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Resumo

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as leucoplasias orais (LO) séo
definidas clinicamente como placas brancas ndo removiveis a raspagem e que nao
podem ser definidas como qualquer outra doenca. Ja a leucoplasia verrucosa
proliferativa (LVP), um subtipo de LO, apresenta um perfil epidemioldgico diferente,
ndo ligado a habitos de fumo ou etilismo e apresenta altos indices de recorréncia. A
progressao de LO e LVP para carcinoma espinocelular (CEC) é de aproximadamente
2% e maior que 70%, respectivamente. A grande preocupacéo da progressao é que
o CEC apresenta taxa de sobrevida de casos avancados de aproximadamente 50%
em 5 anos apOs o diagndstico, e corresponde a 90% dos tumores malignos de
cavidade oral. Além disso, de acordo com o0 GLOBOCAN 2018, o CEC esta entre os
10 tumores com maior incidéncia no mundo. Dessa forma, torna-se fundamental
conhecer os marcadores que possam ajudar predizer a transformacdo maligna na
pratica clinica. Para isso, nesse estudo avaliou a abundancia das proteinas na saliva
por protebmica baseada em descoberta, cujo fluido € promissor como fonte de
marcadores por ndo ser invasivo e estar em contato direto com as lesbes. Foi
realizada a coleta de saliva dos pacientes, divididos em quatro condi¢cdes de acordo
com o tipo de lesdo, LO (N=16), LVP (N=13) e CEC (N=14) e, grupo controle (CO,
N=15). Em resumo, as proteinas de cada amostra foram submetidas aos passos de i)
quantificacao, ii) precipitacao, iii) reducédo, alquilacao e digestdo com tripsina e LysC,
iv) marcacao dos peptideos com etiquetas contendo 10 diferentes reagentes isGbaros
que permitem a quantificacdo relativa por meio de ions repdrteres Unicos e V) injecao
e aquisicdo dos dados no equipamento Q Exactive HF-X acoplado ao sistema de
cromatografia liquida. Os arquivos brutos foram submetidos as buscas no programa
Proteome Discoverer 2.2 e analisados no programa Scaffold 4.8.7. As analises
estatisticas foram realizadas no Perseus 1.6, o enriqguecimento dos processos
biolégicos no Enrichr e a correlacdo com dados clinicos publicos no PROGgeneV2.
Os resultados indicam a identificacdo e quantificacdo de 319 proteinas na saliva.
Trinta e sete proteinas sdo estatisticamente significantes entre todas as condicdes,
sendo 13 proteinas diferencialmente abundantes entre CO e CEC e 18 entre LO e
CEC, trés proteinas foram exclusivas do grupo CO e quatro exclusivas entre LVP e
CEC. Das 37 proteinas, doze proteinas tiveram associagao entre a expressao génica

em carcinoma de cabeca e pesco¢o com o baixo prognéstico em sobrevida geral,



sobrevida livre de metastase e sobrevida livre de recorréncia. Em conclusdo, esse
estudo indica que proteinas da saliva apresentam potencial de predizer a
transformacao maligna. Destacam-se as proteinas alfa-2-macroglobulina, moesina e
receptor polimérico de imunoglobulina (CO e CEC) como candidatas a marcadoras de
malignizacédo, pois sao diferencialmente abundantes entre CO e CEC e nos grupos
LO e LVP apresentam uma abundancia intermediaria. O préximo passo desse projeto
€ a verificacdo dos candidatos em saliva por proteébmica dirigida e em

imunohistoquimica das lesbes em um coorte independente de pacientes.

Palavras-chave: Leucoplasia oral; leucoplasia verrucosa proliferativa; carcinoma
espinocelular; prote6mica; espectrometria de massas.



Abstract

According to the World Health Organization (WHO), Oral Leukoplakias (OL) are
clinically defined as irremovable onto scraping white plagues, which cannot be defined
as any other lesion. Proliferative Verrucous Leukoplakia (PVL) is a subtype of OL which
has a different epidemiological profile, not related to smoking or drinking habits and
presents high rates of recurrence. The progression of OL and PVL into Oral Squamous
Cell Carcinoma (OSCC) are about 2% and higher than 70%, respectively. The major
concern from this progression is that the OSCC survival rate is still about 50% in 5
years after the diagnosis for advanced cases, and corresponds to 90% of malignant
tumors of oral cavity. According to GLOBOCAN 2018, it is amongst the 10 most
incident tumors in the world. Thus, the knowledge of potential markers that can
anticipate the malignant transformation in the clinical routine is needed. For that, this
study analyzed the abundance of proteins in saliva through discovery-based
proteomics, this fluid is a promising source of markers for not being invasive and having
direct contact with the lesions. The saliva was collected from the patients divided in
four conditions according to each lesion, OL (N=16), PVL (N=13), OSCC (N=14) and
control group (CO), (N=15). Briefly, the proteins of each group were submitted to: i)
quantification, ii) precipitation, iii) reduction, alkylation and digestion with trypsin and
LysC, iv) peptide tagging with 10 different isobaric tags that allows relative
guantification through unique reporter ions and v) injection and data acquisition on a
Q Exactive HF-X coupled to liquid chromatography system. Raw files were submitted
to Proteome Discoverer 2.2 and Scaffold 4.8.7. This statistical analysis was performed
in Perseus 1.6, the enrichment of biological processes in Enrichr and the correlation
with public clinical data in PROGgeneV2. Results show the identification and
quantification of 319 proteins in saliva. Thirdy-seven proteins are statistically significant
amongst all conditions and 3 are exclusive of CO group and 4 are exclusive between
PVL and OSCC, 13 proteins were differentially abundant between CO and OSCC and
18 between OL and OSCC. From 37 proteins, twelve showed association between the
gene expression in HNSCC and poor prognosis in overall survival rate, metastasis free
survival rate and relapse free survival rate. In conclusion, this study indicates that
saliva proteins have potential to predict malignant transformation. We highlight the
proteins alfa-2-macroglobulin, moesin and polymeric imunoglobulin receptor as

candidate markers in malignant transformation, considering they are diferentially



abundant in CO and OSCC and have an intermediary abundancy in OL and PVL. The
next step of this project will be to verify these candidates in saliva through targeted

proteomics and immunohistochemistry of lesions in an independent patient cohort.

