DNA), mecanismos que

mimetizam a infec¢do viral e a interagdo com o sistema imune.

4.1.3.1 ALTERACOES GENETICAS

Foram analisadas alteragdes genéticas, mutagdes ¢ alteragcdes do nimero de copias, nos
genes que codificam as APOBECs em tumores de cabecga e pescoco e de esdfago (Figura 4.10).
Os dados foram obtidos a partir dos estudos Esophageal Carcinoma (TCGA, Firehose Legacy)
para CEE e Head and Neck Squamous Cell Carcinoma (TCGA, Firehose Legacy) para CEL,
CECO e CEOF HPV- e CEOF HPV® pelo site cBioPortal (disponivel em
http://www.cbioportal.org, ultimo acesso em 5 de outubro de 2021). Em CEE, 2,1% dos casos
mostraram amplificacdo de AICDA e 1,1% dos casos apresentaram mutacdes em APOBEC3F
(Figura 4.10A). Em CEL, foi observada amplificagdo em 0,9% dos casos em APOBEC3A,
APOBEC3F, APOBEC3G ¢ APOBEC3H e amplificagdo e mutagdes em 5% dos casos para
AICDA, 2,6% dos casos para APOBEC2, APOBEC3B ¢ APOBEC3D ¢ 1,7% dos casos para
APOBEC3C (Figura 4.10B). Em CECO, observamos amplificagdo em 0,4% dos casos para
AICDA e em 1,2% dos casos para APOBEC?2 e mutagdes em 0,8% dos casos em APOBEC3B
(Figura 4.10C). Em CEOF, amplifica¢do em 1,3% dos casos para AICDA e APOBEC2 e mutacao
em 1,3% dos casos para APOBEC3D e APOBEC3G (Figura 4.10D). Todas as alteragdes foram
encontradas nos tumores HPV-, com excegdo da alteragdo em APOBEC3D (HPV™). Os dados
sugerem que mutacgoes e alteragdes do nimero de copias dos genes que codificam as APOBECs

sdo raras nos tumores avaliados.
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Figura 4.10: Alteragdes genéticas encontradas nos genes que codificam a familia AID/APOBEC
em tumores de cabeca e pescoco e de esdfago por paciente. Oncoprint de alteragdes genéticas
(mutagdes e alteracdes do numero de copias) nos genes que codificam a familia AID/APOBEC
em CEE (A), CEL (B), CECO (C) e CEOF (D). Em CEOF, todas as alteracdes foram encontradas
nos tumores HPV-, com excegdo das alteragdes em APOBEC3D (HPV™"). CEE, carcinoma
epidermoide de eso6fago, CEL, carcinoma epidermoide de laringe, CECO, carcinoma epidermoide
de cavidade oral, CEOF HPV", carcinoma epidermoide de orofaringe HPV-, CEOF HPV",

carcinoma epidermoide de orofaringe HPV™.

4.1.3.2 ALTERACOES EPIGENETICAS

Para a analise de alteragdes epigenéticas, foram avaliados os miRNAs e a metilagdo do

DNA em CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- e CEOF HPV™.
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4.1.3.2.1 MIRNAS

Utilizando trés bancos de dados de miRNAs (miRDB, Diana versao 5 e miRmap), foi feito
um diagrama de Venn dos miRNAs presentes nesses bancos cujo alvos sao as enzimas da familia
AID/APOBECs (Figura 4.11). Foram escolhidos os miRNAs comuns aos trés bancos para a
analise de correlagdo entre a expressao dos miRNAs e a expressao das APOBECs em CEE, CEL,
CECO, CEOF HPV- ¢ CEOF HPV", a partir de dados do consoércio TCGA. Para AICDA, foram
encontrados 28 miRNAs comuns aos trés bancos (hsa-mir-155, hsa-mir-4729, hsa-mir-3163, hsa-
mir-548c, hsa-mir-5692a, hsa-mir-548x, hsa-mir-548aj, hsa-mir-361, hsa-mir-5002, hsa-mir-
6071, hsa-mir-1304, hsa-mir-548ah, hsa-mir-29b, hsa-mir-29a, hsa-mir-502, hsa-mir-29¢, hsa-
mir-15b, hsa-mir-150, hsa-mir-618, hsa-mir-548at, hsa-mir-5692c, hsa-mir-5692b, hsa-mir-4306,
hsa-mir-1208, hsa-mir-548a0, hsa-mir-2115, hsa-mir-548aq ¢ hsa-mir-3680) (Figura 4.11A).
Para APOBEC2, foram sete miRNAs (hsa-mir-509, hsa-mir-3909, hsa-mir-4649, hsa-mir-205,
hsa-mir-4267, hsa-mir-4803 e hsa-mir-214) (Figura 4.11B). Para APOBEC3A4, seis miRNAs (hsa-
mir-3152, hsa-mir-4297, hsa-mir-4786, hsa-mir-5010, hsa-mir-4775 e hsa-mir-890) (Figura
4.11C). Para APOBEC3B, 10 miRNAs (hsa-mir-7, hsa-mir-4314, hsa-mir-138, hsa-mir-550b, hsa-
mir-505, hsa-mir-4522, hsa-mir-4297, hsa-mir-890, hsa-mir-4646 e hsa-mir-204) (Figura 4.11D).
Para APOBEC3C, 12 miRNAs (hsa-mir-4731, hsa-mir-650, hsa-mir-4443, hsa-mir-3612, hsa-mir-
1827, hsa-mir-1291, hsa-mir-4437, hsa-mir-3675, hsa-mir-4283, hsa-mir-6077, hsa-mir-637 ¢ hsa-
mir-5589) (Figura 4.11E). Para APOBEC3D, 16 miRNAs (hsa-mir-4731, hsa-mir-4486, hsa-mir-
1291, hsa-mir-340, hsa-mir-371a, hsa-mir-3675, hsa-mir-4524a, hsa-mir-3613, hsa-mir-4437, hsa-
mir-3674, hsa-mir-367, hsa-mir-4283, hsa-mir-4482, hsa-mir-3150a, hsa-mir-1285 e hsa-mir-
3119) (Figura 4.11F). Para APOBEC3F, 21 miRNAs (hsa-mir-4731, hsa-mir-940, hsa-mir-340,
hsa-mir-660, hsa-mir-6511a, hsa-mir-650, hsa-mir-1291, hsa-mir-3613, hsa-mir-3612, hsa-mir-
616, hsa-mir-1911, hsa-mir-4695, hsa-mir-4283, hsa-mir-373, hsa-mir-4437, hsa-mir-371b, hsa-
mir-4768, hsa-mir-1827, hsa-mir-6131, hsa-mir-92a e hsa-mir-92b) (Figura 4.11G). Para
APOBEC3G, quatro miRNAs (hsa-mir-4297, hsa-mir-4649, hsa-mir-138 e hsa-mir-1207) (Figura
4.11H). E para APOBEC3H, oito miRNAs foram selecionados (hsa-mir-4745, hsa-mir-3173, hsa-
mir-3163, hsa-mir-3148, hsa-mir-3688, hsa-mir-4773, hsa-mir-3182 e hsa-mir-890) (Figura
4.111).
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Figura 4.11: Analise dos miRNAs cujos alvos sao a familia da AID/APOBEC utilizando os bancos
de miRNAs Diana, miRDB e miRmap. Diagrama de Venn dos miRNAs presentes nos trés bancos
de dados de miRNAs cujos alvos sao AICDA (A), APOBEC?2 (B), APOBEC34 (C), APOBEC3B
(D), APOBEC3C (E), APOBEC3D (F), APOBEC3F (G), APOBEC3G (H) e APOBEC3H (I). Os
miRNAs comuns aos trés bancos (na intersec¢ao do diagrama) foram selecionados para a andlise
de correlagdo com a expressao das APOBECs. O diagrama de Venn foi desenhado no site

http://www.interactivenn.net/index2.html, altimo acesso em 8 de outubro de 2021.

Em seguida, foi realizada a andlise de correlagdo entre a expressao dos miRNAs ¢ a
expressdo das APOBECs em CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- ¢ CEOF HPV". Para esta analise, o
nosso foco foi avaliar as correlagdes inversas, uma vez que seriam indicativas de um mecanismo
direto de regulagdo do gene-alvo pelo miRNA.

Foram observadas correlagdes inversas significativas da expressao dos miRNAs com
AICDA em CEE (rho:-0,23/hsa-mir-3680-1) e CEL (rho:-0,202/hsa-mir-548a0) ¢ duas em CECO
(tho:-0,133/hsa-mir1304 e rho:-0,149/hsa-mir-548x) (Figura 4.12A). Para a APOBEC2, foram
encontradas correlagdes inversas em CEL, CECO e CEE (rho:-0,212/hsa-mir-205 para CEL; rho:-
0,252/hsa-mir-205 para CECO; e rho:-0,231/hsa-mir3909 para CEE) (Figura 4.12B). A expressao
dos miRNAs hsa-mir-3152 (rho-0,146) e hsa-mir-4786 (rho:-0,18) foi inversamente
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correlacionada com a expressdo da APOBEC34 em CECO (Figura 4.12C). Para APOBEC3D,
somente uma correlagdo inversa significativa em CEL (rho:-0,22/hsa-mir-371a) (Figura 4.12F).
Para APOBEC3F, a maioria das correlagdes foi inversa e significativa em CEL (rho:-0,306/hsa-
mir-92a-2, rho:-0,292/hsa-mir-92a-1, e rho:-0,204/hsa-mir-940), CECO (rho:-0,184/hsa-mir-92a-
2, tho:-0,178/hsa-mir-92a-1, e rho:-0,135/hsa-mir-940), CEOF HPV" (rho:-0,492/hsa-mir373) e
CEOF HPV" (rho:-0,315/hsa-mir-1911) (Figura 4.12G). Para APOBEC3B (Figura 4.12D),
APOBEC3C (Figura 4.12E) e APOBEC3H (Figura 4.12H), apenas correlagdes diretas foram
identificadas. Nossos resultados mostraram que esse mecanismo ndo ¢ comum a todas as

APOBECs e nem a todos os tumores.
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Figura 4.12: Analise de correlagdo entre a expressao dos miRNAs e da familia AICDA/APOBEC
em tumores de cabeca e pescogo e de esdfago. Andlise de correlagdo entre a expressdao dos
miRNAs e da AICDA (A), da APOBEC2 (B), da APOBEC3A4 (C), da APOBEC3B (D), da
APOBEC3C (E), da APOBEC3D (F), da APOBEC3F (G) e da APOBEC3H (H) em CEE, CEL,
CECO, CEOF HPV- ¢ CEOF HPV" do consorcio do TCGA, utilizando grafico de barras.
Correlagdo de Spearman, p<0,05. Coeficiente de correlagdo (rho) negativo (-1 a 0) indica
correlagdo inversa e positivo (0 a 1), correlagao direta. CEE, carcinoma epidermoide de esdfago,

CEL, carcinoma epidermoide de laringe, CECO, carcinoma epidermoide de cavidade oral, CEOF
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HPV", carcinoma epidermoide de orofaringe HPV-, CEOF HPV", carcinoma epidermoide de

orofaringe HPV™.

4.1.3.2.2 METILACAO DO DNA

Outro mecanismo epigenético de regulacdo da expressao génica bastante estudado em
cancer ¢ a metilacdo do DNA. As APOBECs apresentam sitios CpG em sua regido promotora,
sugerindo que este mecanismo pode impactar a expressao dessas enzimas. Primeiramente, foi
analisada a diferenca de metilacdo entre a mucosa tumoral e mucosa adjacente nao tumoral das
APOBECs em CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- e CEOF HPV". Depois, foi feita a analise de
correlagdo dos niveis de metilagdo e expressdo dessas enzimas nesses tumores. Na tabela
suplementar 1, todas as andlises estdo descritas por gene, por sonda com localizagdo no genoma
em cada subtipo tumoral CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- ¢ CEOF HPV" (Tabela Suplementar
1). Na Figura 4.13, apenas os sitios CpG diferencialmente metilados entre tecido tumoral e ndo
tumoral e correlacionados com a expressao da APOBEC analisada sao mostrados.

Para AICDA, foi observada uma hipometilagdo no tumor em relagdo a mucosa adjacente e
uma correlagdo direta significativa entre a expressao e a metilagao nesse gene (AP:-0,29, rho:0,306,
cg00245465, enhancer) em CEOF HPV™" (Figura 4.13A). Para APOBEC2, uma hipermetilagdo no
tumor em relagdo a mucosa adjacente e uma correlagao inversa entre a expressao € a metilagao em
CEL (AB:0,063, rho:-0,22, cg10567498, enhancer); uma hipometilagdo no tumor com correlacao
inversa em CEOF HPV- (AB:-0,022, rho:-0,45, cg12253732, em regido 3’UTR) e em CEOF HPV*
(AB:-0,33, tho:-0,57, cg17548735, enhancer) (Figura 4.13B). Para APOBEC3A, hipometilagdo no
tumor com correlagdo inversa em CEL (AB:-0,07, tho:-0,19, ¢g27504369, em regiao 5’UTR), em
CECO (AB:-0,12, rho:-0,14, cg24360617, em regido TSS200) e em CEOF HPV* (Ap:-0,09, rho:-
0,28, cg24360617, em regido TSS200) (Figura 4.13C). Para APOBEC3B, hipermetilacdo no
tumor em relacdo a mucosa ndo tumoral com correlagdo inversa entre a expressao e a metilagao
nesse gene em CEE (AB:0,132, rho:-0,35, cg16045423, enhancer) e em CEL (AB:0,07, rho:-0,21,
cgl1816043, enhancer). Foi encontrada também uma hipometilagdo no tumor com correlagdes
inversas em CEOF HPV" (AB:-0,15, rho:-0,41, cg16045423, enhancer; AP:-0,12, rho-0,38,
cgl11816043, enhancer) (Figura 4.13D). Para APOBEC3D, foi observada uma hipometilagdo no
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tumor com correlagdo inversa em CEE (AB:-0,27, rho:-0,68, cg16066354, enhancer; AB:-0,098
rho:-0,51 ¢g08665930, enhancer), além de uma hipermetilacdo no tumor com correlagdo inversa
em CEOF HPV- (AB:0,11, rho: -0,63, cg16066354, enhancer) e em CEOF HPV* (AB:0,05, rho:-
0,55, cg16066354, enhancer) (Figura 4.13E). Para APOBEC3F, foi observada hipometilagao no
tumor com correlagdo direta em CEL (AB:-0,134, rho:0,27, cg10191799, na regidao TSS1500; AB:
-0,295, rho: 0,61, cg19333614, na regiao 3°’'UTR), em CECO (Ap:-0,235, rho:0,41, cg19333614,
na regido 3’UTR), em CEOF HPV~ (AB:-0,19, rho: 0,62, cg19333614, na regido 3’UTR) e em
CEOF HPV* (AB:-0,21, rho: 0,60, cg19333614, na regido 3’UTR). Também foram observadas
hipermetilacdo no tumor com correlagdo direta em CEE (AP:0,0785, rho: 0,27, cg09582545, na
regido 3’'UTR) e em CEL (AB:0,06, rho: 0,29, cg09582545, na regidao 3°’UTR) (Figura 4.13F).
Para APOBEC3G, foram observadas hipometilagdo no tumor com correlagdo direta em CECO
(AB:-0,034, rho:0,32, cg24519526, na regido 3’UTR) e inversa em CEOF HPV™ (AB:-0,109, rho:
-0,29, cg06398754, no corpo) (Figura 4.13G). Para APOBEC3H, foram observadas hipometilagao
no tumor com correlacdo inversa em CEE (AP:-0,084, rho:-0,25, cg17972162, enhancer) e em
CEOF HPV™ (AB:-0,17, rho:-0,43, cgl17972162, enhancer) e direta em CEOF HPV- (AB:-0,11,
rho:0,565, ¢g03582215, na regido 3’UTR). Além de uma hipermetilacdo no tumor com correlagdao
inversa em CEE (AB:0,063, rho:-0,42, cg24424889, enhancer) (Figura 4.13H). Em geral, apesar
do elevado numero de sitios CpG avaliados para cada gene, apenas sitios CpG individuais
apresentaram diferencgas de metilagdo entre os tecidos tumorais € ndo tumorais € correlagdo com a
expressao génica. Além disso, a sobreposicao desses achados entre sitios tumorais foi muito baixa.
Ja que regides diferencialmente metiladas (incluindo mais de um sitio CpG) normalmente estdao
associadas a regulacdo da expressao génica (RAKYAN et al., 2011), estes dados sugerem que a
metilacado do DNA nio seja o principal mecanismo de regulagdo da expressao das APOBECs nos

tumores avaliados.
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Figura: 4.13: Diferenca de metilagdo das APOBECs entre as mucosas adjacentes ndo tumorais e
tumorais de pacientes com CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- e CEOF HPV* do INCA e correlagio
desse nivel com a expressdo dessas enzimas nesses tumores no banco de dados do TCGA. Esquema
representativo dos genes AICDA (A), APOBEC2 (B), APOBEC34 (C), APOBEC3B (D),
APOBEC3D (E), APOBEC3F (F), APOBEC3G (G) e APOBEC3H (H) com a localizagdo da sonda
de metilagao de cada gene, com o valor de AP (mediana da diferenca de valor de beta de metilacao
entre tumor ¢ mucosa adjacente nao tumoral), bem como o coeficiente de correlagdo entre o nivel
de metilagdo de sitios CpG individuais e a expressao das enzimas em CEE, CEL, CECO, CEOF
HPV- e CEOF HPV". Teste de Wilcoxon matched-pairs para a analise de metila¢do e correlagdo
de Spearman, p<0,05. CEE, carcinoma epidermoide de es6fago, CEL, carcinoma epidermoide de
laringe, CECO, carcinoma epidermoide de cavidade oral, CEOF HPV", carcinoma epidermoide de

orofaringe HPV-, CEOF HPV", carcinoma epidermoide de orofaringe HPV™.