Key words: Oral leukoplakia; proliferative verrucous leukoplakia; oral squamous cell

carcinoma; proteomics; mass spectrometry.
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1. Introducéo

A leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP) é um subtipo de leucoplasia oral
(LO), uma desordem oral potencialmente maligna que se inicia como uma lesao
leucoplasica aparentemente inGcua e se torna multifocal e de textura verrucosa,
apresentando um comportamento agressivo. Apresenta ainda altas taxas de
malignizacdo e mudltiplas recorréncias, além de ndo apresentar um fator etiologico
conhecido ou meétodos de diagndstico bem estabelecidos, sendo transformada
majoritariamente em carcinoma espinocelular (CEC) oral. (Gouvea et al., 2010; Munde
& Karle, 2016).

As desordens orais potencialmente malignas (DOPM) apresentam diferentes
taxas de transformacédo em CEC, o que pode ser um indicativo de diferentes genes,
proteinas e outras moléculas presentes sendo associados com caracteristicas como
progressao mais rapida, pior progndstico e presenca de metastases. As interacdes
entre células com alteracdes potencialmente malignas, células do estroma e células
do sistema imune podem modificar o desenvolvimento das DOPM em CEC (Ai et al.,
2017).

O céancer de cavidade oral esta entre os 20 mais prevalentes no mundo e entre
0s 4 tipos de cancer mais prevalentes em paises emergentes, a estimativa € de que
em 2018 houveram 354,864 novos casos de cancer em boca e labio e 177,384 mortes
em decorréncia deles (Bray et al., 2018). O CEC oral, de acordo com a Organizacao
Mundial de Saude (OMS, 2017) e o GLOBOCAN 2018, compde 90% dos tumores de
cavidade oral e labios (Bray et al., 2018).

No Brasil, segundo estimativa anual feito pela Instituto Nacional de Cancer
(INCA), em 2018 foram estimados 14,700 novos casos, com 5,898 mortes, sendo o
quarto tipo de cancer mais comum em homens na regido sudeste. O CEC afeta
geralmente homens acima de 50 anos, tabagistas e etilistas e apresenta um
comportamento agressivo, tendéncia a recorréncia em 50% dos casos apds 5 anos,
além do risco de metastase, seu diagnostico € feito com o auxilio de analise

histopatoldgica de bidpsias de tecido retirado da lesdo (Wang et al., 2014).

O manejo do CEC oral é feito por meio do sistema de estadiamento Tumor-
Nodes-Metastasis (TNM), que leva em consideragéo a quantidade de lesdes primarias

e seu tamanho; a quantidade, tamanho e localizacdo de metastases em cadeias
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linfonodais e o tamanho e quantidade de metastases em outros 6rgdos para poder
determinar o tipo de tratamento e progndstico esperados, levando esses dados em
consideracao as lesdes sao divididas em quatro estagios diferentes, de | a IV, sendo
I 0 mais brando e IV o0 mais grave; os estagios apresentam diferencas significativas
na sobrevida, sendo de 75%-90% no estagio | e caindo para 10-22% no estagio IV
(Kowalski et al., 2005).

Contudo, na vivéncia clinica € possivel notar pacientes enquadrados no mesmo
estadiamento, submetidos a protocolos semelhantes, porém com diferentes cursos
clinicos. O CEC apresenta um desenvolvimento complexo, multifatorial, com varios
estagios, interacdes moleculares atuando como fatores regulatérios, proteinas
associadas com transformacdo maligna, aumento de metastases, recidivas e

sobrevida livre da doenca (Dong et al., 2015; Rivera, 2015).

Essas moléculas envolvidas no desenvolvimento da doenc¢a podem atuar como
alvos e auxiliar no diagnéstico prévio ou em um progndéstico com maior exatidao. A
busca por proteinas e outras moléculas para atuarem como biomarcadores ja vem
ocorrendo no estudo de varios tipos de doencas inflamatérias, autoimunes e
neoplasias malignas por meio de de bidpsias liquidas (Crowley et al., 2013). Esses
biomarcadores, de acordo com a Food and Drug Administration (Disponivel em
https://www.fda.gov/Drugs/DevelopmentApprovalProcess/DrugDevelopmentToolsQu
alificationProgram/BiomarkerQualificationProgram/ucm535922.htm), sdo moléculas
capazes de indicar eventos normais ou patogénicos, além da resposta para uma
determinada intervencéo, portanto o estudo de possiveis marcadores presentes nas
DOPM e no CEC podem nos auxiliar a prever a transformacdo maligna em estagios

iniciais, melhorando consideravelmente o prognéstico do paciente.

Alguns exemplos de marcadores utilizados na rotina clinica em diferentes
neoplasias sdo o CD20, que é utilizado em leucemia e linfoma por sua capacidade de
matar células B, intimamente relacionadas com a tumorigénese dessas neoplasias, e
0 gene ALK, gue tem aumento de expressdo no cancer de pulmdo e é alvo do
medicamento crizotinib (Selleck, Senthil & Wall, 2017). Apesar disso, ainda ndo ha
marcadores utilizados na rotina clinica para LO e LVP, além de nenhum atualmente
utilizado para diagndstico, prognostico ou presenca de metastases em CEC (OMS,
2017).
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Uma das principais formas de descobrir novos biomarcadores é comparar as
moléculas existentes em uma determinada doengca com outra doenca ou pacientes
saudaveis. Um estudo revisou as metodologias utilizadas para a descoberta de
biomarcadores para o cancer de mama e citou métodos como nanoplacas com
anticorpos imobilizados em sua superficie para ligacdo com a molécula de interesse,
imunoensaios com quimioluminescéncia para destacar os antigenos previamente
escolhidos como alvos, ELISA e varias metodologias diferentes envolvendo a

protedmica associada a espectrometria de massas (Nufiez C., 2018).

A protebmica associada a espectrometria de massas € uma técnica promissora
na descoberta de biomarcadores, especialmente pelo avan¢o na instrumentacdo em
termos de sensibilidade, acuracia de massas e versatilidade para realizacdo de

diversos tipos de estratégias (Bensimon, Heck & Aebersold, 2012).
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2. Reviséo de Literatura
2.1. Leucoplasia Oral

As lesbes brancas sédo alguns dos achados clinicos de maior prevaléncia na
cavidade oral, tendo as mais variadas formas de diagnostico e tratamento (Huber,
2010). Dentre estas, se encontra a LO, que segundo a definicdo da Organizacao
Mundial da Saude (2017) é um termo clinico utilizado para descrever placas brancas
ndo removiveis a raspagem apds a andlise histopatoldégica excluindo outras

condi¢cbes, com prevaléncia de 2-3%.

A etiologia da LO é considerada multifatorial, o cigarro e o élcool séo os fatores
mais comumente associados, também tendo associa¢cdo com o uso de noz de Areca,
sendo seu consumo mais comum na Asia, além destes, poucos casos sdo associados
exclusivamente a problemas genéticos, os quais sdo denominados leucoplasia
idiopatica (Brouns et al., 2012). A localiza¢édo da leséo, além de sua aparéncia clinica,
também é um fator importante no que diz respeito ao potencial de transformacédo

maligna (Parlatescu et al., 2014).

A LO é mais comumente observada em homens de meia idade e pode ser
classificada em dois tipos: homogénea, que clinicamente é vista como uma placa
branca uniforme de bordas definidas, e ndo homogénea, podendo ter pontos
vermelhos e superficie exofitica, papilar ou verrucosa, sendo importante observar que
os subtipos de LO apresentam prevaléncias e potenciais de malignizacao diferentes
(Warnakulasuriya et al., 2007; Parlatescu et al., 2014; Ganesh et al., 2018).

Histologicamente, a LO pode apresentar variacbes em morfologia ou
arquitetura celular, desde hiperqueratose e acantose até displasia em diferentes
niveis, sendo esse Ultimo o achado histolégico mais préximo do desenvolvimento de
um carcinoma in situ e a confirmacdo do diagnostico sempre baseada em anélise

histopatolégica (Muller, 2018).

Segundo a classificagcdo da Organiza¢cdo Mundial da Saude (2017), a presenca
de displasias orais no exame histopatoldgico continua sendo o fator preditivo mais
confidvel para transformacfes malignas. Apesar do enorme progresso feito nos

ultimos tempos na biologia molecular, ainda n&o foi possivel utilizar painéis de
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biomarcadores que possam ajudar predizer a transformacéo maligna de leucoplasias
orais (OMS, 2017).

2.2. Leucoplasia Verrucosa Proliferativa

Descrita pela primeira vez em 1985 por Hansen e colaboradores em um relato
de 30 casos, a leucoplasia verrucosa proliferativa € classificada como um subtipo da
leucoplasia oral onde inicialmente as lesdes tém aparéncia convencional, sendo
homogénea ou néo, tornando-se multifocais e com aspecto verrucoso com o passar

do tempo (Hansen et al., 1985).

E considerada uma doenca de etiologia desconhecida, com comportamento
agressivo, evolucéo lenta, alta taxa de transformacdo maligna e mdltiplas recidivas
apos qualquer forma de tratamento. Suas caracteristicas clinicas sdo a presenca de
lesbes leucoplasicas, aparentemente indcuas, que se tornam multifocais e de aspecto

verrucoso (Hansen et al., 1985; Gouvéa et al., 2010a; Gouvéa et al., 2013).

A maior incidéncia € em pacientes do sexo feminino em uma propor¢éo de 4:1
e idade média de 62 anos (Silverman & Gorsky, 1997; Gouvéa et al., 2010a; Bagan et
al., 2010). Nao parece haver relacdo com fumo (Bagan et al., 2011) ou etilismo (Ge et
al., 2011), padréo contrario ao de LO e CEC.

A associacao da LVP com alguns patdgenos, ainda é controversa. Alguns estudos
apontam a relacdo da ocorréncia de LPV com a infec¢ao por papilomavirus humano
(HPV), principalmente pelos subtipos 16 e 18 (Silverman; Gorsky, 1997) e pelo virus
do Epstein-Barr (Began et al., 2008). Outros estudos ndo conseguiram encontrar
nenhuma associac¢do tanto com HPV (Pentenero et al., 2014) quanto com Epstein-
Barr (Gillenwater et al., 2013).

Histologicamente é possivel observar uma sequéncia de curso da doenca, desde
hiperceratose e hiperplasia epitelial até hiperplasia verrucosa, expansdao multifocal
com ou sem displasia, carcinoma verrucoso ou CEC invasivo (Gouvéa et al., 2010b;
Van der Waal, 2010; Gillenwater et al., 2013).