4.1.33 CORRELACAO DO NIVEL DE METILACAO DE ELEMENTOS
TRANSPONIVEIS COM A EXPRESSAO DAS APOBECS EM CEE, CEL, CECO, CEOF
HPV- e CEOF HPV”

De acordo com os dados obtidos, as alteragdes genéticas e epigenéticas parecem nao ser os
principais mecanismos de regulacdo das APOBECs. Por outro lado, um mecanismo ja descrito na
literatura de regulac@o dessas enzimas ¢ a infecgdo viral, conforme demonstrado em CEOF HPV*
(Figura 4.9D). Porém, os demais tumores ndo tém como principal fator de risco a infec¢do por
virus. Assim, o nosso proximo passo foi avaliar possiveis mecanismos que mimetizariam a
infeccdo viral. J& foi observado na literatura que tumores apresentam uma hipometilagao global.
Com isso, sao ativados elementos retrotransponiveis (ALU, LINE, LTRs - regido de repeticao
terminal longa, do inglés long terminal repeat) que podem levar a instabilidade genomica
(FEINBERG & TYCKO, 2004; BAYLIN & OHM, 2006; BAYLIN & JONES, 2011; LIMA et al.,
2011; LIMA, 2012). Além disso, ja foi demonstrado que esses elementos, uma vez ativados,
mimetizariam a infec¢do viral, podendo levar a uma resposta imune antiviral mediada por
interferon em células tumorais (CHIAPPINELLI et al., 2015; ROULOIS et al., 2015). Mediante

ao exposto, nossa hipdtese ¢ que a hipometilacdo global nesses tumores levaria a ativagdo dos

72



elementos retrotransponiveis que mimetizariam a infec¢do viral, o que poderia levar ao aumento
de expressdo das APOBECs (enzimas de resposta antiviral). Assim, o proximo passo foi
correlacionar os niveis de metilacao dos elementos transponiveis com a expressao das APOBECs
em CEE, CEL, CECO e CEOF HPV- e CEOF HPV". Nesta analise, focamos em correlagoes
inversas significativas entre os niveis de metilagao desses elementos e a expressao das APOBECs
(Tabela 4.2), ou seja, uma hipometilagdo desses elementos com a superexpressao dessas enzimas.
Para todos os tipos tumorais, a metilagio de elementos ALU foi mais frequentemente
correlacionada com a expressao das AID/APOBECs. Além disso, nesta analise, podemos destacar
o elevado numero de correlacdes significativas entre a metilagao de elementos ALU individuais e
a expressio de APOBEC34 em CEE (6.998 correlacdes inversas, sendo 28,2% do total de

elementos ALU avaliados).

Tabela 4.2: Correlagdo do nivel de metilagdao dos elementos transponiveis com a expressado das

APOBECs em CEE, CEL, CECO, CEOF HPV e CEOF HPV".

CEE CEL CECO CEOF HPV- CEOF HPV*
N° Rho ALU LINE1 LTR ALU LINE1 LTR ALU LINE1 LTR ALU LINE1 LTR ALU LINE1 LTR
Negativo (n:24810)  (n:2984)  (n:1036)  (n:25104) (M:3171)  (n:1139)  (n:23718) (n:2815)  (M:927) (n:21476)  (n:2430) (n:782)  (n:21476) (n:2430) (n:782)
1 5 1 2 3 4 3
AlcDA 0,004%)  (0.2%)  (0,1%) 0 0 0 (0,008%) 0 0 0 0 0 001%)  (0.2%)  (0.4%)
1 176 57 23
APOBEC2 0 0.03%) 0 0 0 0 OT% 0%  (28%) 0 0 0 0 0 0
6998 471 80 43 12 2
APOBECSA  o820)  (158%)  (0,8%) 0 0 0 02%)  (04%)  (0.2%) 0 0 0 0 0 0
1 1 6 5 3
APOBECSB 1 10400 0 0 0 0 0 0 (0.04%) 0 0 0 0 003%)  (0.2%)  (04%)
80 21 5 8 10 146 26 11
APOBEC3C 0 ° 0 0 0 0 03%)  (075%) (0.5%)  (0.04%)  (0.4%) ©7%)  (11%)  (1,4%)
4 4 1 152 59 9 4 1408 101 2
APOBEC3D 0 ° 0 ©002%)  (01%)  (0.09%)  (0.6%)  (21%) (0.97%)  (0,02%) 0 ©6%)  (42%)  (28%)
186 26 5 67 17 2 666 34 15
APOBECSF 0 ° 0 07%)  (08%)  (04%)  (03%)  (0,6%)  (0.2%) 0 0 (31%)  (14%)  (1,9%)
APOBEC3G o 0 31 7 1 187 84 5 128 6 2 1304 112 20

(0,1%)

1

APOBEC3H 0 (0,03%)

0

(0.2%)
1

(0,03%)

(0,09%)
0

0.8%)
0

(3,0%)

72
(2,6%)

(05%)

9
(0,97%)

(0,6%)

(0,2%)

(0,26%)

2
(0,26%)

(6,1%)

626
(2,9%)

(4,6%)

7
(2,9%)

(2,6%)

15
(1,9%)

A tabela mostra o nimero de correlagdes inversas significativas entre os niveis de metilacao de
elementos retrotransponiveis individuais e a expressao de APOBECs em CEE, CEL, CECO, CEOF
HPV-, e CEOF HPV". Correlagao de Spearman, p<0,05. CEE, carcinoma epidermoide de esdfago,
CEL, carcinoma epidermoide de laringe, CECO, carcinoma epidermoide de cavidade oral, CEOF
HPV", carcinoma epidermoide de orofaringe HPV-, CEOF HPV", carcinoma epidermoide de
orofaringe HPV*, ALU, elemento repetitivo pertencente a familia SINE (elementos nucleares

curtos intercalados, do inglés Short interspersed nuclear elements), LINE, elementos nucleares
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longos intercalados, do inglés Long interspersed nuclear elements, LTR, regido de repeticao

terminal longa, do inglés long terminal repeat.

4.1.3.4 INTERACAO COM O SISTEMA IMUNE

Conforme ja foi descrito, os elementos transponiveis ativados podem mimetizar a infec¢ao
viral, levando a uma resposta imune antiviral mediada por interferon em células tumorais
(CHIAPPINELLI et al., 2015; ROULOIS et al., 2015). Assim, podendo levar a inducao das
APOBEC:s ja que essas enzimas sdo enzimas de resposta antiviral. Porém, além desse mecanismo,
a interacao de células tumorais com células imunes presentes no microambiente tumoral também
poderia desempenhar um papel no estabelecimento de assinaturas mutacionais mediadas por
APOBECs. Com intuito de avaliar a plausibilidade desse mecanismo regulatorio, avaliamos a
correlacdo entre a proporcdo de células imunes na massa tumoral e a contribui¢do das assinaturas
mutacionais 2/13 em cada tipo tumoral (Figura 4.14). A correlacdo entre a proporcao dos
diferentes tipos celulares e a expressao das APOBECs associadas a presenca das assinaturas
mutacionais de acordo com nosso estudo (Figura 4.8) também foi avaliada. Em CEE, a presenca
de macrofagos MO foi diretamente correlacionada com a contribuicao das assinaturas (rho:0,27,
p=0,009), enquanto essa correlacdo foi inversa para macréfagos M2 (rho:-0,24, p=0,02). A
presenca desses tipos celulares também foi correlacionada com a expressio das enzimas
APOBEC34 e APOBEC3B (Figura 4.14A), associadas a presenca da assinatura mutacional, de
acordo com nossos dados. Ja em CEL, correlagdes inversas foram observadas entre a contribuicao
das assinaturas 2/13 e a presenca de plasmocitos (rho:-0,26, p=0,006) e cé¢lulas TCD4 naive (rho:-
0,33, p=0,0006), enquanto para macrofagos M1 essa correlagdo foi direta (rho:0,255, p=0,008).
Neste tipo tumoral, a expressao de APOBEC3B, 3C, 3D, 3F ¢ 3G também foi correlacionada a
presenca destes tipos celulares (Figura 4.14B). Para CECO, correlagdes diretas de células TCD4
de memoria ativadas (rho:0,207, p=0,0016), células TCDS8 (tho:0,189, p=0,004) e macrofagos M1
(rho:0,244, p=0,0002); e correlacdes indiretas de células Treg (rho:-0,157, p=0,017) com a
contribuicdo das assinaturas 2/13 foram observadas. A presenga dessas células também foi
correlacionada com a expressao de APOBEC2, 34, 3C e 3D (Figura 4.14C). Em CEOF HPV-,
células TCDS8 (rho:-0,528, p=0,0096) e macréofagos M1 (rho:-0,421, p=0,0452) foram
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inversamente correlacionados com as assinaturas mutacionais, enquanto para macroéfagos M0 essa
correlagdo foi direta (rho:0,445, p=0,033) (Figura 4.14D). Finalmente, em CEOF HPV™, apenas a
presenca de mastocitos foi correlacionada com a contribui¢ao da assinatura de APOBECs, sendo
essa correlagdo direta para mastocitos em repouso (rho:0,346, p=0,016) e inversa para mastdcitos

ativados (rho:-0,459, p=0,001) (Figura 4.14E).

A CEE SBS 2/13 APOBEC3A APOBEC3B
Macrdéfago MO Rho: 0,27 Rho: 0,18 Rho: 0,309
p: 0,009 p: 0,08 p: 0,003
Macréfago M2 Rho: -0,24 Rho: -0,29 Rho: 0,041
p: 0,02 p: 0,005 p: 0,7
B CEL SBS 2/13 APOBEC3B APOBEC3C APOBEC3D APOBEC3F APOBEC3G
] Rho: -0,26 Rho: -0,17 Rho: -0,.25 Rho: 0,14 Rho: -0,19 Rho: -0,27
Plasmécito : 0,006 : 0,068 : 0,0075 :0,127 : 0,046 : 0,004
p: 0, p: 0, p: 0, p: 0, p: 0, p: 0,
Célula TCD4 Rho: -0,33 Rho: -0,075 Rho: -0,14 Rho: -0,216 Rho: -0,12 Rho: -0,206
Naive p: 0,0006 p:042 p: 0,135 p: 0,02 p: 0,18 p: 0,027
. Rho: 0,255 Rho: 0,17 Rho: 0,234 Rho: 0,28 Rho: 0,23 Rho: 0,39
Macréfago M1 p: 0,0078 p:0,07 p: 0,012 p: 0,0028 p: 0,012 p: 128x10°
C CECO SBS 2/13 AICDA APOBEC? APOBEC3A APOBEC3B APOBEC3C APOBEC3D
Célula TCD4 Rho: 0,207 Rho: 0,069 Rho: -0,17 Rho: 025 Rho: 0,099 Rho: 0,145 Rho: 0,33
meméria p: 0,0016 p: 0,28 p: 0,0066 p: 9,76x10°5 p: 0,126 p: 0,024 p: 1,05x107
ativada
) Rho: 0,189 Rho: 0,10 Rho: -0,14 Rho: 0,22 Rho: 0,08 Rho: 0,064 Rho: 0,35
Célula TCD8 p: 0,004 p:0,12 p: 0,029 p: 0,0005 p:0216 p: 0,316 p: 2.2x108
) Rho: -0,157 Rho: 0,108 Rho: 0,21 Rho: -0,0026 Rho: -0,068 Rho: 0,0327 Rho: 0,09
Célula Treg p: 0,017 10,09 p: 0,0009 p:0.97 p:029 p: 061 p: 0,165
: Rho: 0,244 Rho: -0,09 Rho: 0,09 Rho: 0,2 Rho: 0,108 Rho: 0,196 Rho: 0,35
MacréfagoM1 1. 000189 10,16 p:0,16 p: 0,0016 p: 0,09 p: 0,0023 p: 2,07x108
D CEOFHPV SBS 2/13 E CEOFHPV* SBS 2/13 APOBEC3A
Célula TCD8 Rho: -0,528 Mastécito em Rho: 0,346 Rho:-0,13
p:0,0096 repouso p: 0,016 p: 0,36
Macréfago MO R"_"(‘) %’;;5 Mastécito ativado ~ Rhos -0,459 Rho:-0,027
p: O p: 0,001 p: 0,849
Macréfago M1 Rho: -0,421
p: 0,0452

Figura 4.14: Correlagdo entre assinatura mutacional relacionada a APOBECs, expressao génica
dessas enzimas e CIBERSORT das células do sistema imune em pacientes com tumores de cabeca
e pescoco e de esdfago. Representacao da correlagcdo entre a assinatura mutacional relacionada a
APOBECs (SBS2/13), a expressdo génica das APOBECs (AICDA, APOBEC2, APOBEC3A-
APOBEC3G) e a presenca das células do sistema imune em CEE (A), CEL (B), CECO (C), CEOF
HPV- (D) e CEOF HPV" (E). Rho — coeficiente de correlagdo; p: valor de p; em negrito,
estatisticamente significativo, p<0,05. Correlagao de Spearman. CEE, carcinoma epidermoide de

esofago, CEL, carcinoma epidermoide de laringe, CECO, carcinoma epidermoide de cavidade
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oral, CEOF HPV-, carcinoma epidermoide de orofaringe HPV-, CEOF HPV", carcinoma
epidermoide de orofaringe HPV™, SBS: assinaturas mutacionais de substitui¢do de base unica
relacionadas a atividade das APOBECs (2/13), célula Treg, célula T regulatéria, Macrofago MO,
naive (sem contato com antigeno, nao ativado), naive, sem contato com antigeno (ndo ativado),

Macrofago M1, pré-inflamatério, Macréfago M2, pro-tumoral.

Frente a esses achados, nos perguntamos se as diferencas de expressao entre os tumores €
tecidos ndo tumorais, assim como se as correlagdes entre a expressdo das APOBECs e a
contribuicdo as assinaturas mutacionais mediadas por essas enzimas seriam, na verdade, um
reflexo da composi¢do do infiltrado inflamatério no microambiente tumoral. Para isso, foi
analisada a expressao das APOBECs em experimentos de single cell realizados em CEE cujos
dados encontram-se depositados no banco GEO sob o nimero GSE160269. Estes dados nos
mostraram que todas as APOBECs sao expressas em células de origem epitelial, correspondentes
principalmente as células malignas dentro da massa tumoral. Para APOBEC3A, as células epiteliais
(com 7,0% de células com deteccao de expressdo) e mieloides (com 15,8% de células com
deteccao de expressdo) sdo as que mais expressam esse gene quando comparadas aos outros
subtipos celulares (células B — 0,5%, endoteliais — 0,1%, fibroblasto — 0,1%, FRC — 0,3%, pericito
- 0,1% e células T — 0,1%). O tipo celular que mais expressa APOBEC3B ¢ a célula epitelial
(11,4%). A APOBEC3C ¢ mais expressa em cé€lulas T (44,6% de células com deteccao de
expressao), enquanto em 23,1% das células epiteliais a expressdo desse gene foi detectada. As
células T também sao aquelas que mais expressam APOBEC3D (9,4% de células com deteccao de
expressao). As células epiteliais t€ém 1,1% de detecg¢ao desse gene. A APOBEC3F ¢ mais expressa
nas células T (9,7% de células com detecgao de expressao) seguida por células epiteliais (7,9%) e
células B (7,2%). A APOBEC3G ¢ mais expressa nas c€lulas T (50,6% de células com deteccao
de expressdo). As células epiteliais apresentam 13,3% de células com detec¢ao desse gene. Ja a
APOBEC3H nao ¢ expressa em fibroblasto (0,0%) e em células reticulares fibroblasticas (FRC —
0,0%), sendo também mais expressa em células T (16,2%). As células epiteliais apresentam 0,8%
de células com deteccdo desse gene (Figura 4.15). A analise estatistica com os valores de p esta

demonstrada na Tabela 4.3.
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Figura 4.15: Comparacdo da expressiao génica das APOBECs em células presentes no

microambiente tumoral e em células tumorais em CEE. Boxplot mostrando a expressao das

APOBEC3A4, APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3D, APOBEC3F, APOBEC3G ¢ APOBEC3H

em cé¢lulas B, células endoteliais, células epiteliais (tumorais), fibroblastos, FRC (células

reticulares fibroblésticas), células mieloides, pericitos e células T. Andlise realizada a partir de

dados de experimentos de single cell de CEE depositados no banco GEO, sob o numero

GSE160269. CEE, carcinoma epidermoide de esdéfago, FRC, células reticulares fibroblasticas. Os

numeros indicam a porcentagem de células com deteccdo da expressao das APOBECs. Teste ndo

paramétrico Kruskal Wallis e o pos-teste de Dunn.
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Tabela 4.3: Comparagdo da expressao das APOBECs nos subtipos celulares em par com seu

respectivo valor de p nos dados de single cell de CEE depositado no GEQO.