O tempo de transformagdo maligna da doenca é longo, e a porcentagem de
pacientes que sofrem essa transformacdo s&o altas, com taxas de transformacao

maligna em média acima de 70% em um periodo de 4,4 a 11,7 anos, dependendo da
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literatura (Hansen et al., 1985; Silverman & Gorsky, 1997; Barnes et al., 2005;
Gandolfo et al., 2009; Gouvéa et al., 2010a; Gouvéa et al., 2013). O desenvolvimento
de CEC é mais comumente encontrado que carcinoma verrucoso e a transformacéo
maligna geralmente ocorre em mais de um local (Bagan et al., 2003; Bagan et al.,
2011).

Embora as lesdes de LVP possam ser encontradas em qualquer sitio da cavidade
oral, os locais mais comuns séo gengiva, mucosa jugal, lingua e palato (Hansen et al.,
1985; Gouvéa et al., 2010a; Bagan et al., 2013; Gillenwater et al., 2013). Os locais
mais comuns para o aparecimento de CEC quando derivado de LVP sdo gengiva e
palato (Bagan et al., 2003; Cerero-Lapiedra et al., 2010), enquanto que no CEC néo
derivado de LVP as localizac6es mais comuns séo lingua e assoalho de boca (Bagan
et al., 2004).

Existem varios tratamentos e modalidades terapéuticas isoladas e combinadas
preconizados como remocéao cirdrgica, crioterapia, uso de laser de dioxido de carbono,
radiacdo, beta-carotenos, uso de vitamina A, retindides, anti-virais e terapia
fotodinamica (Hansen et al., 1985; Femiano et al., 2001; Poveda-Roda et al., 2010;
Ge et al., 2011; Azfar & Elston, 2012; Kharma & Tarakji, 2012), porém a LVP parece

resistir a todos os tipos de tratamentos e formar novas lesées (Ge et al., 2011).

Algumas doengas podem mimetizar a LVP principalmente em estagio inicial, como
as proprias LOs, hiperceratoses, liguen plano, reacdes liquendides e carcinoma
verrucoso esporadico (Batsakis et al. 1999; Gillenwater et al., 2014; Malik et al., 2014).
Isto tem gerado divergéncias na literatura principalmente em relacdo as reacdes
liquendides e liquen plano, onde falam da possibilidade de uma transformacdo das

lesBes citadas para uma LVP do tipo liquendide (Lopes et al., 2015).

A LVP ainda né&o possui critérios de diagnostico estabelecido, sendo geralmente
feita de forma retrospectiva pela unido de achados histopatolégicos e clinicos e
andlise de sua evolugédo (Hansen et al., 1985; Barnes et al., 2005). Geralmente o
diagnéstico é estabelecido tardiamente, comprometendo o progndéstico do paciente e
aumentando o risco do desenvolvimento de carcinomas (Batsakis et al., 1999). Devido
as dificuldades de diagnéstico e transformacdo maligna, a busca por possiveis
biomarcadores na LVP é essencial, pois ainda ndo tenhamos qualquer marcador

sendo utilizado na pratica clinica.
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2.3. Carcinoma Espinocelular

De acordo com a estimativa do GLOBOCAN 2018 (Bray et al., 2018), um estudo
global de incidéncia, prevaléncia e mortalidade feito pela Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer, da Organizacao Mundial da Saude indica que o cancer de boca
esta entre as dez neoplasias malignas de maior incidéncia no mundo, com 354.864

novas neoplasias malignas de labio e boca diagnosticadas no ano de 2018.

Sendo um grupo de lesdes fortemente ligadas a fatores ambientais, tém-se
observado que mudancas de habitos, deteccdo precoce e tratamento adequado
podem prevenir dois ter¢cos das mortes causadas por tumores malignos de cavidade
oral (Parkin et al., 2002). Dentro desse grupo de neoplasias que podem acometer a
cavidade oral, orofaringe e labios, mais de 90% sdo CEC, sendo a oitava neoplasia
com maior taxa de mortalidade no mundo (Cooper et al., 2009).

Os CECs em geral sdo neoplasias advindas da camada espinhosa da epiderme,
s&o mais comuns em homens acima dos cinquenta anos e tém como principais fatores
etiol6gicos o tabagismo e o etilismo nos CEC de cavidade oral, e exposicéo a radiacéo
UV nos CEC de labio. Ambos apresentam tratamentos e prognosticos diferentes,
sendo o de cavidade oral com pior resposta as diferentes modalidades de tratamento
(Johnson et al., 2011).

A maioria dos CEC de boca se desenvolve a partir de DOPM, dentre as quais as
mais comuns sao leucoplasias orais, correspondendo a 80% dos achados clinicos
desse grupo. Entre as DOPM com maior potencial de transformacéo, a leucoplasia
verrucosa proliferativa ocupa o segundo lugar com potencial acima de 70% de
transformacao maligna, com o primeiro sendo ocupado pelas eritroplasias (Huber et
al., 2014).

O diagnastico é feito por meio de bidpsia para avaliacdo histopatoldgica associada
ao exame clinico e de imagem para metastases linfonodais e em outros 6rgdos. Essa
associacao de parametros indica o estadiamento do tumor e plano de tratamento mais
adequado, podendo ser cirargico, quimioterapico, radioterapico, imunoterapico ou

uma associacao entre eles (Johnson et al. 2011; Nishio-Nagai et al., 2017).

Na edicdo mais atualizada da Classificacdo de Tumores de Cabeca e Pescoco da
Organizacdo Mundial da Saude, de 2017, no capitulo de CEC oral e de labio,
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houveram alteragBes no estadiamento do CEC que levam em conta critérios como
tamanho em centimetros da profundidade de invasdo da lesdo e que permitem

entender melhor o comportamento do tumor e melhores critérios de tratamento.

Apesar de todos os avancos das Ultimas décadas, a taxa de sobrevida de cinco
anos para individuos com CEC oral permanece estagnada em 50% para casos com
estadiamento avancado e o diagndstico continua tardio, comprometendo assim as
chances de melhor sobrevida (Zini et al.,, 2010; Rivera C., 2015). Além disso, a
elaboracdo de protocolos rigidos de tratamento muitas vezes expde 0 paciente a
tratamentos inadequados ou excessivos, com graves efeitos colaterais (Montero et al.,
2015). Todos esses fatores associados somente impulsionam a busca de

biomarcadores utilizaveis no diagndstico e progndstico de CEC.

2.4. Potenciais biomarcadores em LO e LVP

Segundo a Food and Drug Administration (FDA), um biomarcador € definido como
uma caracteristica especifica que é mensuravel como um indicador de processos
biolégicos normais, patogénicos ou respostas a exposi¢cao ou intervencgdo, incluindo
intervencdes terapéuticas. O biomarcador pode ser molecular, histoldgico,
radiogréfico, fisioldgico, entre outros.

Dentre os varios tecidos e fluidos humanos que podem ser utilizados para a
deteccdo de lesdes orais, é interessante notar que a saliva tem gerado grande
interesse por ser de facil acesso, ndo causar mal estar ao paciente e estar em contato
direto com a lesdo (Malamud, 2011). Alguns estudos relacionando potencial de
marcador e as leucoplasias foram revisados.

O plasma contém um dos protedmas, conjunto de proteinas, mais estudado do
corpo humano, sendo considerado o padréo para exames e bidpsias liquidas (Yan et
al., 2009). Em um estudo foi feita a busca por genes com muta¢des soméaticas ou
genes de HPV em plasma e saliva de pacientes com lesdes malignas em varios
estagios. Na saliva foram encontrados em 100% dos pacientes com lesdes em boca
e em 47-70% de pacientes com cancer em outros 6rgaos, ja no plasma os genes com
mutac¢des somaticas foram encontrados em 80% de pacientes com cancer de boca e

de 86-100% dos pacientes com cancer em outras localizagbes, demonstrando que a
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saliva pode ser tao eficaz quanto o plasma na detec¢éo de lesées na cavidade oral
(Wang et al., 2015).

Pesquisas sobre potenciais biomarcadores para LO buscam moléculas ligadas a
proliferacdo e ao controle do ciclo celular. Um estudo mostrou o aumento na
expressdo de p53 com mutacdo e perda de expressdo de pl6, que marca o
papillomavirus humano, por meio da imunohistoquimica e indicou como eventos
iniciais no processo de malignizacdo, como também a alteracdo combinada de p53
com mutacao/Ki67/pl6INK4a também foi associada em leucoplasias orais sem
displasia (Nasser et al., 2011).

Pesquisas também vém sendo realizadas associando o LVP e a capacidade de
transformacdo maligna utilizando diferentes metodologias. Em estudo com biépsias
de LVP foi analisada a expressao imunohistoquimica de p53, Ki-67, Mcm-2 e Mcm-5,
tais proteinas foram escolhidas por apresentarem aumento de sua expressao em
eventos de estresse celular, DOPM, neoplasias malignas em geral e CEC oral,
observou-se o aumento da expressdo de Mcm-2 e Mcm-5 em LVP (Gouvéa et al.,
2010c; Gouvéa et al., 2013).

Em estudo comparando o proteoma da saliva de pacientes controle e com LVP
indicou a diminuicdo de angiotensinogénio (AGT), que pode atuar como marcador
etiolégico, e dipeptidil peptidase 1 (DPP-1), que ja teve sua diminuicdo associada com
a progressao de tumores malignos de pele, como potenciais marcadores para LVP
(Flores et al., 2016).

Em estudo feito por Li e colaboradores (2018) foram avaliados os niveis de
proteina e MRNA do gene substrato C-quinase rico em alanina, miristoil (MARCKS),
que gera o substrato da proteina quinase C, em tecido de CEC utilizando as técnicas
de western blotting e RT-gPCR e descobriram que 0 aumento na sua expressao esta
ligado a perda de adesdo e aumento de motilidade e tem um papel importante no

aumento do risco de metastase linfonodal, associado a um pior prognéstico.

A comparacao de linhagens celulares de CEC e queratindcitos normais, por meio
de eletroforese bidimensional e proteémica foi possivel verificar a diminuicdo na
atividade da proteina precursora alfa-1-microglobulina/bikunina (AMBP) em CEC,
sendo ela relacionada com invasédo e migracao. Além disso, foi evidenciado que os

tecidos com menor atividade de AMBP apresentaram associagéo significativa com um
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alto potencial metastatico para linfonodos cervicais e diminuigdo da sobrevida global
(Sekikawa et al., 2018). A tabela apresenta as proteinas citadas em LO e LVP.

Tabela 1 — Proteinas reportadas* com potencial para se tornarem marcadores de progressdo maligna.

Leséo Potenciais marcadores de progressado maligna

LO p53 com mutacdo, combinacdo de p53 com
mutacao/Ki67/p16INK4a, CD8+, CD163+, CK10

LVP Mcm-2, Mcm-5, AGT, DPP-1, MARCKS, AMBP

*referéncias descritas no texto.