Valor de p
Tipo de Célula APOBEC34 APOBEC3B APOBEC3C  APOBEC3D  APOBEC3F APOBEC3G APOBEC3H
Cél B vs Cél " 16 16 16 -16 -16 -16
Endotelia] 4,2x10 2,2x10 2,2x10 2,2x10 2,2x10 2,2x10 2,2x10
CELB vs Cél 2,2x10716 2,2x10°16 4,5x10™"! 2,2x10°16 0,015 2,2x10°16 8,5x10°
Epitelial
Cél B vs 16 -16 -16 -16 -16 -16
Fibroblacto 2,2x10 2,2x10 2,2x10 2,2x10 2,2x10 2,2x10 NA
Cél B vs FRC 0,35 2,2x10° 2,2x10°16 9,5x10" 0,02 2,2x1016 NA
CEIB vs Cél 2,2x1071¢ 0,0001 2,2x1071¢ 2,2x101 22x101¢  2,2x10°1¢ 4,9x10°
Mieloide
CElB vs 0,0051 7,6x10°% 4,9x101 2,3x10° 2,5x10°7 2,2x10°16 0,84
Pericito
CélBvsCelT  2,2x1076 2,2x10°16 2,2x10°16 2,2x1016 22x106  2,2x107 2,2x10°16
Cél Endotelial = 5 1916 2,2x10°16 2,2x10°16 0,24 2,2x10°16 2,2x10°16 2,2x10°16
vs Cél Epitelial
Cél Endotelial 0,22 0,23 2,2x1071 0,89 22x10"¢  2,2x10°'6 NA
vs Fibroblasto
Cél Endotelial 0,058 0,68 4,8x103 0,012 7,2x10°1° 4,4x107 NA
vs FRC
Cél Endotelial 1416 2,2x1071 2,2x1071 0,0032 3,5x10° 2,2x1071 2,2x1071
vs Cél Mieloide ’ ’ ’ ’ ’ ’ >
Cél Endotelial 0,74 2,5x10° 2,2x10°16 0,7 3,3x10°1° 2,2x10°16 2,2x10°16
vs Pericito
Cél Endotelial 0,79 2,2x10°1¢ 2,2x10°1¢ 2,2x10°1¢ 22x10¢  2,.2x10° 2,2x10°1¢
vs Cél T
Cél Epitelial vs =, 5 1 g6 2,2x1071 2,2x1071 0,12 22x10"¢  2,2x10°'6 NA
Fibroblasto
Cél El‘:’g‘éha' VS 2.2x1016 2,2x1071 2,2x1071 0,024 0,0031 3x1010 NA
Cél Epltellal VS 16 16 16 16 16
ocl Micloide. 2:2x10 2,2x10 5,2x10 0,012 2,2x10 0,00078 2,2x10
Cél Epitelialvs ) » q016 22510716 0,0014 0.26 1x10” 1,3x10° 0,013
Pericito
Cél Epitelial vs 5 1g16 2,2x1071 2,2x1071 2,2x1071 22x10"¢  2,2x10°'6 2,2x1071
CélT
F‘broFblﬁ“’ Vs 0,0028 0,99 2,2x10°16 0,012 0,45 1 NA
Fibroblasto vs - 5 1516 22570716 6x10714 0,0003 9.4x104  2,2x1076 NA
Cél Mieloide
Fibroblasto vs 0.25 2,2x10716 4,610 0,62 0.43 5x10°¢ NA
Pericito
F‘br‘ébé'ﬁto Vs 0,024 2,2x10°16 2,2x10°16 2,2x10°16 2,2x10°6  2,2x10°16 NA
FRCvs CEL 5 5 10716 3,1x107 2,2x10716 0.1 0,00074  4.2x102 NA
Mieloide
FRC vs Pericito 0,21 0,0016 2,2x10°16 0,01 0,27 0,017 NA
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FRC vs CéI T 0,05 0,0003 2,2x10°16 2,2x10°16 5,9x10® 2,2x10°16
Cél Mieloide vs

i~ 2,2x10°16 0,00021 0,64 0,02 0,0052 2,6x10"
Pericito

« Ng;] %de VS 2,2x1076 2,2x10°'¢ 2,2x107'¢ 2,2x10°'¢ 22x107¢ 2,2x107'¢

PCEZ?‘%VS 0,83 0,55 2,2x10°¢ 2,2x107¢ 22x107¢  2,2x107¢

NA
0,004

2,2x10°16

2,2x10°16

C¢l, célula, FRC, células reticulares fibroblasticas, vs, versus, em negrito, estatisticamente
significativo, p<0,05, NA, ndo aplicado porque nao houve expressio da APOBEC3H em

fibroblasto e FRC. Teste nao paramétrico Kruskal Wallis e o pés-teste de Dunn.

Como a expressao de todas as APOBECs foi detectada nas células epiteliais, 0 nosso
proximo passo foi investigar se essas enzimas sdo expressas nas cé€lulas epiteliais em todos os
pacientes com CEE no modelo de single cell (Figura 4.16). A APOBEC3A4 ¢ detectada com niveis
variaveis de expressao nas células epiteliais dos pacientes, com exce¢ao de seis amostras tumorais
(10% das amostras). Das quatro amostras pareadas (os quatro pares de amostras finais no grafico,
sendo adjacente ndo tumoral e tumor, respectivamente, marcados com retangulo vermelho), uma
amostra adjacente ndo tumoral ndo apresentou deteccdo de expressao (P128N), porém o RNAm
de APOBEC3A foi detectado no tumor deste paciente (P128T). A APOBEC3B nao foi detectada
apenas em duas amostras tumorais (3,33% das amostras). Ja das quatro amostras pareadas, uma
amostra adjacente ndo apresentou detec¢do de expressao (P128N), enquanto a expressao de
APOBEC3B foi detectada no tumor do mesmo paciente (P128T). O RNAm de APOBEC3C foi
detectado em todos os tumores e tecidos adjacentes nao tumorais, mesmo que em poucas células
epiteliais. A APOBEC3D foi detectada em todas as amostras de CEE, porém nao houve deteccao
em trés amostras adjacentes ndo tumorais (P126N, P128N e P130N). Ja os respectivos tumores
(P126T, P128T e P130T) apresentaram detec¢do, mesmo que em uma pequena propor¢ao de
células. A expressdo da APOBEC3F foi detectada com niveis varidveis de expressdo nas células
epiteliais dos pacientes com CEE, com excecao de duas amostras tumorais (3,33% das amostras).
Das quatro amostras pareadas, trés amostras adjacentes nao tumorais ndo apresentaram deteccao
de expressdo desse gene nas células epiteliais (P126N, P128N e P130N), sendo detectada nos
tumores respectivos (P126T, P128T e P130T). Apenas uma amostra tumoral (1,67% das amostras)
nao apresentou deteccao da expressao de APOBEC3G. A APOBEC3H ¢ a que apresenta menor ou

auséncia de deteccdo de expressao nas células epiteliais da maioria dos pacientes com CEE. Nas
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somente uma amostra tumoral apresenta uma deteccdo consistente da

>

APOBEC3H (P130T) (Figura 4.16).
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Figura 4.16: Expressao das APOBECs nas células epiteliais por paciente com CEE. Boxplot
mostrando a expressao das APOBEC3A4, APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3D, APOBEC3F,
APOBEC3G e APOBEC3H nas células epiteliais por paciente com CEE em dados de experimentos
de single cell de CEE, depositados no banco GEO sob o nimero GSE160269. CEE, carcinoma

epidermoide de esofago. Quadrado vermelho representa as 4 amostras pareadas, sendo nao tumoral

e tumor, respectivamente (P126N e P126T, P127N e P127T, P128N e P128T e P130N e P130T).

A figura 4.17 apresenta um resumo dos resultados obtidos até entdo. Assim, 0 nosso

proximo passo foi investigar mais a fundo o mecanismo de regulacdo dessas enzimas.
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Figura 4.17: Resumo dos resultados obtidos nos tumores de esdfago e de cabega e pescogo nas
andlises in silico. Esquema dos resultados obtidos em CEE (A), CEL (B), CECO (C), CEOF HPV-
(D) e CEOF HPV™ (E) estudados nas analises in silico.

4.2 CEE COMO MODELO EXPERIMENTAL

4.2.1 VALIDACAO DA EXPRESSAO DAS APOBECS EM PACIENTES COM CEE DO
INCA

Foram utilizadas para validagao da expressdao das APOBECs 49 amostras pareadas de
tecido tumoral e tecido adjacente ndo tumoral de pacientes com CEE do INCA, utilizando a técnica
de RT-PCRq. A maioria dos pacientes incluidos nesta validagdo foi do sexo masculino (71%), ex-
tabagistas e tabagistas (78%), ex-etilistas e etilistas (67%), com mediana de idade de 59 anos (39-
78 anos). Os tumores acometeram principalmente dois ou mais ter¢os do esofago (59%), eram, em
geral, moderadamente diferenciados (78%), e foram detectados em estagios mais avangados, III e
IV (51%). A maioria dos pacientes foi a 6bito (61%) no tempo de seguimento de 50 meses, no

periodo de 2006 a 2015 (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4: Caracteriza¢do dos pacientes com CEE do INCA incluidos neste estudo para

validagdo da expressdo de APOBECs por RT-PCRq.

CEE
INCA

Numero de

Critério Avaliad
ritério Avaliado Pacientes (%)

Idade (mediana, 59 anos (39-78)

min-max)
Género
Masculino 35 (71%)
Feminino 14 (29%)
Tabagista
Nunca 1(2%)
Ex/Ativo 38 (78%)
Sem informagao 10 (20%)
Etilismo
Nunca 4 (8%)
Ex/Ativo 33 (67%)
Sem informagao 12 (25%)
Obito
Nao 19 (39%)
Sim 30 (61%)
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Critério Avaliado

CEE
INCA

Numero de
Pacientes (%)

Localizacao do

tumor
Terco Médio 12 (25%)
Tergo Superior 4 (8%)
Dois ou mais tergos 29 (59%)
Sem informagao 4 (8%)
Grau de
diferenciacao do
tumor
Pouco 7 (14%)
Moderadamente 38 (78%)
Bem 1(2%)
Sem diferenciacdo 3 (6%)
Estadiamento do
tumor
I+II 9 (18%)
I+1v 25 (51%)
Nao determinado 15 (31%)

CEE, carcinoma epidermoide de es6fago; INCA, Instituto Nacional de Cancer; Min, minimo; Max,

maximo.

A mucosa tumoral apresentou uma expressao aumentada das APOBEC34 (Figura 4.18A),
APOBEC3B (Figura 4.18B), APOBEC3D (Figura 4.18C), APOBEC3F (Figura 4.18D),
APOBEC3G (Figura 4.18E) e APOBEC3H (Figura 4.18F) em relacdo a mucosa adjacente nao

tumoral em pacientes com CEE (Figura 4.18).
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Figura 4.18: Expressao das APOBEC3s em pacientes com CEE do INCA. Boxplot mostrando a
expressdo do RNAm da APOBEC34 (A), APOBEC3B (B), APOBEC3D (C), APOBEC3F (D),
APOBEC3G (E) e APOBEC3H (F) em mucosas tumoral e adjacente ndo tumoral de pacientes com
CEE do INCA (49 amostras pareadas para APOBEC3A4, 3B, 3D e 3F, 47 amostras pareadas para
APOBEC3G e 43 amostras pareadas para APOBEC3H). Teste Wilcoxon matched-pairs signed
rank, p<0,0001. FC — Fold Change de expressado (razao entre a mediana de expressao no tumor e

a mediana de expressao na mucosa adjacente ndo tumoral).

Os pacientes com elevada expressao de APOBEC3D apresentaram uma pior sobrevida
global quando comparados aqueles com menor expressao desse gene (HR: 4,67 - 95% IC: 1,47-
14,88) (Figura 4.19C). Enquanto os pacientes com elevada expressio de APOBEC3G
apresentaram um melhor prognéstico quando comparados aqueles com menor expressao desse
gene (HR: 0,4 — 95% IC: 0,16-0,97) (Figura 4.19E). Para as demais APOBECs, nao foram

detectadas associacdes significativas com a sobrevida global dos pacientes (Figura 4.19).
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Figura 4.19: O impacto da expressao das APOBEC3s na sobrevida global de pacientes com

carcinoma epidermoide de esdéfago do INCA. Curva de Kaplan Meier mostrando o impacto da
expressao do RNAm da APOBEC34 (A), APOBEC3B (B), APOBEC3D (C), APOBEC3F (D),
APOBEC3G (E) e APOBEC3H (F) na sobrevida global de pacientes com CEE. A expressdo das

APOBEC:s foi dividida em octis e o octil superior definiu o grupo com alta expressao. Valores

censurados (+) indicam o ultimo tempo de seguimento conhecido dos individuos correspondentes.

Os dados foram ajustados para o estadiamento do tumor e idade. p em negrito: estatisticamente

significativo; IC: intervalo de confianga; HR: razdo de chance, do inglés hazard ratio, NA, nao

aplicado.
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Além disso, avaliamos a associacao da expressao de APOBEC3s com os dados clinico-
patologicos dos pacientes com CEE (Tabela 4.5 ¢ Tabela 4.6). As variaveis analisadas foram:
sexo (masculino e feminino); tabagismo (ndo tabagista, ex-tabagista e tabagista ativo); etilismo
(ndo etilista, ex-etilista e etilista ativo); localizacao do CEE (superior, médio e inferior); grau de
diferenciagdo (bem, moderadamente e pouco diferenciado); e estadiamento (estadios I+II e
[II+1V). Ja nas analises referentes a idade, variavel continua, foi utilizada a mediana de expressao
desses genes (> ou < que a mediana). Foi observada uma maior expressao das APOBEC34 (Tabela
4.5) ¢ APOBEC3G (Tabela 4.6) no terco médio (2,5x107 e 2,1x10°3, respectivamente) quando
comparado ao ter¢o inferior (1,2x10* e 6,1x10*, respectivamente). Algumas andlises de
associacdo com os dados clinico-patolégicos ndo puderam ser realizadas devido ao reduzido

tamanho amostral em algumas variaveis (ndo tabagistas e tumores bem diferenciados).
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Tabela 4.5: Associagdo da expressao das APOBEC3A, APOBEC3B e APOBEC3D no tumor e os

dados clinico-patologicos dos pacientes com CEE.

APOBEC3A APOBEC3B APOBEC3D
Dados Clinico- xpr?ssao Valor xpr?ssao Valor Expressao Valor
atologicos Mediana de Mediana de Mediana de
P g (min-max) P (min-max) P (min-max) P
59 anos (39-78) 59 anos (39-78) 59 anos (39-78)
Idade
1,6x10°3 2,1x107 1,2x10°3
< Mediana  (9:9x10°-2,6x107) (5.8x10°-1,3x10™) (2,8x10-6,2x107)
0.98 0,17 0,9
1,3x1073 1,5x107 1,8x1073
> Mediana (1,7x10%-1,9x102) (3,2x107 — 6,5x10%) (2,1x10-7,1x107%)
Género
1,9x1073 2x102 1,8x1073
-6_ -2 3 -1 -4_ -3
Masculin (9,9x10°-1,9x102) (3,2x10°-1,3x10") (2,1x10-7,1x107%)
0,39 0,21 0,1
7,4x10™ 1,4x107 8,5x10
Feminino (1,6x10%-2,6x102) (3,6x10° — 6x10?) (2,5x10*- 6,6x107%)
Tabagismo
Nao tabagista NA NA NA
NA NA NA
_ 8,8x10™* 1,4x107 8,9x10
Ex/ativo (9,910 — 1,7x10?) (3,2x103-1,3x10™) (2x10%-7x10°)
Etilismo
o 2,5x10° 1,5x107 6x10*
Nao etilista (7,5x10% - 8,4x10°) (1x102-6,2x10?) (3x10-6x107)
0,15 0,66 0,63
_ 9,4x10™* 1,4x107 1x10°
Ex/ativo (9,8x107-1,7x1072) (3,2x103-1,3x10) (2x104-7x107%)
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APOBEC3A4 APOBEC3B APOBEC3D
E a E a 3
Dados Clinico- xpr?ssao Valor xpr?ssao Valor Expressao Valor
atologicos Mediana de Mediana de Mediana de
P g (min-max) P (min-max) P (min-max) P
Localizac¢ao do
tumor
Ter¢o Superior 4,2x10* 9x107? 7.9x10
(2,7x104- 1,3x107%) (3,4x1073-1,4x10?) (2,6x10-1,8x107)
Terco Médio 2,5x10°3 0,0093 2,5x1072 0,1 1,8x107 0,25
(3,3x10%* - 1,9x10?) (6,4x103-1x10" (5,4x10-5,7x10)
Terco Inferior 1,2x10 1,7x10%2 1,1x1073
(9,8x10°°- 8,4x10%) (1x1072-2,8x1072) (3,7x10-2,8x1073)
Grau de
Diferenciaciao do
tumor
Bem NA NA NA
Moderadamente 1,6x107 0,98 1,7x10%? 0,78 1,7x107 0,9
(9,8x10°°- 2,6x107?) (3,2x10-1,3x10™) (2,1x10-7,1x1073)
Pouco 1,6x107 1,8x10? 1,5x107
(2x107 - 8,4x107%) (4,8x103-4x1072) (5,1x10-2,5x1073)
Estadiamento do
tumor
I+ 8,2x10* 2,1x1072 2,5x107
(9,8x10°°- 7,4x1073) (3x1073-1x107) (2,1x10-6,6x1073)
0,58 1,0 0,5
nI+1v 9,1x10* 1,6x1072 1,1x107

(2x107-1,7x10?)

(4,8x10°-1,3x10"")

(2,8x104-7,1x107%)

NA - ndo analisado, ndo foi possivel realizar anélise devido ao nimero reduzido de individuos em
pelo menos um grupo; min — minimo; max — maximo; em negrito: estatisticamente significativo.
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Tabela 4.6: Associa¢do da expressdo das APOBEC3F, APOBEC3G e APOBEC3H no tumor e os

dados clinico-patologicos dos pacientes com CEE.