2.5. Protedmica e espectrometria de massas

A protedmica teve seu primeiro uso em 1994 pelo pés-doutor Marc Wilkins. Na
época ele se referia a esse termo como o panorama de proteinas expressas em
células em um determinado momento. Atualmente, o termo engloba o estudo da
identificacdo, quantificacdo, estudo de funcdo, estrutura, modificacbes pos-
traducionais, relagcbes entre grupos de proteinas e com o sistema biologico,
englobando também as técnicas utilizadas para a caracterizacdo de proteinas, como
espectrometria de massas e eletroforese bidimensional em gel, e tem sido uma
ferramenta de uso crescente na descoberta e validacdo de potenciais biomarcadores
(Gillete & Carr, 2013).

A espectrometria de massas (EM) é uma técnica analitica utilizada para identificar
e quantificar as moléculas por meio do espectrébmetro de massas. Um espectrémetro
de massas consiste de uma fonte de ions, um analisador de massas e um detector de
ions. O espectrébmetro de massas mede os ions em fase gasosa baseando-se na

razdo entre a massa e carga das moléculas.

As principais estratégias utilizadas atualmente na busca de biomarcadores séo
divididas entre a protedmica baseada em descoberta, onde ndo se tem um
conhecimento prévio das proteinas de interesse e a protedmica baseada em alvos,

onde ja se tem proteinas pré-selecionadas para analise (Gillete & Carr, 2013).

Estudos recentes tém combinado ambas as fases, de descoberta e de alvos, na
busca e verificacdo de proteinas em misturas complexas em tecido e varios fluidos

corporais como saliva, plasma sanguineo, lagrimas e urina. Estudo recente do nosso
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grupo (Carnielli e colaboradores, 2018) analisaram por meio de protedOmica baseada
em descoberta sem técnica de marcacdo, conhecido como Label-free, as ilhas
neoplasicas e o estroma do fronte invasivo e do interior de CECs orais nha busca de
proteinas diferencialmente expressas. Proteinas selecionadas foram marcadas com
imunohistoquimica para verificagdo de expressdo e integracdo com parametros
clinicopatologicos. Em paralelo, foi realizada a protedmica baseada em alvos em
saliva de pacientes com CEC de boca sendo divididos em pacientes com metastase
linfonodal e sem metastase linfonodal, para a verificacao das proteinas selecionadas.
Os resultados indicaram a diminuigdo na abundancia de algumas proteinas (COL6AL,
CSTB, NDRG1, LTA4H, ITGAV, PGK1 e MB) e associacdo com metastase linfonodal

e pior prognaostico.

Além das técnicas sem marcacdo de proteinas ou peptideos, as misturas
complexas de proteinas e peptideos podem ser avaliadas utilizando marcacao. Para
isso, pode ser feita a marcacdo seletiva de grupos funcionais de proteina ou
peptideos. Dentre os métodos, nesse estudo foi utilizado marcacdo por meio de
reagentes is6baros amino-reativos, com o nome comercial de TMT10plex™ (Thermo
Fisher Scientific), com o qual é possivel fazer a marcacdo de até dez amostras

derivadas de células, tecidos ou fluidos biolégicos (Thompson et al., 2003).

O TMT10plex™ é um reagente com 10 compostos isébaros, isto é, que contém a
mesma massa e estrutura quimica porém que apresentam ions com marcacdes
guimicas em diferentes regides da estrutura, variando em marcac¢des no C13 e N15,
esses compostos amino reativos diferentes permitem a marcacao de peptideos de até
10 amostras diferentes, sua estrutura € composta de um agrupamento amino reativo,

um braco de ligacdo e uma regido de ion reporter de massa (Thompson et al., 2003).

O ion reporter indica a intensidade da razdo entre massa e carga nos C13 e N15
com ions marcados, essa variagcado ocorre no intervalo de 126 até 131 em um mesmo
espectro, o que permite a identificacéo e quantificacdo de cada peptideo entre varias
amostras. O reagente utilizado € composto do TMT-126, TMT-127N, TMT-127C, TMT-
128N, TMT-128C, TMT-129N, TMT-129C, TMT-130N, TMT-130C e TMT-131 (Shen
et al., 2018).
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3. Proposicéo

Considerando a literatura descrita, em resumo, o diagndstico diferencial entre
algumas lesfes benignas, malignas ou inflamatérias se baseia na juncao de critérios
clinicos e histolégicos. Entretanto, além de ter certa subjetividade, o aparecimento de
uma leséo clinica suspeita muitas vezes j4 ocorre em estagios intermediarios ou
avancados, dificultando o tratamento. Os estudos moleculares podem fornecer
biomarcadores capazes de predizer o diagnéstico, combinado com as informacfes
clinicas e histolégicas. Entretanto, pouco se conhece sobre de marcadores validados
gue indiquem o potencial de malignizacao de lesdes. Assim, a proposta desse estudo
foi a busca por biomarcadores que indiquem a evolucédo de LO ou LVP para CEC é
um estudo inédito e pode auxiliar a predizer o diagndstico e, com isso, melhorar o

progndstico dos pacientes acometidos com a doenca.

3.1. Objetivo

O objetivo desse estudo foi comparar o perfil prote6mico da saliva de pacientes
controle sem leséo, e de pacientes diagnosticados com LVP, LO e CEC na busca por

proteinas associadas ao potencial de transformacédo maligna da lesao.
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4. Material e métodos
41. Comité de ética

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Odontologia de Piracicaba, UNICAMP, com o numero do Parecer: 2.453.631
(ANEXO 1), e Plataforma Brasil, CAAE: 74725417.1.0000.5418. As etapas e
experimentos realizados seguiram as normas referentes a este comité de ética no que

diz respeito ao estudo com seres humanos.