APOBEC3F APOBEC3G APOBEC3H
. Expressiao Expressao
Dados Clinico- Mediana Valor Mediana Valor Expressio Mediana Valor
16si L d
patologicos (min-max) dep (min-max) dep (min-max) ep
59 anos (39-78) 59 anos (39-78) 59 anos (39-78)
Idade
3,5x10* 1,1x1073 1,4x1073
< Mediana (6,4x10°-7,8x107%) (7,4x10°-5,9x107%) (3,7x104-7x1073)
0,53 0,45 0,3
4,4x10* 1,4x1073 2x107
> Mediana (9,9x107-5,2x1073) (1,5x104-9,2x10°%) (7,5x10*- 5x107%)
Género
4,4x10* 1,4x1073 1,6x1073
6. 1073 4x10-9,2x1073 104-7x1073
Masculino (6,4x107°-7,8x10) 0 (8,4x107-9,2x10~) o (3,7x10*-7x107) 0
2,5x10 9,2x10* 1,3x1073
7 3 -5 -3 -4 -3
Feminino (9,9x107-1,1x10) (7,4x107-8,3x10™) (7,5x10- 4,8x10)
Tabagismo
Nio tabagista NA NA NA
NA NA NA
. 4,2x10* 1,1x1073 1,4x1073
Ex/ativo (9,9x107-7,8x10°) (7,4x10°-9.2x107) (3,7x104-7x10°)
Etilismo
o 2,3x10* 7,9x104 1,6x1073
Naoetilista (7 g+105.3 5x10%) (7,4x107°-8,3x107) (1x103-4,8x107)
0,19 0,93 0,55

Ex/Ativo

4,3x10*
(9,9x107-7,8x1073)

1,1x10°3
(8,4x10°5-9,2x10°%)

1,4x10°
(3,7x10*-7x107)
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APOBEC3F APOBEC3G APOBEC3H
E a E i ~ .
Dados Clinico- xprf.:ssao Valor xpr?ssao Valor Expressao Mediana Valor
atologicos Mediana de Mediana de (min-max) de
P g (min-max) P (min-max) P P
Localizacao do
tumor
Ter¢o Superior 4,5x104 9,4x10* 2.4x10°
(1,2x104-2,5x1073) (9,2x104-1,1x10%3) (9,9x10-2,4x107)
Terco Médio 8,6x10* 0,58 2,1x103 0,042 2x1073 0,32
(3,9x10°-5,2x107) (2,7x104-9,2x10°%) (7,5x10™- 5x1073)
Tergo Inferior 2,5x10* 6,1x10* 1,3x107
(6,5x107°-1,2x1073) (8,4x10°-1,1x107%) (6x10*- 1,4x107)
Grau de
Diferenciacio
do tumor
Bem NA NA NA
Moderadamente 4,2x104 0,19 1,1x107 0,61 1,5x107 0,2
(6,5x107°-7,8x1073) (7,4x10°-9,2x107%) (6x104-7x107%)
Pouco 7,4x10* 1,4x107 1,3x107
(9,9x107-2,8x107%) (2,7x104-4,2x107%) (3,7x10%- 2,4x1073)
Estadiamento
do tumor
I+ 1,2x10* 1,8x107 1,8x107
(6,5x107°-2,8x1073) (4x10-8,3x107%) (1x1073- 4,8x107)
0,3 0,28 0,7
II+1v 4,3x10* 1,2x107 1,5x107

(9,9x107-7,8x107%)

(7,4x1075-9,2x1073)

(3,7x10*- 7x107%)

NA - ndo analisado, ndo foi possivel realizar anélise devido ao nimero reduzido de individuos em
pelo menos um grupo; min — minimo; max — maximo; em negrito: estatisticamente significativo.
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4.2.2 ENSAIOS IN VITRO

Os ensaios in vitro tiveram como objetivo avaliar se 0 mimetismo viral desencadeado pela
desmetilagdo global do DNA e consequente ativacdo da resposta mediada por IFN
desempenhariam um papel na inducao da expressao de APOBECs em cé¢lulas de CEE. Nesta etapa
do estudo, apenas as APOBECs cuja expressao foi correlacionada com a presenga da assinatura
mutacional (APOBEC3A4 e APOBEC3B) e aquelas cuja expressao foi associada a sobrevida global
dos pacientes com CEE (APOBEC3D) foram avaliadas. Para isso, foram utilizadas trés abordagens
nas linhagens de CEE: tratamento com agente desmetilante a baixas doses, tratamento com RNA

de dupla fita e tratamento com interferons.

4.2.2.1 TRATAMENTO COM AGENTE DESMETILANTE A BAIXAS DOSES

O tratamento com o agente desmetilante 5-AZA-CdR, também conhecida como decitabina
(Sigma-Aldrich), a 300 nM por seis dias foi realizado em duas linhagens de CEE, TE1 e TE13,
com o objetivo de mimetizar a reativagdo de elementos transponiveis observada em céncer,
conforme ja descrito na literatura (ROULOIS et al., 2015). Foram realizados trés experimentos
independentes e em triplicata. Ap6s o tratamento, ndo foi observado impacto significativo na

viabilidade celular na linhagem TE1 (Figura 4.20A) ou na linhagem TE13 (Figura 4.20B).
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Figura 4.20: Viabilidade celular das linhagens de CEE ap0s o tratamento com decitabina. Grafico
de Scatter plot mostrando a viabilidade celular das linhagens TE1 (A) e TE13 (B) apods o
tratamento com 300 nM de Decitabina por seis dias, avaliada pela técnica de exclusdo por azul de

tripan. Teste Wilcoxon signed rank, p>0,05. PBS, controle do tratamento, DEC, decitabina.
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Em seguida, foi avaliada a expressao génica das APOBEC3A4, APOBEC3B e APOBEC3D,
bem como dos genes que sao induzidos pelo tratamento com decitabina, de acordo com a literatura,
DDX58, MDA5 e IRF7 (Figura 4.21). A expressdao de nenhum dos genes avaliados diferiu
significativamente entre células tratadas e células controle. Porém, o aumento de expressdo de
APOBEC3A4 foi superior aquele dos genes responsivos ao tratamento em TE-1 apds o tratamento,
sendo esse aumento significativo quando comparado ao do gene DDX58 (Figura 4.21A). Em TE-
13, a inducdo de APOBEC34 ¢ APOBEC3D foi semelhante ou superior aquela dos genes
responsivos (Figura 4.21B). Cabe ressaltar que na maioria das células tratadas com PBS
(controle), a expressdao de APOBEC3A nao foi detectada e para viabilizar a comparagdo entre

grupos, consideramos um Ct de 40 para essas amostras.
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Figura 4.21: Analise da expressdao génica das APOBECs e dos genes responsivos apos o
tratamento com decitabina. Grafico de Scatter plot mostrando a expressao das APOBEC3A,
APOBEC3B, APOBEC3D, DDX58, MDAS5 e IRF7 ap6s o tratamento com 300 nM de decitabina
por 6 dias nas linhagens TE1 (A) e TE13 (B), utilizando o Fold Change de expressao relativo ao
controle. Foram feitos trés experimentos independentes em triplicata para o controle e o tratado.

Teste Kruskal Wallis e pos teste de Dunn, p>0,05. DEC, decitabina; *p<0,05.
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4.2.2.2 TRATAMENTO COM RNA DE DUPLA FITA

O tratamento com RNA de dupla fita foi realizado com POLY I:C, um analogo sintético
de RNA de dupla fita, um padrdao molecular associado a infec¢ao viral. Esse andlogo ativa os
receptores de reconhecimento de padrao antiviral, como por exemplo, DDX58-MDAS, levando a
ativacdo de vias inflamatorias, de resposta a interferon, como por exemplo, IRFs (fatores
regulatérios de interferon) (CHIAPPINELLI et al., 2015; ONOMOTO et al., 2021; Invivogen,
disponivel em https://www.invivogen.com/polyic-hmw, acesso em 22 de setembro de 2021).

O tratamento com 10 pg/mL de POLY I:C (Invivogen) por 24h, conforme ja descrito na
literatura (LIM et al., 2009; MATIJEVIC, T. & PAVELIC, J., 2012), ndo afetou significativamente
a viabilidade das linhagens TE-1 (Figura 4.22A) e TE-13 (Figura 4.22B).
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Figura 4.22: Viabilidade celular das linhagens de CEE ap0s o tratamento com POLY I:C. Grafico
de Scatter plot mostrando a viabilidade celular das linhagens TE1 (A) e TE13 (B) apods o
tratamento com 10 pg/mL POLY I:C por 24h, pela técnica de exclusdo por azul de tripan. Teste

Wilcoxon signed rank, p>0,05. H>O: 4gua ultrapura, controle do tratamento.

Em seguida, foi avaliada a expressao génica das APOBEC3A4, APOBEC3B ¢ APOBEC3D,
bem como dos genes responsivos ao tratamento, DDX58, MDAS5 e IRF7 ap6s o tratamento (Figura
4.23). Novamente, nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre células tratadas e células
controle foi observada para nenhum dos genes analisados. Porém, em ambas as linhagens, MDAS
parece ser o gene mais induzido pelo tratamento, conforme esperado por seu papel no
reconhecimento do RNA de dupla-fita. Além disso, em TE1, a APOBEC3D apresentou uma média
de inducao de pelo menos cinco vezes em células tratadas em relacdo ao controle (Figura 4.23A),
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enquanto em TE13, a APOBEC34 parece ser a APOBEC potencialmente induzida (Figura 4.23B).
Novamente, as c€lulas controle em geral ndo apresentaram deteccao do RNAm de APOBEC3A4,

tendo sido considerado o Ct de 40 nesses casos para viabilizar as comparagdes.
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Figura 4.23: Analise da expressdao génica das APOBECs e dos genes responsivos apos o
tratamento com POLY I[:C. Grafico de Scatter plot mostrando a expressdao das APOBEC3A,
APOBEC3B, APOBEC3D, DDX58, MDAS5 e IRF7 apds o tratamento com 10 pg/mL POLY I:C
por 24h nas linhagens TE1 (A) e TE13 (B), utilizando o Fold Change de expressao relativo ao
controle. Foram feitos trés experimentos independentes em triplicata para o controle e o tratado.

Teste Kruskal Wallis e p0s teste de Dunn, p>0,05.

4.2.2.3 TRATAMENTO COM INTERFERONS

O tratamento com interferons foi realizado para mimetizar a resposta a infec¢ao viral e por
ser um dos mecanismos de regulacdo das APOBECs ja descrito (BONVIN et al., 2006; CHEN et
al., 2006; PENG et al., 2006; KONING et al., 2009; LUCIFORA et al., 2014; WANG et al., 2014).
Para realizar este experimento, as células foram tratadas com 100 U/mL de IFNa (R&D Systems)
ou 100 ng/mL de IFNB (Peprotech) ou 100 ng/mL de IFNy (Peprotech) por 24h, conforme ja
descrito na literatura (GAN et al., 2016).
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4.2.2.3.1 TRATAMENTO COM IFNa

Nao foi observado impacto do tratamento com IFNa na viabilidade celular na TE1 (Figura

4.24A) ou na TE13 (Figura 4.24B).
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Figura 4.24: Viabilidade celular das linhagens de CEE apo6s o tratamento com [FNa. Grafico de
Scatter plot mostrando a viabilidade celular das linhagens TE1 (A) e TE13 (B) ap6s o tratamento
com 100 U/mL de IFNa por 24h, pela técnica de exclusao por azul de tripan. Teste Wilcoxon

signed rank, p>0,05. PBS + BSA a 0,1%, controle do tratamento.

Em seguida, foi avaliada a expressao génica das APOBEC3A4, APOBEC3B ¢ APOBEC3D,
bem como do gene responsivo ao tratamento /RF7 apds o tratamento (Figura 4.25). Nao foram
detectadas diferencgas significativas para nenhum dos genes avaliados em nenhuma das linhagens.
Porém, a indu¢ao de APOBEC3A4 frente ao tratamento com IFNa parece ser superior aquela
observada para o gene conhecidamente induzido ao tratamento, /RF'7. Nesse sentido, ¢ importante
ressaltar que a expressdao de APOBEC3A raramente foi detectada nas células controle, reforcando

essa possivel inducao.
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Figura 4.25: Analise da expressao génica das APOBECs e do gene responsivo apds o tratamento

com IFNo. Grafico de Scatter plot mostrando a expressao das APOBEC3A, APOBEC3B,

APOBEC3D e IRF7 apos o tratamento com 100 U/mL IFNa por 24h nas linhagens TE1 (A) e

TE13 (B), utilizando o Fold Change de expressdo relativo ao controle. Foram feitos trés

experimentos independentes em triplicata para o controle e o tratado. Teste Kruskal Wallis e pos

teste de Dunn, p>0,05.

4.2.2.3.2 TRATAMENTO COM IFNB

O tratamento com IFNP ndo afetou significativamente a viabilidade de células TE1 (Figura

4.26A) ou TE13 (Figura 4.26B).
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Figura 4.26: Viabilidade celular das linhagens de CEE apds o tratamento com IFN. Grafico de

Scatter plot mostrando a viabilidade celular das linhagens TE1 (A) e TE13 (B) apds o tratamento
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com 100 ng/mL de IFNP por 24h, pela técnica de exclusdo por azul de tripan. Teste Wilcoxon

signed rank, p>0,05. PBS + BSA a 0,1%, controle do tratamento.

A analise de expressdo génica novamente ndo mostrou diferencas significativas entre
células tratadas e células controle (Figura 4.27). Porém, em ambas as linhagens, a indugdo de

APOBEC3A4 foi semelhante ou superior aquela observada para /IRF7.
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Figura 4.27: Analise da expressao génica das APOBECs e do gene responsivo apds o tratamento
com IFNP. Grafico de Scatter plot mostrando a expressdo das APOBEC34, APOBEC3B,
APOBEC3D e IRF7 apos o tratamento com 100 ng/mL IFN por 24h nas linhagens TE1 (A) e
TE13 (B), utilizando o Fold Change de expressdo relativo ao controle. Foram feitos trés
experimentos independentes em triplicata para o controle e o tratado. Teste Kruskal Wallis e pos

teste de Dunn, p>0,05.

4.2.2.3.3 TRATAMENTO COM IFNy

A viabilidade das células TE1 (Figura 4.28A) ou TE13 (Figura 4.28B) ndo foi afetada

significativamente pelo tratamento com IFNy (Figura 4.28).
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Figura 4.28: Viabilidade celular das linhagens de CEE ap0s o tratamento com IFNy. Grafico de
Scatter plot mostrando a viabilidade celular das linhagens TE1 (A) e TE13 (B) apds o tratamento
com 100 ng/mL de IFNy por 24h, pela técnica de exclusdo por azul de tripan. Teste Wilcoxon

signed rank, p>0,05. PBS + BSA a 0,1%, controle do tratamento.

A avaliacao de expressao gé€nica nao mostrou diferencas estatisticamente significativas
entre células tratadas com IFNy em comparacdo a células controle (Figura 4.29). Porém,
novamente, a indu¢do de APOBEC3A parece ser superior aquela de /[RF7 em TE1 (Figura 4.29A),
enquanto em TEI3 a indugdo de APOBEC34 e 3D ¢ semelhante a do gene responsivo ao
tratamento (Figura 4.29B).
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Figura 4.29: Analise da expressao génica das APOBECs e do gene responsivo apds o tratamento
com IFNy. Grafico de Scatter plot mostrando a expressio das APOBEC34, APOBEC3B,
APOBEC3D e IRF7 apos o tratamento com 100 ng/mL IFNy por 24h nas linhagens TE1 (A) e
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TE13 (B), utilizando o Fold Change de expressdo relativo ao controle. Foram feitos trés
experimentos independentes em triplicata para o controle e o tratado. Teste Kruskal Wallis e pos

teste de Dunn, p>0,05.

Em todos os experimentos in vitro, a detec¢ao de APOBEC3A entre células controle foi
rara, sugerindo a auséncia ou baixos niveis de RNAm desta enzima nas linhagens avaliadas. Frente
aos dados aqui apresentados, o nimero de replicatas experimentais sera aumentado para tentar

consolidar nossos achados.
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5 DISCUSSAO

Essa tese teve como principais objetivos dissecar a contribuicdo da assinatura mutacional
induzida pela atividade de APOBECs em tumores de cabega e pescogo e es6fago, assim como
avaliar quais enzimas estdo desreguladas nesses tumores, quais delas mais provavelmente estao
associadas ao estabelecimento da assinatura e por quais mecanismos a expressao de APOBECs
pode ser induzida.

Todos os tumores avaliados apresentaram as assinaturas 2/13, relacionadas a atividade das
APOBECs, sendo que em alguns pacientes esta assinatura representou quase a totalidade (Figura
4.3). De forma surpreendente, CEOF HPV" apresentou maior fracao de contribui¢do da assinatura
2/13 em comparagdo a todos os outros subsitios tumorais. Na literatura, entre os tumores CECP, a
maior atividade das APOBECs ¢é geralmente reportada em CECP HPV®, uma vez que essas
enzimas sao de resposta antiviral (RIVA et al., 2021; CANNATARO et al., 2019; HENDERSON
et al., 2014). Porém, cabe ressaltar que estes trabalhos nao estratificam os subsitios da cabeca e
pescogo, o que foi feito no presente estudo. Além disso, comparam a propor¢ao de individuos em
que a assinatura de APOBEC ¢ detectada e ndo sua contribui¢ao em cada caso, o que também foi
feito nesta tese. Sendo assim, essa maior contribui¢ao da assinatura de APOBEC em CEOF HPV-
pode ter sido mascarada em estudos anteriores. Além disso, CECP HPV" também exibiu uma
assinatura mutacional associada ao tabagismo (assinatura 5), porém, a assinatura mutacional
associada ao tabaco (assinatura 4) ndo foi detectada. Cabe ressaltar que a assinatura 4 ¢ associada
principalmente a um dos carcindgenos do tabaco, o hidrocarboneto policiclico aromatico
benzopireno (PFEIFER et al 2002; ALEXANDROV et al 2013). Uma vez que o tabaco contém
uma mistura de mais de 70 carcindogenos (HOFFMANN & HECHT, 1990; HOFFMANN et al.,
2001; PFEIFER et al 2002), podemos supor que outros compostos poderiam atuar por outros
mecanismos mutacionais ou até mesmo ndo genotoxicos. Essa suposi¢ao vai de encontro com o
grande numero de assinaturas mutacionais descritas em cancer cujas causas ainda ndo foram
determinadas, como a propria assinatura 5, associada a idade, tabagismo e defeitos de reparo de
DNA (ALEXANDROV et al., 2013; ALEXANDROV et al., 2016; SOUTH et al., 2019).

A principal assinatura mutacional encontrada em CEL foi a assinatura 4, relacionada a

exposicao ao benzopireno (tabagismo). Neste ponto, nossos dados se aproximam daqueles
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reportados na literatura tanto em termos de relatos de perfis mutacionais quanto da associacao do
desenvolvimento de CEL com o hédbito de fumar. Das mutagdes em 7P53, por exemplo, 39% ja
foram relatadas como sendo transversdes G>T (equivalentes as mutacdes de C>A da assinatura 4)
em CEL, em comparacao a 20% nos demais sitios de CECP (ZHANG et al., 1994). Além disso,
um outro trabalho também utilizando dados do TCGA observou resultados similares aos nossos,
um maior numero de mutagdes correspondentes a assinatura 4 ja foram descritas em CEL em
comparacdo a CECO e CEOF (SOUTH et al., 2019). Nossos achados também refor¢am dados
epidemioldgicos que mostram uma maior razao de risco associada ao tabaco para CEL (6,84) em
comparacao a CECO (1,35) e CEOF (2,02) (HASHIBE et al., 2007).

Apenas em CEE foi detectada a assinatura 16, sem etiologia conhecida, porém ja associada
a exposicao ao alcool em CEE (LI et al., 2018; MOODY et al., 2021). O etilismo ¢ um dos
principais fatores de risco para o desenvolvimento deste tumor, apresentando uma OR de 4,4 em
homens e 2,2 em mulheres. Um trabalho do grupo publicado recentemente também identificou a
presenga da assinatura 16 em CEE a partir de sequenciamento de genoma completo (MOODY et
al., 2021). Porém, tal achado foi limitado a populagdes especificas (brasileira e japonesa). No caso
da populacao brasileira, isto provavelmente estd associado aos elevados niveis de consumo de
bebidas alcoolicas (volume e frequéncia), enquanto na populacdo japonesa esta associado a
presenga de uma variante germinativa em ALDH2 que leva a uma eliminacdo mais lenta de
acetaldeido, o principal metabolito do etanol. Ou seja, o alcool parece ser capaz de contribuir para
a carcinogénese esofagica por mecanismos genotdxicos, porém apenas em contextos especificos.
No caso dos pacientes do consorcio TCGA, a nacionalidade foi varidvel (sendo em sua maioria
vietnamita com 43,75% dos casos, seguido por 17,7% de brasileiros, 12,5% de russos, 6,25% de
norte-americanos — EUA, 5,2% de ucranianos e 14,6% sem identificacdo). Como em paises
ocidentais o elevado consumo de bebidas alcoolicas € associado ao desenvolvimento de CEE, isto
poderia explicar a detecg¢do da assinatura 16 nos casos avaliados nesta tese.

Outro aspecto importante ¢ a presenca de assinaturas associadas a idade em todos os
tumores. Essas assinaturas sao observadas em diversos tipos de cancer, inclusive em tumores de
cabeca pescoco e de esofago, de acordo com a literatura (ALEXANDROV et al., 2013;
ALEXANDROV et al., 2020). Porém, em CEQF, o tipo de assinatura relacionada a idade foi

diferente entre tumores HPV- e HPV*. Tumores HPV- apresentaram a assinatura 5 enquanto HPV*
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a assinatura 1. A assinatura 1 estd associada a desaminagao espontanea de citosinas em sitios CpG,
enquanto a assinatura 5 apresenta como etiologia proposta o envelhecimento, a exposi¢ao ao
tabaco e defeitos na maquinaria de reparo por excisao de nucleotideo (NER, do inglés nucleotide
excision repair) (COSMIC; KIM et al., 2020). De acordo com a literatura, a assinatura 1 € resultado
de um processo mutacional endogeno em que cada divisdo celular ¢ uma possibilidade para essas
mutacoes ocorrerem. Isso também pode explicar o porqué de muitos tumores com elevada
contribuicdo da assinatura 1 serem derivados de epitélio normal com uma elevada taxa de
renovacao celular (ALEXANDROV et al., 2015; KIM et al., 2020), como acontece com os demais
tumores desse estudo, CEE, CEL e CECO. Além disso, ja foi descrita uma correlacdo desta
assinatura com a expressao de genes do ciclo celular em cancer de mama (KIM et al., 2020). A
assinatura 5, no entanto, ndo ¢ correlacionada com o ciclo celular, mas sim com o processo de
oxidagdo. O acumulo de bases lesionadas por oxidagdo esta relacionado a idade (HAMILTON et
al., 2001), bem como ao tabagismo. Esses dados também corroboram a associagdo da assinatura 5
com defeito em reparo por excisdo de nucleotideos (NER), uma via de neutraliza¢do de danos
oxidativos no DNA (MELIS et al., 2013). Com isso, essa assinatura associada a idade poderia estar
relacionada a exposi¢ao continua a um agente mutagénico ambiental/metabolico (KIM et al.,
2020). Individuos com CEOF HPV" sdo em geral tabagistas, o que poderia estar contribuindo para
a presenga da assinatura 5, assim como em CECO. Ja CEOF HPV™ apresenta um processo de
carcinogénese altamente associado a distirbios do ciclo celular pelo efeito das oncoproteinas E6 e
E7 sobre p53 e Rb, respectivamente (GRAHAM et al., 2017), sendo associado com a assinatura 1.

Nao houve diferenca de contribuicao das assinaturas associadas a atividade das APOBECs
de acordo com o estadiamento dos tumores € nem por status de HPV em CECO e CEL. A deteccao
da assinatura ja em estagios precoces do desenvolvimento tumoral e a auséncia de alteragdo de sua
contribuicdo em estadgios mais tardios sugerem que essas assinaturas sao estabelecidas no inicio
do processo de carcinogénese. J& foi demonstrado na literatura que alguns casos de CECP HPV-
com atividade precoce de APOBEC apresentaram um score de assinatura de IFNy maior quando
comparado com os casos com ativagdo tardia, mostrando que esses tumores apresentam uma maior
inflamacao (MESSERSCHMIDT et al., 2020). Sob inflamacdo crdnica, espécies reativas de
oxigénio sdo produzidas ndo apenas por células inflamatdrias, mas também por células epiteliais,

causando danos ao DNA, levando ao desenvolvimento de tumores (PINLAOR et al., 2004). Assim,

103



o processo inflamatorio poderia induzir as APOBECs e a produgdo de espécies reativas de
oxigénio, culminando no processo de carcinogénese. Ja em esofago, as assinaturas mediadas por
APOBEC s3ao pouco detectadas em clones derivados de epitélio esofdgico normal
(MARTINCORENA et al., 2018), porém estao presentes nos tumores (ALEXANDROV et al
2013; ALEXANDROV et al 2020), sugerindo que esses tumores sao mais propensos a evoluir de
clones com mutagénese de APOBEC ou que essa mutagénese ¢ adquirida durante a evolugao do
tumor (MARTINCORENA et al., 2018). Em tumores de mama, por exemplo, ndo foi observada
diferenga significativa no numero de mutacdes atribuido a assinatura de APOBEC entre tumores
primarios, tumores com recorréncia local e em linfonodos auxiliares metastaticos. Porém, amostras
metastaticas apresentaram um aumento da atividade de processos mutacionais mediados por
APOBEC quando comparadas a tumores primarios. Esse dado sugere que as assinaturas
mutacionais mediadas por APOBEC sao alteragdes que ja aparecem nos tumores primarios, porém
a evolucao clonal ¢ acompanhada pelo aumento dessa atividade mutacional (ULLAH et al., 2018).
Em tumores de bexiga, ndo ha diferenga significativa das assinaturas mediadas pelas APOBECs
entre tumores de bexiga de alto grau ndo invasivo ao musculo e tumores de bexiga invasivos ao
musculo, sendo predominantes nesses tumores (responsavel por 53% de todas as mutagdes). Isto
sugere que essa mutagénese endogena seja a principal causa de mutagdes no cancer de bexiga em
todos os estagios (NASSAR et al., 2019). J& com relagdo ao status de HPV, a infecg¢do por este
virus nao ¢ reconhecida como fator de risco para CECO e CEL. Ou seja, € mais provavel que as
infecc¢des detectadas nao participem do processo de carcinogénese e, portanto, ndo teriam impacto
sobre o estabelecimento de assinaturas mutacionais.

Também ndo foi observado impacto na sobrevida global em cinco anos de pacientes com
CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- ¢ CEOF HPV" de acordo com a fra¢do de contribuicdo dessas
assinaturas. Em outros tumores, como carcinoma urotelial, pacientes com elevada mutagénese
mediada por APOBECs apresentam melhor prognostico (75% em 5 anos), o que parece estar
associado a uma elevada carga de neo-antigenos que poderao ser reconhecidos pelo sistema imune,
por exemplo (ROBERTSON et al., 2017). Pacientes com céancer de pulmio com assinaturas
mutacionais associadas a atividade das APOBECs também apresentam melhor prognostico, sendo
estas assinaturas também associadas a resposta a imunoterapia (CHEN et al., 2019). Os nossos

dados sugerem que as assinaturas mutacionais sozinhas nao impactam na sobrevida dos pacientes
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com CEE e CECP. Porém, a combinagdo com outros fatores como a interacdo com o sistema
imune, assinaturas relacionadas ao microambiente tumoral (assinaturas de interferon resultam em
maior inflamacao, por exemplo), € a carga mutacional possam ser capazes de impactar na
sobrevida e na predigao de resposta a inibidores de checkpoint imune, conforme mostrado por Cao
e colaboradores para tumores de bexiga (CAO et al., 2021).

Uma vez tendo observado diferencas da contribuicdo da assinatura mutacional de
APOBECs nos tumores avaliados, nos perguntamos se a APOBEC envolvida também poderia
variar entre eles. Em CEE, nossos resultados mostraram que pacientes que expressam maiores
niveis de APOBEC3A4 e APOBEC3B apresentam maiores contribui¢cdes da assinatura. Apesar das
correlagdes identificadas serem fracas, estudos anteriores ja sugeriram um envolvimento da
APOBEC3B no desenvolvimento de CEE, devido a presenga de transigoes C:G>T:A em
sequéncias TpC e a superexpressao dessa enzima nesse tumor (LIN et al., 2014; MATSUMOTO
etal., 2015). Em tumores de mama, foi demonstrada a superexpressao da APOBEC3A4, bem como
correlagdo direta significativa com a assinaturas mutacionais 2 e 13 (rho: 0,29, p<0,0001). Neste
estudo também foi demonstrado que a APOBEC3A tem 100 vezes mais atividade de desaminacao
de citidina do que a APOBEC3B na presenga de RNA celular, isso pode explicar o porqué dos
niveis mais elevados de expressao de APOBEC3B contribuirem menos para a mutagénese em
cancer de mama. Sendo assim, APOBEC3A parece ser a principal fonte de atividade da citidina
desaminase em células de carcinoma mamadrio e um contribuinte importante para a assinatura
mutacional mediada por APOBEC (CORTEZ et al., 2019). A expressao da APOBEC3A humana
em tecido hepatico e colon murinos promove mutagao e leva a carcinogénese in vivo. Animais que
expressam APOBEC3A exibem assinaturas mutacionais mediadas por APOBEC marcantes (LAW
et al., 2020). Em nosso estudo, identificamos a superexpressao de APOBEC3B, mas também de
APOBEC3A4, 3D, 3F, 3G ¢ 3H em CEE quando comparado a mucosa adjacente ndo tumoral. A
expressao das APOBEC3s também foi diretamente correlacionada a contribuicdo da assinatura
mutacional, com algumas especificidades, em CECO (APOBEC3A4, APOBEC3B, APOBEC3C e
APOBEC3D), em CEL (APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3D, APOBEC3F ¢ APOBEC3G) ¢
em CEOF HPV" (APOBEC3A4). Ja foi descrito na literatura que as muta¢des mediadas por
APOBEC:s sao bastante prevalentes em CECP (58% dos casos), tendo correlagao (rho:0,25) com
a expressao de APOBEC3A4 quando estratificado por status de HPV (FADEN et al., 2017).
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Também ja foi encontrada correlacdo significativa da expressao de APOBEC3B e a assinatura
mutacional em CECP (rho:0,144), porém tumores HPV ' apresentam maior expressao desse gene
e maior frequéncia de mutagdo (HENDERSON et al., 2014). Quase todas as APOBEC3s foram
encontradas superexpressas nos tumores avaliados quando comparados a mucosa adjacente nao
tumoral. Mas temos que levar em consideracao que as impressoes finais das mutacgoes relacionadas
com as APOBECs no genoma dependem de outros fatores além do nivel de expressao dessas
enzimas, além de nao sabermos se existe um nivel minimo de expressao para que haja a geracao
da mutagdo. Entre estes outros fatores, podemos citar a quantidade de DNA de fita simples
acessivel (o substrato da enzima) e o mecanismo de correcdo dessa lesdo (enzimas de reparo
funcionais ou nao). Todos eles contribuem para uma maior ou menor geracdo de assinaturas
mutacionais associadas a atividade das APOBECs (KIM et al., 2020). Assim, nossos dados
apontam para diferencas importantes da contribui¢cdo da assinatura mutacional de APOBECs entre
os sitios de CECP e CEE, além de sugerir a participacdo de uma ou mais enzimas no processo,
principalmente APOBEC3A e APOBEC3B. Porém, como correlagdes ndo inferem relagdes
causais, mais estudos sao necessarios para se tentar determinar as enzimas e os demais mecanismos
envolvidos. Além disso, a analise descrita aqui se baseou apenas em um momento especifico do
processo de carcinogénese, em geral em estagios mais avangados do desenvolvimento tumoral.
Nesse sentido, estudos que possibilitem um acompanhamento de todo o processo, como em
modelos animais, podem ser bastante benéficos para a compreensdao do estabelecimento da
assinatura mutacional de APOBEC:s.

De uma maneira em geral, a expressao das APOBECs esta desregulada nesses tumores ¢
estd correlacionada com as assinaturas mutacionais 2/13. Assim, nos perguntamos quais
mecanismos poderiam estar envolvidos na desregulacdo dessas enzimas. Primeiramente,
avaliamos alteracdes genéticas, porém a frequéncia de mutacdes e alteragdes do nimero de copias
dos genes que codificam AID/APOBECs ¢ baixa nesses tumores, sendo de no maximo 5% em
AICDA e para as APOBECs chega a no maximo 3% em CEL, por exemplo. Uma outra
possibilidade seria avaliar a presenca de fusdo génica, como ja observada em tumores cervicais.
Um polimorfismo de delegdo germinativa comum no cluster de APOBEC3s resulta em um gene
hibrido APOBEC3A4/APOBEC3B. Esse hibrido pode transcrever uma fusiao génica entre a regidao
codificante de APOBEC3A com a regiao 3’'UTR da APOBEC3B resultando na perda completa da
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sequéncia codificante da APOBEC3B. Essa fusao codifica proteina com sequéncia de aminoacidos
idéntica da APOBEC3A ¢ ¢ mais estavel, resultando em niveis mais elevados de APOBEC3A
intracelular (CAVAL et al., 2014; NIK-ZAINAL etal., 2014; REVATHIDEVI et al., 2021). Além
disso, ja foi mostrado que p53 reprime a expressao de APOBEC3B viap21 (PERIYASAMY et al.,
2017), o que poderia justificar a maior expressao desse gene. Porém, como os tumores estudados
aqui apresentam uma elevada frequéncia de perda de p53, seja por mutagdes ou via a oncoproteina
viral E6 do HPV, ndo foi possivel avaliar esta associagao.

Além de mecanismos genéticos, as alteracdes epigenéticas também representam um
importante mecanismo de regulagdo da expressdo génica em cancer (DAWSON &
KOUZARIDES, 2012). Apesar de poucos estudos até entdo terem avaliado o papel da metilagdao
do DNA e de miRNAs na regulagdo da expressao de APOBECs, a presenca de ilhas CpG em suas
regides promotoras e vias regulatorias sobrepostas nos levaram a avaliar a associacdo desses
mecanismos com a desregulacdo dessas enzimas nos tumores estudados. Assim como j& foi
descrito para AID/APOBECs, IFN também ¢ capaz de induzir a expressao de miRNAs (SEDGER,
2013). Mir-29a, miR-155 e miR-548, por exemplo, sdo induzidos por IFN (SEDGER, 2013), o
que poderia explicar a correlagdo direta entre a expressao desses miRNAs e a expressao de 4/CDA
observada em nosso estudo. Por outro lado, uma regulacao pos-transcricional de APOBEC3A e
APOBEC3G por miR-2909 ja foi descrita (KAUL et al., 2015; CAO & WU, 2018). Curiosamente,
esse miRNA nao ¢ expresso nos tumores avaliados no banco de dados do TCGA. J4 em relagdo a
metilacdo do DNA, os dados sdo ainda mais escassos na literatura. Alteracdes pontuais em
APOBECs especificas e tumores especificos foram identificadas em nosso estudo, como para
APOBEC3D em CEE. Nesse caso, para a sonda cg16066354 (localizada na regido promotora do
gene), uma menor metilacao foi observada nos tumores em comparagao a mucosa adjacente, além
de uma correlacao inversa entre metilagao e expressao, o que poderia explicar, a0 menos em parte,
a superexpressao de APOBEC3D em CEE. Entretanto, ja que essa APOBEC nao foi associada a
presenca da assinatura mutacional neste tipo tumoral, ndo prosseguimos com essa avaliagdo.
Porém, nao podemos descartar que a metilacdo do DNA possa participar da regulagao da expressao
dessas enzimas em situacoes especificas.

Nossos dados sugerem que alteragcdes genéticas e epigenéticas ndo sao os principais

mecanismos de regulacdo das APOBECs nos tumores avaliados. Uma vez que o mecanismo mais
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bem descrito na literatura de regulagao dessas enzimas € a infecgao viral (BONVIN et al., 2006;
ENDO et al., 2007; JIANG et al., 2007, WATASHI et al., 2013; LUCIFORA et al., 2014; WANG
et al., 2014) ¢ como CECP (com exce¢ao de CEOF HPV™) e CEE néo sdo reconhecidos como
tumores causados por virus (PARKIN, 2006; HERBSTER et al., 2012; ABNET et al., 2018;
LEEMANS et al., 2018; JOHNSON et al., 2020), nos perguntamos se mecanismos que mimetizam
uma infec¢do viral poderiam estar envolvidos na regulacao dessas enzimas. J4 foi observado na
literatura que tumores de uma forma geral apresentam um perfil de hipometilagao global do DNA.
Isto pode levar a ativacao de elementos transponiveis do genoma, cuja expressao pode desencadear
uma resposta imune antiviral mediada por interferon em células tumorais (CHIAPPINELLI et al.,
2015; ROULOIS et al., 2015). Assim, avaliamos a correlagdo entre os niveis de metilagcao desses
elementos e a expressao de APOBECs. Foram encontradas diversas correlacdes significativas entre
os niveis de metilacdo de ALU, LINE e LTRs e a expressao das APOBEC3s nos tumores avaliados,
sendo que podemos destacar o elevado nimero de correlacdes inversas significativas da metilacao
de elementos ALU com a expressdo de APOBEC3A4 em CEE. Na literatura, a hipometilacdo global
apoés tratamento com agente desmetilante ja foi associada a indu¢ao de outra enzima de restri¢cao
viral, ADARI (desaminase de adenosina especifica de RNA, do inglés Adenosine Deaminase RNA
Specific). Esta indugdo foi mediada pela reativagdao de elementos ALU e ativacdo do receptor
MDAS. Assim, a terapia epigenética desencadeia o mimetismo viral induzido por ALU, porém, a
ativacdo de ADAR1 minimiza estes efeitos em tumores colorretais (MEHDIPOUR et al., 2020,
com corre¢gdo em MEHDIPOUR et al., 2021). No nosso estudo, uma hipometilagdo global
desencadeada por ALU, gerando um mimetismo viral, poderia levar a um aumento de expressao
de APOBEC3A.