4.2. Coletade saliva

As coletas foram realizadas no Centro de Diagndstico e Tratamento de Lesbes
Bucais (OROCENTRO) da Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP. As
coletas foram feitas preferencialmente pela manhd. O paciente passava por um
intervalo minimo de uma hora sem ingerir alimentos ou liquidos, enxaguava a boca
com agua e eram coletados aproximadamente 5 mL de saliva ndo estimulada em
tubos plésticos estéreis de 12 mL. Um total de 58 pacientes participaram do estudo,
sendo 16 pacientes com LO, 13 com LVP, 14 com CEC e 15 pacientes saudaveis
(controle, CO), sem lesBes ou com lesbes como mucocele e hiperplasia fibrosa foram
coletados, em relagcéo aos pacientes dos grupos LO, LVP e CO, os mesmos ja haviam
passado por bidpsias para diagnostico e estavam em acompanhamento no
OROCENTRO, dessa forma as lesdes presentes em boca eram consideradas
brandas. As amostras foram coletadas, identificadas e imediatamente armazenadas
em freezer — 80° C, sendo posteriormente transportadas em compartimento com gelo
seco para o Laboratério Nacional de Biociéncias, CNPEM, Campinas, para

processamento.

4.3. Critérios de incluséo e exclusao dos pacientes

Critérios de inclusdo: 1) Pacientes de ambos os géneros com LO, LVP e CEC
com lesdes presentes na boca no momento da coleta; e 2) pacientes com mucocele
ou hiperplasia fibrosa, sem necessariamente estar com as lesdes presentes na boca

no momento da coleta (grupo controle saudavel).
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Critérios de exclusdo: 1) pacientes com doengas auto-imunes, diabetes,

metéstases ou tumores que ndo sdo CEC oral; 2) pacientes que ja tenham passado

por quimioterapia ou radioterapia e 3) pacientes do grupo controle saudavel com

menos de 45 anos.

4.4. Preparo da amostra

A coleta e o preparo das amostras para analise por espectrometria de massas

foram descritos resumidamente na Figura 1 e detalhados nas sessdes abaixo.

Coleta de saliva
Etapa 1 T

Preparc da amostra

!
Guantificacio de proteinas

i i
Redugéo, alguilagio e quench
]
Precipitagio

i
Digestio
1

Quantificagio de peptidens
i i
Preparo e marcagio com TMT

Etapa 2

A
Mistura das amostras
|
Dessalinizacio & secagem

1
Etapa 3 s

Freezera=80° C
Amostras descongeladas em gelo & centrifugadas

Metedo colarimetrice Sraaford Proteln Assay,
separagio em aliguotas, 150 pg de proteinas

5 mM TCEP 257 10 mM 184 30°, 18 mM DTT 157

Metanol:clorofdrmio-agua (4:3:1), retira solventes
cuidadasamente & mantém interfase

LysC (1:100], agitagio media, 16 horas, Tripsina
(1:25), agitagao media, 6 horas, 37° C

Metodo colorimetrico Plierce Quantitative Colorimetric

Peptide Assay, separagac em aliguotas de 50 pg de peptideoss

41 pl de ACH para solubilizar TMT, adicionar TMT nas
armostras por 1 hora, parar a reagio com 5 L de
hidraxilamina 5% 15

Zep-pak & Jpeedifac para eliminar sais e ACH

Figura 1 — Resumo do protocolo utilizado para coleta, preparo, digestdo, marcacdo com TMT e

analise em espectrometria de massas.

4.5. Quantificacéo e separacdo de amostras

As amostras foram descongeladas em gelo, centrifugadas a 1500 g por 5

minutos e a quantificacao proteica foi feita pelo método colorimétrico Bradford Protein
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Assay (Sigma-Aldrich). Apés a quantificacdo, um volume correspondente a 150 ug de
proteinas foi aliguotado de cada amostra. As amostras foram colocadas em tubos

marcados de acordo com cada patologia (Tabela 1, ANEXO 2).

4.6. Extracdo das proteinas da saliva para digestéo

As amostras, foi adicionada ureia em concentragéo final de 6 M de tamp&o
ureia 8M em 50 mM de acido N-2-hidroxietil piperazina-N-3-propano-sulfénico (EPPS,
pH 8,5), posteriormente sendo submetidas ao ultrassom por 10 minutos (Quimis
Aparelhos Cientificos). A reducéo das pontes de dissulfeto das proteinas foi feita com
5 mM de Tris carboxietil fosfina hidroxicloreto (TCEP) por 25 minutos, a alquilagéo das
cisteinas livres foi feita com 10 mM de lodoacetamida (IAA) por 30 minutos no escuro
e a interrupcdo da reacao foi feita com 15 mM de ditiotreitol (DTT) por 15 minutos

também no escuro, em temperatura ambiente.

4.7. Precipitacdo das proteinas

Devido ao fato de o TMT ser sensivel a solu¢cdes que contém amina, foi
adicionada a etapa de precipitacdo para retirada de qualquer material que pudesse
interferir na marcacdo das amostras. As amostras foram adicionadas solugéo de
metanol:cloroférmio:agua (4:3:1). As amostras foram centrifugadas em ultracentrifuga
(Beckman Coulter) a 20.000 g por 8 minutos a 22° C. As proteinas desnaturadas
formam uma interfase branca na interfase das solucdes, sendo retiradas
cuidadosamente de forma a n&o perturbar a interfase formada. Ao tubo, juntamente
com a interfase formada foi adicionado 1 volume de metanol, centrifugado novamente
a 20.000 g por 8 minutos e 15.000 rpm por 2 minutos, a interfase se tornou mais visivel
no fundo do tubo, o maximo de volume possivel de metanol foi retirado
cuidadosamente e a secagem do restante de metanol foi feita com o tubo aberto para
evaporacao. O precipitado foi entdo ressuspendido em 10 pL de tampéo ureia a 8 M
diluida em 200 mM EPPS com pH 8,5.
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4.8. Digestado das proteinas