Um outro aspecto que pode ser relevante na regulacao de APOBECs e, consequentemente,
no estabelecimento de assinaturas mutacionais relacionadas a atividade dessas enzimas ¢ a
composi¢do do microambiente tumoral. Conforme mencionado anteriormente, a expressao de
APOBECs pode ser regulada por uma sinalizacdo mediada por citocinas (BONVIN et al., 2006;
CHEN et al., 2006; PENG et al., 2006; KONING et al., 2009; LUCIFORA et al., 2014; WANG et
al., 2014), produzidas principalmente por células do sistema imune. Baseado nisso, realizamos
uma analise de composi¢ao do microambiente tumoral para cada paciente do consorcio TCGA

analisado neste estudo e avaliamos sua associagdo com a contribui¢ao das assinaturas 2/13 e com
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a expressdo das APOBECs correlacionadas com essa assinatura em cada tipo tumoral. Em geral,
nossos dados mostraram correlagdes da assinatura e da expressao de APOBECs com a presenca de
macrofagos, exceto em CEOF HPV™. Além disso, em CECO, correlagdes diretas foram observadas
entre a presenca de células TCD4 de memoria ativadas e células TCD8 e a contribui¢do das
assinaturas 2/13, assim como mostrado anteriormente em tumores de pulmao (CHEN et al., 2019).
Em CECP, ja foi mostrada a associa¢ao da APOBEC3H e o infiltrado de células TCD8" (LIU et
al., 2020). Além disso, em CECP, tumores HPV- com enriquecimento de assinatura de APOBEC
apresentam aumento de células supressoras mieloides, células TCD8" de memoria efetoras e
células T helper do tipo 17 (MESSERSCHMIDT et al., 2020). Assim, a hiperativagdao de
APOBECs ¢ a consequente geracdo de neo-antigenos poderia estar levando a ativacao de uma
resposta imune antitumoral, que poderia ser potencializada pelo tratamento com imunoterapia em
pacientes com CECO. Por outro lado, as analises de RNAseq a partir de bidpsias tumorais nao nos
permitem determinar quais tipos celulares de fato expressam as APOBECs, ou seja, as correlagdes
observadas podem ser um reflexo tanto da sinalizagdo entre células do sistema imune e células
tumorais, quanto da expressao de APOBECs pelas proprias células do infiltrado inflamatorio. Por
1550, nosso proximo passo foi avaliar a expressdo génica dessas enzimas em células isoladas a
partir de RNAseq de experimentos de single cell. Porém, apenas dados de CEE estavam
disponiveis nos bancos de dados avaliados.

As andlises de single cell de CEE mostraram que todas as APOBECs sdo expressas em
células epiteliais. A APOBEC3A4, correlacionada com a presenga das assinaturas mutacionais 2/13
neste tipo tumoral, apresentou maior deteccao em células epiteliais (com 7,0% de células com
deteccao de expressao) e mieloides (com 15,8% de células com deteccao de expressao). Uma vez
que macrofagos sao células de origem mieloide, esta observagao pode explicar, a0 menos em parte,
a observagdo anterior. J& a APOBEC3B, também correlacionada a presenca da assinatura de
APOBECs em CEE, foi detectada principalmente em células epiteliais (11,4%). Dados esses
semelhantes ao que foi observado em CECP HPV- por outros autores, com maior detec¢cdo de
APOBEC3B e APOBEC3C em células malignas (MESSERSCHMIDT et al., 2020). Por outro lado,
as APOBECs (APOBEC3C, APOBEC3D, APOBEC3F e APOBEC3G) cuja expressao nao foi
correlacionada a presenca da assinatura mutacional foram detectadas principalmente em células T

e células B, o que pode indicar que a maior expressao desses genes observada em CEE em relacao
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a mucosa adjacente pode ser uma consequéncia da presenca de um infiltrado inflamatorio
composto por esses tipos celulares. De fato, um trabalho anterior do nosso grupo mostrou a
presenga de muitos clones de células B infiltrando o tumor e a abundéncia dessas células em
estruturas linfoides terciarias em CEE (BARROS et al., 2020). Sendo assim, a caracterizagao do
microambiente tumoral, dissecando a interagdo com as células do sistema imune, ¢ essencial para
a melhor compreensao da carcinogénese esofagica e o papel funcional das APOBECs nesse tumor.

A partir das andlises in silico, reunimos informagdes que sugerem uma participagdo de
APOBEC3A e APOBEC3B, expressas pelas células tumorais, no estabelecimento de assinaturas
mutacionais em CEE. Além disso, a inducao de APOBEC3A4 nesses tumores pode estar relacionada
a ativagdo de elementos ALU, mediada pela hipometilagdo desses elementos. Devido a
consisténcia desses dados e a disponibilidade de linhagens celulares de CEE em nosso laboratorio,
este tumor foi escolhido como modelo. Primeiramente, validamos a expressao génica das
APOBECs em pacientes com CEE do INCA. As APOBE(C3s estdo mais expressas no tumor
quando comparado a mucosa adjacente nao tumoral, validando os achados do RNAseq de CEE
(Figura 4.9A) e corroborando a literatura (LIN et al., 2014; MATSUMOTO et al., 2015). Pacientes
com CEE com alta expressdao da APOBEC3D apresentaram um pior progndstico quando
comparados aos pacientes com menor expressao desse gene. Porém, pacientes com alta expressao
da APOBEC3G apresentaram uma melhor sobrevida global quando comparados aos pacientes com
menor expressao desse gene. Esses dados sugerem que a APOBEC3D poderia desempenhar um
papel na progressdo do tumor, enquanto a APOBEC3G exerceria um papel protetor. Ambas sdao
enzimas de restricdo viral e de edigdo de DNA (OLSON et al., 2018). J& foi demonstrada na
literatura uma correlacao positiva entre a expressao da APOBEC3G e genes de células T, inclusive
ha uma colocalizacdo da APOBEC3G e de linfocitos T infiltrados em carcinoma de ovario seroso
de alto grau (LEONARD et al., 2016). Além disso, a elevada expressao desse gene ja foi associada
a um melhor progndstico neste tumor, indicando ser um novo biomarcador para linfocitos T
infiltrados na massa tumoral e de progndstico favoravel para o carcinoma de ovario (LEONARD
etal., 2016). Em nossas analises de CEE, foi observada também uma correlacao direta significativa
entre a expressao de APOBEC3G e a presenga de células TCDS (rho:0,27, p:0,01 dados nao

mostrados) e células T CD4 de memoria em repouso (rho:0,27, p:0,009, dados nao mostrados).
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Com relagdo as associagdes da expressao das APOBECs com os dados clinicos patologicos
de pacientes com CEE, as APOBEC3A4 e APOBEC3G estao mais expressas no ter¢o médio quando
comparado ao ter¢o inferior. Isso ¢ bastante interessante porque o ADE acomete principalmente o
ter¢o inferior do eso6fago, enquanto o CEE ocorre mais frequentemente em células escamosas que
revestem os tercos superior € médio (ENZINGER & MAYER, 2003).

Mediante a validagdo da expressao das APOBECs nos pacientes com CEE do INCA, foram
realizados ensaios in vitro em linhagens de CEE para investigar os mecanismos de regulacdo
dessas enzimas. Foram utilizadas trés abordagens, com foco em mecanismos que poderiam
mimetizar a infec¢do viral: tratamento com agente desmetilante a baixas doses, com RNA de dupla
fita e com interferons (IFNao., IFNf e IFNy).

O tratamento com agente desmetilante a baixas doses ndo impactou significativamente a
viabilidade celular das duas linhagens estudadas, apesar de ser uma droga toxica. Na literatura, o
tratamento com baixas doses de decitabina (100nM em 24h e 48h) em linhagens de leucemia
mieloide ndo impactou na proliferagdo dessas células. Em doses mais altas, esse tratamento
apresentou um efeito citotoxico, reduzindo a proliferacao celular de maneria dose-dependente
(1pM em 48h, 10 uM e 25 uM em 24h e 48h) (ALVES et al., 2019). Em leucemia mieloide aguda,
baixas doses de decitabina (100 nM e 400 nM) em 24h aumentaram significativamente a propor¢ao
de células apoptoticas quando comparadas as células nao tratadas (MPAKOU et al., 2021). Assim,
os dados sugerem que a toxicidade pode variar dependendo da dose e do tipo celular estudado.
Apesar da falta de significancia estatistica, os controles positivos, assim como APOBEC34 e
APOBEC3D, parecem ter sido induzidos pelo tratamento, principalmente na linhagem TE13. J&
na TEIl, a indu¢do da APOBEC3A foi significativamente maior do que a indugdo do controle
positivo DDX358. Ou seja, essa hipometilagao global gerada pelo agente desmetilante poderia estar
levando a ativacdo de elementos transponiveis, mimetizando uma infec¢do viral e levando a
ativacdo dos receptores DDX58 e MDAS, desencadeando assim uma resposta inflamatoria via
interferon (possivel indugdo de /RF7) (CHIAPPINELLI et al., 2015). Como APOBECs também
sdao considerados genes responsivos a IFN (SEDGER et al., 2013), este mecanismo também
poderia estar levando a indugdo das APOBECs, mais especificamente, APOBEC3A. Na literatura,
ja foi demonstrado que a APOBEC3A4 ¢ induzida por I[FNa em diversas células hematopoiéticas,

como macrofagos e linfocitos T (PENG et al., 2006; KONING et al., 2009) e em hepatdcitos
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humanos primérios ou hepatdcitos infectados por HBV, por exemplo (BONVIN et al., 2006;
LUCIFORA et al., 2014).

O préximo passo foi o tratamento com POLY I:C (Invivogen), um analogo sintético de
RNA de dupla fita, padrao molecular associado com infeccao viral (ZHAO et al., 2012). Esse
tratamento ndo impactou na viabilidade celular em nenhuma das linhagens estudadas. Com relagao
a expressao génica, houve indugdo ndo significativa de expressdo dos controles positivos, mais
especificamente MDAS5, o sensor viral, em ambas as linhagens. Conforme mostrado na literatura,
tanto MDAS5 quanto DDX58 sdo induzidos por esse tratamento em células de cancer colorretal e
mama, bem como IRF3/7, levando a producao de interferon do tipo 1, incluindo IFNa e IFNf3
(ZHAO et al., 2012). Jaemrelagdao as APOBECs, na TE13, observamos um aumento de expressao
de APOBEC3A4 e, na TE1, de APOBEC3D, porém em niveis menores do que foi observado para
os controles positivos.

Finalmente, realizamos o tratamento com interferons, do tipo 1 (IFNa e IFN) e do tipo 2
(IFNy), mimetizando a etapa final da infec¢do viral, producdo de citocinas. Esses tratamentos nao
impactaram na viabilidade celular das linhagens. Com relagdo a expressao génica, maiores niveis
de RNAm de /RF7, nosso controle positivo, foram observados apds o tratamento. Para os
interferons do tipo 1, parece haver inducdo basicamente da APOBEC3A em ambas as linhagens,
em niveis superiores ao que foi observado para /RF7. Ja apds o tratamento com IFNy, o aumento
de expressdo de APOBEC3A na linhagem TEl e de APOBEC3A e 3D na linhagem TEI13 foi
inferior ao aumento de /RF'7. Ja foi demonstrado que as APOBEC3s sdo induzidas por IFN de
resposta inata (IFNa) e de resposta imune adaptativa (IFNy) (SEDGER, 2013). De acordo com a
literatura, os interferons sdo produzidos pela maioria das células, com excecao do interferon do
tipo II (IFNy), produzidos pelas células do sistema imune, mais especificamente, as cé€lulas
hematopoiéticas, tendo como célula-alvo a maioria das células. Os interferons tem papel
importante durante a infecgdo viral. Os [FNa/p sdo produzidos rapidamente quando fatores virais,
como glicoproteinas de envelope viral ¢ RNA de dupla fita, interagem com receptores de
reconhecimento de padrao como os receptores toll-like e receptores citosélicos. Essa interagdao
virus-hospedeiro ativa vias de sinalizagao celular (os fatores regulatérios de interferon, como por
exemplo o IRF7, NF-kB, via de JAK-STAT) que levam a expressao de IFNo/B. J4 o IFNy

(interferon do tipo 2) ¢ induzido por estimulacdo mediada por receptores, em reposta a citocinas
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produzidas precocemente (interleucinas 2 e 18 e ao proprio IFNa/p) ou por estimulacao através
de receptores de células T ou receptores de células natural killer. A sinalizagdo de IFN se da por
meio de receptores transmembrana, ativando principalmente a via de JAK-STAT. A expressao de
IFNy induzida por citocinas e receptores de células T ativa vias de transducdo de sinal envolvendo
fatores de transcricao como NFAT, STATs e NF-xB, resultando em inducao e ativagao de fatores
antivirais intrinsicos, como a proteina quinase ativada por RNA (PKR, do inglés RNA4-activated
protein kinase) (MALMGAARD, 2004; FENSTERL & SEN, 2009; CHOW & GALE, 2015).
Além disso, ja foi mostrado que o tratamento com agente desmetilante (100 nM de decitabina por
72h) ativa sensores de RNA de dupla fita (DDX58-MDAYS), causando uma resposta de interferon
do tipo 1 (inducao de IFN) e apoptose em linhagens de cancer de ovario (CHIAPPINELLI et al.,
2015).

Outro ponto importante € que doencas como a sindrome de Sjogren, uma doenca sistémica
autoimune cronica caracterizada por infiltragdo linfocitica nas glandulas salivares e lacrimais
resultando em olhos e bocas secas em mulheres de meia idade, apresenta um aumento de interferon
do tipo 1 circulante (IFNa) desencadeado pelo aumento de expressao de LINE1 enddgeno. Os
individuos acometidos pela doenga apresentam superexpressao de APOBEC3A ¢ APOBEC3B
associadas com o aumento de transcrito de LINE1. Os autores sugerem que essas enzimas possam
contribuir para a desregulagdo de LINE1 enddgeno nessa doenca (MAVRAGANI & CROW,
2010), porém nao podemos descartar que a maior produg¢do de IFNa possa levar a indugdo de
APOBEC:s.

Além da reativacdo de retroelementos do genoma, mais recentemente foi mostrado que
DNA circular extracromossomal (DNAecc), formado a partir da ligagdo de DNA genomico
fragmentado liberado por céulas apoptdticas, pode promover respostas imunologicas. Interferons
do tipo 1 (IFNa e IFNP) sdo induzidos significativamente em uma ampla faixa de concentracao
de DNAecc (10-240ng/mL) em células dendriticas derivadas de medula dssea transfectadas com
DNAecc. Esses elementos também sdo capazes de apresentar uma atividade imunoestimulante
maior (indugdo de IL-6 e TNF-a) em macrofagos derivados de medula 6ssea, particularmente em
baixas concentragdes (10 e 30 ng/mL). A natureza circular desses elementos ¢ fundamental para
sua atividade imunoestimulante forte através da via de sinalizagdo de Sting (estimulador de genes

interferon) (WANG et al 2021). Esses elementos podem estar livres na circulagdo, sugerindo sua
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potente utilidade como um novo tipo de biomarcador de deteccdo precoce, de avaliagao de
tratamento e de acompanhamento de doenca (ZHU et al., 2018). Isto poderia ocorrer também em
CEE, em que ja foi sugerido que DNAecc sdo comuns e funcionais ja que sao diferencialmente
expressos entre a mucosa tumoral e epitélio adjacente pareado (SUN et al.,2021).

Como conclusdao geral, a hipometilagdo global (representada pelo tratamento com
decitabina) poderia levar a ativacdo de sensores de RNA de dupla fita (representada pelo
tratamento com RNA de dupla fita e pela possivel indugao dos receptores de RNA de dupla fita,
que parece ser o MDAS, no nosso caso), causando uma resposta por interferons (tratamentos com
interferons). Tratamento com agente desmetilante ativando sensores de RNA de dupla fita que
culmina em uma resposta imune por interferon ja foi demonstrado na literatura para cancer de
ovario (CHIAPPINELLI et al., 2015) e cancer colorretal (ROULOIS et al., 2015). Os nossos dados
sugerem que essa via poderia estar induzindo a expressao da APOBEC3A que, por sua vez, poderia
estar contribuindo para o estabelecimento da assinatura mutacional em CEE. Isso porque a
expressao desse gene foi encontrada aumentada nos tumores, apresentou correlacdo significativa
com a contribuicao das assinaturas 2/13 e foi detectada em células de origem epitelial (ou seja,
células tumorais) nos experimentos de single cell. Porém, ndo podemos deixar de ressaltar a
importancia da interagdo com as células do sistema imune, mais especificamente com os
macrofagos.

Esse estudo apresentou algumas limitagdes, entre elas as analises baseadas em correlacdes.
Essas sdo evidéncias fracas, em que ndo ha determinagao de causalidade, sendo necessarias mais
analises para confirmar tal achado, principalmente envolvendo ensaios in vitro e in vivo. Os
coeficientes de correlagdo foram significativos, porém fracos (com rho em torno 0,2 a 0,3) para a
maioria das andlises, sugerindo que outros mecanismos possam desempenhar um papel no
estabelecimento das assinaturas mutacionais associadas as APOBECs em cancer. Além disso, pode
refletir outra limitacdo do trabalho, que diz respeito ao momento da analise. As muta¢des podem
ser geradas pelas APOBECs ao longo de todo o processo de carcinogénese, enquanto a expressao
dessas enzimas foi determinada no ponto de aquisi¢do da amostra e ndo necessariamente no
momento da mutagénese ativa (PETLJAK et al., 2019; PETLJAK & MACIEJOWSKI, 2020).
Ainda, conforme discutido anteriormente, a expressao das APOBECs nos tumores pode ser oriunda

das células do sistema imune (NG et al., 2019). Outra limitagdo importante foram os ensaios in
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vitro. Foi observada grande heterogeneidade entre replicatas em pelo menos um experimento de
cada tratamento, apresentando desvios-padrdo consideraveis. A baixa expressao dos genes
analisados, principalmente em células ndo tratadas pode explicar tal fendmeno. Sendo assim, sdo
necessarios mais experimentos para confirmar a indugdo sugerida aqui.

Para comprovar nossas hipodteses, além de aumentar o nimero de replicatas, ¢ necessario
realizar a analise de expressao proteica pos-tratamentos. Ainda, a realizacdo de experimentos de
modulagado de vias de sinalizagdo, por exemplo utilizando inibidores especificos de [FNa, IFN e
IFNy e de vias ativadas por eles, poderiam nos ajudar a entender os mecanismos mais
provavelmente envolvidos. Ainda, a modulagdo da expressao das APOBECs, principalmente de
APOBEC3A, faz parte dos nossos planos futuros. Finalmente, a assinatura mutacional deve ser
avaliada como desfecho em ensaios in vitro a fim de comprovar se APOBEC3A ¢ capaz de gerar

a assinatura mutacional em CEE.

115



6 CONCLUSOES

CEE e CEL apresentaram um maior numero de mutagdes quando comparados aos outros
tumores do CECP;

As principais assinaturas mutacionais encontradas nos tumores foram as assinaturas 1/6
(relacionada a idade e ao defeito por mau-pareamento), 2/13 (associadas a atividade de
APOBECs), 4 (associada a exposicdo ao benzopireno), 5 (relacionada a idade, ao
tabagismo e ao defeito no reparo por excisao de nucleotideos), 6/15/21 (relacionadas ao
defeito no reparo por mau-pareamento) e a assinatura 16 (sem etiologia conhecida, porém
artigos demonstram associagdo a exposi¢ao ao alcool);

Em todos os tumores, foram encontradas as assinaturas 2/13, associadas a atividade das
APOBEC:s;

Quando comparada a fragdo de contribui¢cdo das assinaturas 2/13 entre os tumores, tumores
CEOF HPV- apresentaram maior contribui¢do dessas assinaturas;

Nao houve diferenca da fracdo de contribuicdo das assinaturas 2/13 de acordo com o
estadiamento do tumor (tumores precoces versus avangados) em CEE, CEL, CECO, CEOF
HPV- e o CEOF HPV™ e por status de HPV em CEL e CECO;

Houve correlagdo direta significativa entre as assinaturas 2/13 com a expressdo das
APOBEC34 ¢ APOBEC3B em CEE; com a expressao das APOBEC3B, APOBEC3C,
APOBEC3D, APOBEC3F ¢ APOBEC3G em CEL; com a expressao das APOBEC3A4,
APOBEC3B, APOBEC3C e APOBEC3D em CECO; com a expressao da APOBEC3A4 em
CEOF HPV". Além de correlagdo inversa significativa com a expressdo de AICDA ¢
APOBEC2 em CECO;

Nao foi observada uma associacao entre a contribuicdo das assinaturas 2/13 ¢ a sobrevida
global dos pacientes com CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- ¢ CEOF HPV™;

As APOBE(C3s estao superexpressas nos tumores quando comparados a mucosa adjacente
nao tumoral em CEE, CEL e CECO. Em CEQF, essas enzimas estdo superexpressas nos
tumores HPV™ quando comparados a tumores HPV";

Mutagdes e alteragdes do numero de copias nos genes que codificam as APOBECs nao sao
frequentes nesses tumores, bem como as alteragdes epigenéticas (miRNAs e metilagao do
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DNA) parecem nao ser o principal mecanismo de regulacao dessas enzimas em CEE, CEL,
CECO, CEOF HPV- e CEOF HPV™;

e Foram observadas diversas correlacdes indiretas significativas entre os niveis de metilagao
de elementos transponiveis com a expressao das APOBECs em CEE, CEL, CECO, CEOF
HPV-e CEOF HPV™, em que se pode destacar a correlagdo inversa dos niveis de metilagdo
de ALU com a expressao da APOBEC3A4 em CEE;

e Foram encontradas correlagdes significativas entre a presenga de células do sistema imune
com as assinaturas 2/13 e a expressao das APOBECs, como por exemplo, com a presenca
de macréfagos em CEE, CEL e CECO e com mastocitos em CEOF HPV™,;

e Em modelo de single cell de CEE, todas as APOBECs foram detectadas em células
epiteliais com niveis variaveis entre pacientes;

e As APOBEC3A4 e APOBEC3B sao mais detectadas em cé€lulas epiteliais e a APOBEC34
também ¢ mais detectada em células mieloides em CEE;

e As APOBEC(C3s estao mais expressas no tumor quando comparado a mucosa adjacente nao
tumoral em pacientes com CEE do INCA;

e Foi observado um aumento de expressao das APOBEC34 ¢ APOBEC3G no ter¢co médio
quando comparado ao terco inferior em pacientes com CEE do INCA;

e Pacientes com CEE com alta expressao da APOBEC3D apresentam um pior prognostico
quando comparados a pacientes com menor expressao desse gene. Porém, pacientes com
alta expressao da APOBEC3G apresentaram uma melhor sobrevida global quando
comparados a pacientes com menor expressao desse gene;

e Nenhum dos tratamentos in vitro impactou na viabilidade celular das linhagens de CEE;

e Os tratamentos com decitabina, POLY I:C e com interferons (IFNa, IFNP e IFNYy) parecem
induzir a expressao da APOBEC3A4, bem como dos controles positivos dos tratamentos,
sendo mais evidente na linhagem TE13. Porém, sdo necessarios mais experimentos para

confirmar a indu¢ao de maneira significativa.

Como conclusdo final, APOBEC3A parece ter um papel importante no estabelecimento da
assinatura mutacional em CEE, além de sua interagao com células do sistema imune presentes no
microambiente tumoral, os macrofagos, por exemplo. Essa enzima parece ser regulada por
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interferons produzidos pela resposta a ativagao de elementos méveis devido a hipometilagao global

encontrada em tumores, como em CEE.
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7 PERSPECTIVAS

A perspectiva desse trabalho ¢ aumentar o nimero experimental dos tratamentos realizados
para confirmar a indugdo de expressao de APOBECs de maneira significativa nas linhagens de
CEE avaliadas nesta tese (TE1 e TE13), bem como em outra linhagem de CEE (OE21), além de
avaliar a metilagdo e a expressao dos elementos méveis nessas linhagens. Ap6s a identificacao dos
mecanismos ¢ vias de sinalizagdo (vias de interferons) mais provavelmente envolvidos na indugdo
das APOBECs em linhagens de CEE, modular tais vias com uso de inibidores especificos para
cada tipo de interferon (IFNa, IFNPB e IFNY) e das vias de sinalizacao ativadas por eles. Ainda,
modular a expressdao das APOBECs e avaliar a presenca das assinaturas mutacionais 2/13 no

genoma dessas células.
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realizagdo de uma Endoscopia Digestiva Alta (exame para avaliar caracteristicas do seu tumor
como tamanho, localizagdo, etc.). Por isso estd sendo convidado a participar de um projeto de
pesquisa que envolve a coleta de uma bidpsia do seu tecido tumoral, de tecido normal préximo ao
tumor (quando possivel) e uma amostra do seu sangue. Esta bidpsia poderd ser realizada no
momento em que for feita sua EDA e/ou no momento da cirurgia (caso seja indicado o tratamento
cirtrgico). Para que vocé€ possa decidir se quer participar ou ndo deste projeto, precisa conhecer
seus beneficios, riscos e consequéncias. Apds receber todas as informacdes abaixo vocé podera

fornecer seu consentimento por escrito, caso queira participar.
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PROPOSITO DO PROJETO DE PESQUISA

Este projeto de pesquisa ¢ um esfor¢o conjunto entre pesquisadores para utilizar os recentes
avang¢os na medicina na tentativa de diagnosticar precocemente casos de cancer de esdéfago que
surgem como segundos tumores primarios (um segundo tumor que ocorre em alguns pacientes que
jéa tiveram cancer de cabega e pescoco). Tanto os tumores de esdfago quanto os de cabeca e pescoco
sd0 muito comuns em nosso pais e frequentemente causam a morte desses individuos. Para que
vocé possa decidir se quer participar ou nao deste projeto de pesquisa, precisa conhecer seus

beneficios, riscos e implicagdes.

OBJETIVOS DO PROJETO DE PESQUISA
Os objetivos deste projeto sdo a comparacdo das alteragcdes moleculares entre cancer de
cabeca e pescoco e cancer de esdfago buscando descobrir marcadores moleculares com maior
eficiéncia para o diagndstico precoce do cancer de esofago ou identificar os individuos que

possuem um alto risco de desenvolver um segundo tumor.

PROCEDIMENTOS DO PROJETO DE PESQUISA
Se concordar em participar deste projeto serd necessario coletar amostras do tumor, e
quando possivel, do tecido normal proximo a lesdo. Esta coleta podera ser realizada na endoscopia
digestiva alta e/ou durante o procedimento cirtrgico. Este procedimento ndo comprometera o
diagnostico e ndo ira interferir no tratamento. Além disto, sera coletada uma pequena amostra de

sangue, o equivalente a duas colheres de sopa, para futuras pesquisas. Para
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realizar a endoscopia, todo paciente precisa que seja puncionada uma veia do braco com uma
agulha para a aplicagdo de soro e medicamentos. Nesse momento aproveitaremos a pungao para a

coleta do sangue.

Ao concordar em participar deste projeto, os pesquisadores participantes consultardo seus
registros do prontuario e poderdo utilizar para pesquisas parte do material coletado que foi

armazenado.
RISCOS

METODOS ALTERNATIVOS

Caso vocé nao deseje participar deste projeto de pesquisa, basta que vocé ndo assine este
Termo de Consentimento, € nenhuma amostra sera utilizada nem os seus registros médicos serao

consultados.
RISCOS
O seu tratamento sera exatamente o mesmo caso vocé participe ou nao deste projeto de

pesquisa. Nao havera risco adicional para a obtengao de amostras para o presente projeto.

BENEFiCIOS
Nao havera beneficios imediatos a vocé, porém a sua participagao nesse projeto de

pesquisa podera contribuir para o entendimento de casos como o seu no futuro. Este projeto
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poderé, no entanto, resultar em beneficios para outros pacientes que terdo o diagndstico de

cancer de esofago e que irdo fazer o tratamento.

ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

Durante o projeto vocé tera o acompanhamento normal junto ao seu médico do INCA que
¢ responsavel pela sua assisténcia. Além disso, a Dr? [zabela Costa da Cirurgia de Cabeca e
Pescoco (tel: 3207-6782), o Dr. Eduardo Pinto, da cirurgia abdominopélvica (tel: 3207-1161) e o
pesquisador responsavel pelo projeto, Dr. Luis Felipe Ribeiro Pinto (tel: 3207-6560), estarao

disponiveis para esclarecer eventuais davidas.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe de saude que cuidara de voc€, seus registros médicos poderdo ser
consultados pelo Comité de Etica em Pesquisa e equipe de pesquisadores envolvidos. As amostras
de tecido serdo processadas de tal forma que sua privacidade e identidade sejam preservadas. Seu
nome ndo serd revelado ainda que as informacdes de seu registro médico sejam utilizadas para

propositos educativos ou de publicagdo, que ocorrerdo independentemente dos resultados obtidos.
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TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS
Caso haja a necessidade de atendimento médico, durante ou apos este projeto, este ficara a
cargo da instituicao. Seu tratamento e acompanhamento médico independem de sua participacao

neste projeto de pesquisa.

CUSTOS
Se vocé concordar com o uso das amostras biologicas conforme escrito acima, ¢
necessario esclarecer que vocé nao tera qualquer custo ou forma de pagamento pela participagao
no projeto de pesquisa. A participacdo no projeto ¢ voluntaria e voc€ nao sofrera nenhuma
penalidade caso nao autorize a sua participagcdo. Todo o seu tratamento e acompanhamento
médico serao os mesmos, independente de sua decisdao de autorizar ou ndo a participagdao no

projeto.

BASES DA PARTICIPACAO
E importante que vocé saiba que a sua participacdo neste projeto de pesquisa é
completamente voluntaria e que voc€ pode recusar-se a participar ou interromper sua participacao

a qualquer momento sem penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem
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direito. Em caso de desisténcia, a equipe assistente deve ser comunicada e a coleta de amostras

para os exames relativos ao estudo serd imediatamente interrompida.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Nos estimulamos a vocé ou seus familiares a fazer perguntas a qualquer momento durante
o andamento desse projeto de pesquisa. Neste caso, por favor, ligue para o Dr. Luis Felipe Ribeiro
Pinto no telefone (21) 3207-6560. Se vocé tiver perguntas com relacdo a seus direitos como
participante desse projeto de pesquisa, também pode contar com uma terceira pessoa imparcial, o
Comité de Etica em Pesquisa do INCA, Rua André Cavalcanti 37, telefone (21) 3207-6551. Email:
CEP@inca.gov.br
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DECLARACAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

Li as informagdes acima e entendi o proposito deste projeto de pesquisa assim como 0s
beneficios e riscos potenciais da participagao no mesmo. Tive a oportunidade de fazer perguntas
e todas foram respondidas. Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para

participar neste projeto de pesquisa e:

() Expresso que desejo ser reconvocado a oferecer um novo consentimento para cada
projeto que venha a utilizar agora, ou no futuro, material bioldgico coletado pelo
presente projeto de pesquisa, indicando as pessoas abaixo relacionadas como

representantes em caso de incapacidade minha para prover tal consentimento:

(NOME EM LETRA FORMA)

(GRAU DE PARENTESCO)

(TELEFONE)

(NOME EM LETRA FORMA)

(GRAU DE PARENTESCO)

(TELEFONE)
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() Nao gostaria de ser reconvocado a oferecer um novo consentimento para cada
projeto de pesquisa que venha a utilizar agora, ou no futuro, material biologico

coletado pelo presente projeto de pesquisa.

Entendo que nao receberei compensagao monetaria por minha participacao neste projeto.

Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.

/ /
(Assinatura do Paciente) dia més ano
(Nome do Paciente — letra de forma)
/ /
(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste projeto ao

paciente indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo paciente.

(Assinatura da pessoa que obteve o consentimento) dia més ano
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APENDICE B — Prontuarios — INCA

REANALISE DE PRONTUARIOS — Cancer de Esofago — INCA

cee[] ADE [

o

Preenchedor: Matricula do Pcte:

Nome:

DataMatricula: ___/ /  Género: Masculino[_] Feminino[ ]

Nacionalidade: Brasil |:| Outrol:l

__Naturalidade (UF): __ Residéncia: Cidade: UF:
Cor da pele: BrancaD Nﬁo-brancaD Data Nascimento: /7 Idade: Profissdo:
. 192 Grau 12 Grau 22 Grau 22 Grau Superior Superior Pos- Nio
Escolaridade: Analfabeto D Incompleto D Comp\etoD Incompleto D Completo D Incompleto D Completo GraduagﬁoD InformaD

Estado Civil: CzsadoD Unido Estavel D Divorciado D Solteiro D Hist Familiar de Cancer de Eséfago: NﬁoD

sim[]

HABITOS DO PACIENTE

. . N Nio = " . Nio
Tabagismo: Mo ] sm[] o] | [] Refluxo: Nao[ ] sm[C] | o []
e ~ . Nao - ’ Nao
Etilismo: NaoD S\mD E)D InformaD Barret: NHOD SWD \iifSEE D
i . Desnutrigdo Desnutrigdo Desnutrigdol . Nao
Status Nutricional: Peevisac[ 7] feensrsao ] mre®®[]  ewsfio[ ] soorepeso[ ] oveso[] | 22° 7]

INFORMACOES SOBRE A DOENCA
A S

Tto do PTP: NenhumD CTrurgTaD thD

Data do Diagnéstico (Laudo DIPAT): Eséfago é STP: NaoD

sim[_]

ouro[ ] Outro:

CID PTP:

ar[] rasar[ ] ressal | rearssar] ]

C15.1 Esdfago

Localizaggo: C15:0Esdfago C15.2 Eséfago

O

C15.3 Esbfago C15.4 Esofago
Cervica; Toracico D Abdominal D Toracio 1/3 Sup D Toréacico 1/3 Med
C15.5 Esbfago C15.8 Lesdo C15.9 Ndo
Toracico 1/3 Inf Invasiva D especificado D

Grau de Diferenciagdo: 1(emdif) [_| 1Moddif) [_]

Il {Pouco dif) |:|

2 [] 3
2 s

] e []

Nao

Informa D
xO

Uso de Sonda NasoEntérica: Nao[ ]
al] ]
x[]  em: 0[]

ma_] me[_]

sim[_]
.0
1] x [

me[] v[]

TRATAMENTO

Tto Inicial: Nenhum[_] cruga ] R[] masar[ ] masear [ mewamssar] | suporte[ ]

TNM (Abdome): cT: 1a[ ]
oN: 0[]

Estadiamento (Abdome): 1 []

1]
'O

e[ ]

Local Tto inicial: Foradoinca [

Noinca[]

Doenga Residual apés Tto inicial: N:”m|:|

Inicio Tto inicial: __
sim[_]

Tto Adjuvante: Nenhum [ | Radioterapia [ | RetsaT [_] Tto Resgate: cirurgia [_] suporte [] Nenhum []

Y A A FimdoTtoinicial: __ / /

TtoResgate: /[

RXT: Curativa D Neocadjuvante D Paliativa D
QT: Curativa D Neocadjuvante D Paliativa D

Completou?
Completou?
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INFORMACOES SOBRE CIRURGIA (ESOFAGECTOMIA)

Cirurgia: VLP D Transhiatal D Transtoracica D 3 Campos D N&o Realizada D Néo Informa D

Reconstrugdo Trato Alimentar:

Linfadenectomia: 2 campos[ ]

Cdélon Esquerdo

Colon Direito D

d

Cdlon Transverso D

Estdmago D

Margens Livres: Nio[_]

sim[]

Sim, apds ampliagdo I:l

Nao avaHadoD

TNM (Abdome): cT:
cN:

o]
O

1]
1

0
.0

0
.0

0]
0

aw[]
cM: ¢ D

O
.0

0
0

Estadiamento (Abdome): 1n["]

s []

ia[]

e [] wa_]

me[]

me[]

v

Sim D

Recidiva Presente:

Nao [] sim[_]

ACOMPANHAMENTO

Remissdo Completa: Nao [ Data Recidiva: ] ]

Metastase a distancia:

Nao I:I

sim[]

Sitio de Metastase:

Local Recidiva: tocal [ ] Neo[ ] bistancia [[]  Ultima Consulta:____ /[ dec/ dEo\:rcl'ga | S/dive‘:-gade O
DataHClV: _ / /  patabbite:  / / Causa Obito:
ApresentouSTP: Nao[ |  sim[_| DetecdoSTP:___ /_ / Sincrénico:  Nao [ sm[] CIDSTP:__
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ANEXO - Carta de aprovacio do projeto sob o namero 116/11 pelo Comité de Etica em
Pesquisa do INCA

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

A(0): Dr. Luis Felipe Ribeiro Pinto
Pesquisador(a) Principal

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

CAAE —0086.0.007.000-11

Titulo do Estudo — Marcadores Moleculares de Tumores Secundarios de Es6fago em Pacientes
com Carcinoma de Células Escamosas em Cabega e Pescoco: Uso Potencial no Diagndstico
Precoce ¢ na Terapia de Rotina

Prezado(a) Pesquisador(a),

Informo que o Comité de Etica em Pesquisa do INCA aprovou apds reandlise o
estudo intitulado: Marcadores Moleculares de Tumores Secundirios de Es6fago em
Pacientes com Carcinoma de Células Escamosas em Cabeca e Pescoco: Uso
Potencial no Diagnéstico Precoce e na Terapia de Rotina versio 2, bem como seu
TCLE para estudo prospectivo CECP versio 3 ¢ TCLE para estudo retrospectivo
CECP e CEE versio 3, em 30 de novembro de 2011.

Ressalto o(a) pesquisador(a) responsavel deverd apresentar relatorios semestrais
a respeito do seu estudo.

Atenciosamente.

Dr. East6SHE e D. Silva

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
CEP-INCA

>4,

C/c ~ Dr. Luiz Augusto Maltoni — Direcdo Geral
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FIGURA SUPLEMENTAR 1 - As diferentes assinaturas mutacionais presentes em tumores.
Neste grafico, o eixo X indica o tipo de mutagdo observada com sua frequéncia sendo representada
em barras coloridas respectivas, de acordo com o contexto. J& o eixo Y representa a probabilidade
do tipo de mutacdo observada. Fonte: COSMIC; Adaptado de ALEXANDROV et al., 2013;
Adaptado de ALEXANDROV et al., 2020.
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Tabela Suplementar 1: Nivel de metilagdo das APOBECs entre as mucosas adjacente e tumoral

de pacientes com CEE, CEL, CECO, CEOF HPV- e CEOF HPV" do INCA e correlag¢io desse

nivel com a expressdo dessas enzimas nesses tumores no banco de dados do TCGA.

TIPO DE CANCER
CEE CEL CECO CEOF

Sondas Posi¢ao HPV- HPV*
AB:-0,004 AB:-0,033 AB:0,012 AB:-0,0947 AB:-0,2164

cg27562311 TSS1500 Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA
AB:-0,03 AB:-0,069 AB:-0,03 AB:0,016 AB:-0,265

cg10465202 TSS1500 Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA
AB:-0,02 AB:-0,017 AB:-0,0037 AB:0,0058 AB:-0,001

©g02926127 Corpo Rho:0,0397 Rho:0,145 Rho: 0,04 Rho:-0,35 Rho:-0,20
AB:-0,0297 AB:NA AB:-0,017 AB:0,039 AB:-0,0028

cg06193723 Corpo Rho:NA Rho:NA Rho: NA Rho:NA Rho:NA
AB:-0,037 AB:-0,084 AB:-0,123 AB:0,06 AB:-0,272

cg07999668 Corpo Rho:0,0703 Rho:0,00148 Rho:-0,037 Rho:-0,095 Rho:0,036
AICDA 010989381 Coroo AB:NA AB:-0,047 AB:NA AB:-0,213 AB:-0,026
& P Rho: 0,117 Rho: 0,133 Rho: 0,1958 Rho:0,03 Rho:-0,06
AB:-0,081 AB:-0,0824 AB:-0,04 AB:-0,1059 AB:-0,2146
cg15494122 Corpo Rho:0,0964 Rho:0,0964 Rho:0,08 Rho:0,01 Rho: 0,0008
AB:-0,006 AB:-0,01 AB:-0,003 AB:-0,0165 AB:-0,0276

cg17070108 Corpo Rho:0,143 Rho: 0,072 Rho:-0,02 Rho:-0,059 Rho:0,23
AB:-0,052 AB:-0,108 AB:-0,033 AB:-0,1362 AB:-0,1419

cg18775247 Corpo Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA
AB:0,0008 AB:-0,02 AB:0,0029 AB:-0,0375 AB:-0,0227

cg24412650 Corpo Rho:0,002 Rho:0,1694 Rho:-0,1 Rho:-0,29 Rho:0,16
000245465 Enhancer AB:0,023 AB:-0,067 AB:-0,029 AB:-0,047 AB:-0,29
g 3°'UTR Rho:-0,0464 Rho:0,0305 Rho:0,0934 Rho:-0,075 Rho:0,306
008709276 Enhancer AB:0,007 AB:0,004 AB:0,003 AB:0,0457 AB:0,0006
g TSS1500 Rho:-0,099 Rho:-0,007 Rho:-0,07 Rho:0,13 Rho:-0,14
010567498 Enhancer AB:0,14 AB:0,063 AB:0,035 AB:-0,082 AB:-0,0658
& TSS1500 Rho: -0,06 Rho: -0,22 Rho:-0,09 Rho:-0,21 Rho:-0,08

APOBEC2

024654907 Enhancer AB:-0,003 AB:-0,01 AB:-0,0009 AB:-0,025 AB:-0,0096
g TSS1500 Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA
S Enhancer AB:0,38 AB:0,14 AB:0,08 AB:0,087 AB:-0,0571
g TSS200 Rho:0,178 Rho: -0,106 Rho:-0,055 Rho:-0,21 Rho:-0,21
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Enhancer

" AB:0,42 AB:0,217 AB:0,009 AB:-0,09 AB:-0,33

cgl7548735 51 g)(T;/ Rho: -0,096 Rho: -0,131 Rho:-0,06 Rho:-0,29 Rho:-0,57

22375610 Enhancer AB:0,24 AB:0,10 AB:0,04 AB:-0,107 AB:-0,27

ce 1éxon Rho: -0,084 Rho: -0,09 Rho:-0,006 Rho:-0,20 Rho:-0,47

APOBEC?

020172737 Enhancer AB:0,38 AB:0,06 AB:-0,002 AB:-0,13 AB:-0,4618
g Corpo Rho: 0,0155 Rho: -0,096 Rho:0,099 Rho:-0,3 Rho:-0,126
, AB:0,01 AB:-0,02 AB:0,01 AB:-0,022 AB:0,0031
cg12253732 FUTR Rho: 0,193 Rho: -0,066 Rho:-0,2 Rho:-0,45 Rho:0,09
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TIPO DE CANCER

CEE CEL CECO CEOF
Sondas Posicao HPV- HPV*
AB:-0,01 AB:-0,03 AB:-0,004 AB:0,044 AB:-0,0175
cg18746774 TSS1500 Rho:-0,0762 Rho:-0,0058 Rho:0,107 Rho:0,39 Rho:0,035
AB:-0,006 AB:-0,01 AB:0,001 AB:-0,018 AB:-0,0059
cg02869653 TSS1500 Rho:0,08 Rho:-0,028 Rho:0,19 Rho:0,2 Rho:0,16
AB:-0,028 AB:-0,01 AB:-0,005 AB:-0,06 AB:-0,036
cg01397001 TSS1500 Rho:-0,0926 Rho:-0,08 Rho:0,12 Rho:0,14 Rho:-0,07
AB:-0,009 AB:-0,034 AB:-0,008 AB:-0,0004 AB:-0,05
cg02587894 TSS1500 Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA
APOBEC3A
AB:0,16 AB:-0,06 AB:-0,12 AB:0,027 AB:-0,09
cg24360617 88200 Rho: -0,198 Rho:-0,26 Rho:-0,14 Rho:-0,39 Rho:-0,28
5"UTR/ AB:0,14 AB:-0,07 AB:-0,27 AB:-0,027 AB:-0,15
cg27504369 1éxon Rho: -0.1960 Rho:-0,19 Rho:-0,1 Rho:-0,27 Rho:-0,24
o2 1345826 5UTR/ AB:0,27 AB:-0,1 AB:-0,2 AB:-0,257 AB:-0,528
& 1éxon Rho: -0,129 Rho:-0,06 Rho:0,1208 Rho:0,23 Rho:-0,09
AB:-0,1 AB:-0,07 AB:-0,08 AB:0,068 AB:0,03
cg22954818 Corpo Rho:-0,1480 Rho:-0,048 Rho:0,12 Rho:0,027 Rho:0,025
, AB:-0,01 AB:-0,014 AB:-0,02 AB:-0,035 AB:-0,011
cg06932384 3UTR Rho: -0,00317 Rho:-0,17 Rho:0,186 Rho:0,31 Rho:0,12
cal 1816043 Enhancer AB:0,0864 AB:0,07 AB:0,019 AB:-0,068 AB:-0,12
g TSS1500 Rho:-0,183 Rho:-0,21 Rho:0,0046 Rho:0,016 Rho:-0,38
016045423 Enhancer AB:0,132 AB:0,038 AB:-0,0638 AB:-0,02 AB:-0,15
g TSS1500 Rho:-0,35 Rho:-0,37 Rho:-0,095 Rho:0,18 Rho:-0,41
ce14387414 Enhancer AB:NA AB:NA AB:NA AB:NA AB:NA
g TSS1500 Rho:-0,44 Rho:-0,29 Rho:-0,02 Rho:-0,08 Rho:-0,19
cal4194956 Enhancer AB:-0,0037 AB:-0,0039 AB:-0,0115 AB:0,02 AB:-0,0145
g TSS200 Rho: -0,16 Rho:0,12 Rho:0,04 Rho:0,31 Rho:-0,048
Enhancer AB:0,0027 AB:0,0027 AB:-0,0017 AB:0,009 AB:-0,011
APOBEC3B cg25787886 TSS200 Rho:-0,125 Rho:-0,067 Rho:0,09 Rho:0,11 Rho:0,10
026000393 Enhancer AB:0,00547 AB:0,004 AB:-0,0034 AB:-0,002 AB:-0,0033
g TSS200 Rho:-0,057 Rho:0,036 Rho:-0,006 Rho:0,22 Rho:-0,0016
21707131 Enhancer AB:NA AB:NA AB:NA AB:NA AB:NA
g TSS200 Rho: -0,5 Rho:-0,20 Rho:-0,08 Rho:-0,31 Rho:-0,07
Enhancer AB:NA AB:NA AB:NA AB:NA AB:NA
cg01089751 51 E)Ii/ Rho:0,0625 Rho0:0,038 Rho:0,07 Rho:0,2 Rho:-0,16
AB:NA AB:NA AB:NA AB:NA AB:NA
cg06837067 Corpo Rho: -0,392 Rho:-0,1 Rho:-0,17 Rho:-0,16 Rho:-0,47
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TIPO DE CANCER

CEE CEL CECO CEOF
Sondas Posi¢ao HPV- HPV*
AB:0,0249 AB:0,0136 AB:-0,0317 AB:0,0874 AB:-0,018
cgl1413071 TSS1500 Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA
AB:0,007 AB:0,003 AB:-0,0048 AB:-0,0269 AB:-0,0037
cg21310636 TSS1500 Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA
AB:0,0034 AB:-0,007 AB:-0,018 AB:0,033 AB:0,006
©g06523744 55200 Rho:-0,032 Rho:0,26 Rho:0,17 Rho:0,2 Rho:0,054
APOBEC3C
AB:0,0119 AB:-0,059 AB:-0,046 AB:0,0158 AB:0,0025
cgl0316474 85200 Rho:-0,32 Rho:-0,09 Rho:-0,02 Rho:-0,16 Rho:-0,062
004835613 5°UTR/ AB:-0,003 AB:-0,0004 AB:-0,0059 AB:0,005 AB:-0,0058
& 1éxon Rho:-0,07 Rho:0,198 Rho:0,088 Rho:0,016 Rho:-0,34
AB:0,010 AB:-0,042 AB:-0,045 AB:0,0107 AB:-0,013
cg07186138 Corpo Rho:-0,268 Rho:-0,018 Rho:0,048 Rho:-0,05 Rho:-0,17
, AB:NA AB:NA AB:NA AB:NA AB:NA
cg27451450 3UTR Rho:-0,059 Rh0:0,097 Rh0:0,049 Rho:0,02 Rho:0,013
AB:0,151 AB:0,05 AB:0,039 AB:0,0104 AB:-0,115
©g26530502 TSS1500 Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA
AB: NA AB:NA AB:NA AB:NA AB:NA
cg02038910 TSS1500 Rho:-0,256 Rho:0,012 Rho:-0,067 Rho:-0,3 Rho:0,03
Enhancer AB:-0,27 AB:0,235 AB:-0,1194 AB:0,11 AB:0,05
cg16066354 Slg(ToE/ Rho:-0,68 Rho:-0,2 Rho:-0,54 Rho:-0,63 Rho:-0,55
APOBEC3D
AB:0,0054 AB:-0,106 AB:-0,047 AB:-0,083 AB:-0,1519
cg10555000 Corpo Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA
008665930 Enhancer AB:-0,098 AB:0,0549 AB:-0,076 AB:0,017 AB:-0,143
& Corpo Rho:-0,51 Rho:-0,195 Rho:-0,55 Rho:-0,40 Rho:-0,53
, AB:NA AB:NA AB:NA AB:NA AB:NA
cg18707706 SUTR Rho:0,342 Rho:0,498 Rho:0,46 Rho:0,53 Rho:0,43
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TIPO DE CANCER

CEE CEL CECO CEOF

Sondas Posi¢ao HPV- HPV*
AB:-0,05 AB:-0,134 AB:0,09 AB:-0,0152 AB:0,0704

cgl0191799 TSS1500 Rho:0,08 Rho:0,27 Rho:0,069 Rho:0,26 Rho:0,37
AB:-0,069 AB:-0,09 AB:0,043 AB:0,044 AB:0,0736

cg17385662 TSS1500 Rho:0,062 Rho:0,29 Rho:0,07 Rho:0,07 Rho:0,48

AB:NA AB:NA AB:NA AB:NA AB:NA

cg10016348 TSS1500 Rho:0,24 Rho:0,39 Rho:0,068 Rho:0,10 Rho:0,43
APOBEC3F ca07963345 5"UTR/ AB:0,011 AB:0,005 AB:0,007 AB:0,019 AB:0,0014
& 1 éxon Rho:-0,055 Rho:-0,00018 Rho:0,01 Rho:0,25 Rho:0,002

AB:NA AB:NA AB:NA AB:NA AB:NA

cg17035591 Corpo Rho:-0,21 Rho:0,106 Rho:-0,13 Rh0:0,099 Rho:-0,39
009582545 3’UTR/ AB:0,0785 AB:0,06 AB:0,097 AB:-0,01 AB:-0,0259
& Corpo Rho:0,27 Rho:0,29 Rho:0,087 Rho:0,42 Rho:-0,02
, AB:0,032 AB:-0,295 AB:-0,235 AB:-0,19 AB:-0,21

cgl9333614 SUTR Rho:0,23 Rho:0,61 Rho:0,41 Rho:0,62 Rho:0,60
AB:0,014 AB:-0,009 AB:-0,026 AB:-0,0197 AB:0,0046

cg13440882 TSS1500 Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA
AB:0,028 AB:-0,032 AB:0,019 AB:-0,07 AB:-0,029

cg26082280 TSS1500 Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA

AB:NA AB:NA AB:NA AB:NA AB:NA

cg13256546 TSS1500 Rho:-0,08 Rho:0,19 Rh0:0,059 Rho:0,11 Rho:0,15

APOBEC3G 622902400 5UTR/ AB:NA AB:NA AB:NA AB:NA AB:NA
& 1 éxon Rho:-0,43 Rho:-0,17 Rho:-0,21 Rho:-0,54 Rho:-0,3
023896816 5°UTR/ AB:0,005 AB:0,0022 AB:-0,0139 AB:0,0178 AB:0,0019
& 1 éxon Rho:-0,37 Rho:-0,08 Rho:-0,07 Rho:-0,16 Rho:0,005
AB:-0,062 AB:-0,018 AB:0,01 AB:-0,056 AB:-0,109

cg06398754 Corpo Rho:0,17 Rho:0,26 Rho:0,01 Rho:0,17 Rho:-0,29
, AB:0,03 AB:-0,021 AB:-0,034 AB:-0,053 AB:-0,0176

cg24519526 SUTR Rho:0,15 Rho:0,4 Rho:0,32 Rho:0,35 Rho:0,01
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TIPO DE CANCER

CEE CEL CECO CEOF

Sondas Posi¢ao HPV- HPV*
AB:0,0013 AB:-0,01 AB:-0,019 AB:-0,0085 AB:0,026

cg06229674 TSS1500 Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA Rho:NA
AB:-0,013 AB:0,007 AB:0,023 AB:0,074 AB:0,053

cg18696237 TSS1500 Rho:-0,055 Rho:-0,15 Rho:0,0316 Rho:0,07 Rho:-0,03
AB:-0,007 AB:-0,007 AB:0,0002 AB:-0,035 AB:-0,01

cg24513575 TSS1500 Rho:0,0407 Rho:-0,203 Rho:0,04 Rho:0,15 Rho:0,01

APOBEC3H

AB:0,07 AB:-0,074 AB:-0,096 AB:0,0041 AB:-0,037
cg09135399 55200 Rho:-0,09 Rho:-0,02 Rho:0,0027 Rho:-0,18 Rho:-0,24
ce24424889 Enhancer AB:0,063 AB:-0,004 AB:-0,06 AB:0,12 AB:-0,17
g 5’UTR Rho:-0,42 Rho:-0,405 Rho:-0,29 Rho:-0,32 Rho:-0,42
al7972162 Enhancer AB:-0,084 AB:-0,049 AB:-0,065 AB:0,087 AB:-0,17
& Corpo Rho:-0,25 Rho:-0,35 Rho:-0,0767 Rho:-0,17 Rho:-0,43
, AB:-0,048 AB:-0,13 AB:-0,103 AB:-0,11 AB:-0,0229

cg03582215 3UTR Rho:0,13 Rho:-0,018 Rho:0,42 Rho:0,565 Rho:0,23

NA: Nao aplicado, Em negrito: estatisticamente significativo, UTR: regido ndo traduzida; TSS:

sitio de inicio da transcrigdao; AB: mediana da diferenca de valor de beta de metilagdo entre tumor
e mucosa adjacente ndo tumoral.
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