A digestéo foi feita com LysC (Promega) na propor¢cao enzima:substrato de
1:100 diluida em 50 mM EPPS e permaneceu em agitacdo média por 16 horas. Em
seguida, foi adicionada tripsina (Promega) na propor¢do enzima:substrato de 1:25,
diluida em 50 mM de EPPS e incubada por 6 horas a 37° C em agitagéo de 300 rpm.
A quantidade de peptideos foi entdo medida por meio do teste colorimétrico para
medicao de peptideos Thermo Scientific Pierce
Quantitative Colorimetric Peptide Assay (Thermo Fisher Scientific) e assim, 50 pg de

peptideos foram aliquotados para marcagcdo com TMT.

4.9. Marcacao com TMT

Para as 58 amostras foi utilizado um kit com o TMT10plex™ Isobaric Label
Reagent Set 0.8 mg (Thermo Fisher Scientific). Para o preparo do TMT foi adicionado
41 uL de acetonitrila anidro a cada um dos 10 tubos contendo os diferentes
marcadores isébaros, com agitacéo leve por dez minutos.

Entdo as amostras contendo os 50 pg de proteinas foram centrifugadas
rapidamente, o volume foi equalizado em 100 pL com 200 mM EPPS a pH 8,5. As 58
amostras foram entdo separadas em 6 grupos para a marcacao com o TMT (Figura
2), além disso duas amostras (N10 e L16) foram duplicadas na mistura 6 para controle

interno de quantificagcéo, totalizando 60 amostras marcadas (Tabela 2).
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Figura 2 — Delineamento da marcacao por TMT, inicialmente as 58 amostras foram separadas em 6
grupos de 10. Em cada grupo foi feita a marcacao com TMT e, apoés o final da reacéo, foi feita a mistura
de todos em um Unico tubo. No tubo da mistura 6 foram repetidas as amostras N10 e L16 para controle

interno e para todas as misturas ficarem com o mesmo nimero de amostras.

Tabela 2 — Organizacdo das amostras marcadas com TMT.

Mistura 1 Mistura 2 |[Mistura3 |Mistura4 |[Mistura5 [Mistura 6
NO3 EO06 NO8 L20 N13 L16
003 L0O9 008 E1l1l E16 018
LO4 006 N11 L22 N16 L19
EO04 LO7 011 E14 016 E19
NO4 EOQ7 NO9 N21 L17 N18
004 L10 009 E12 014 E17
NO7 E10 N12 L15 N17 L21
EO5 LO8 012 017 E20 019
N23 E08 N10 L18 N20 020
005 L16 010 E13 015 N10

e As amostras foram randomizadas para permitir mais de um grupo em cada mistura.

Apoés a separacdo, as amostras foram incubadas com o TMT por uma hora em
temperatura ambiente, a reacao foi interrompida pela adicdo de 5 pL de hidroxilamina
5% por 15 minutos. ApGs essa etapa foi feita a misturade todas as amostras e 10 pL
de cada amostra marcada foram colocadas em um Unico tubo e a acetonitrila
adicionada anteriormente evaporada em SpeedVac (Thermo Fisher Scientific).
Posteriormente foram adicionados 40 pL de solucéo de acido formico 100% para que
o pH ficasse proximo de 2. Cada uma das misturas foi dessalinizada utilizando Sep-
Pak 50 mg (Waters) e os solventes foram evaporados em SpeedVac (Thermo Fisher

Scientific).

4.10. Analise por espectrometria de massas

As amostras foram analisadas no Biomolecular Research Facility na Universidade
de Virginia. As amostras foram ressuspendidas em 200 pL de solucdo de &cido
férmico a 0,1% dos quais foi injetado 1pL contendo 1 pg de peptideos para analises

por espectrometria de massa no equipamento Q Exactive™ HF-X Hybrid Quadrupole-
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Orbitrap™ (Thermo Fisher Scientific) conectado ao sistema de cromatografia liquida
EASY-nLC (Thermo Fisher Scientific) através da fonte de nanoeletrospray, em um
fluxo de 300 nL/min durante 121 minutos. O gradiente de concentracdo de acetonitrila
de 0 a 95 minutos foi de 2% a 30%, de 95 minutos a 115 minutos foi de 30% a 60%,
de 115 a 116 minutos foi de 60% a 95%, e de 116 a 121 minutos, o gradiente

permaneceu constante em 95%.

Para a aquisi¢cao do precursor, a resolucéo foi definida em r = 120.000, AGC target
de 1e6 e IT de 60 ms, sendo a variacdo de massa de m/z 300 a 2000. Os 15 peptideos
mais intensos foram selecionados para fragmentacéo em resolucao foi de r = 45.000,
AGC target 5e5, IT de 87 ms, a janela de isolamento foi definida em m/z 1,2, a faixa
de deteccao foi de m/z 200 a 2.000, a primeira massa foi fixada no valor de m/z 120 e

a exclusao dinamica foi de 30 s. Todos os dados foram adquiridos em modo profile.

4.11. Analise dos dados e estatistica

Os espectros obtidos das analises por espectrometria de massas foram
submetidos a andlise no programa Proteome Discoverer™ utilizando o algoritmo do
Sequest (Thermo Fisher Scientific; versdo IseNode em Proteome Discoverer
2.2.0.388) em banco de dados do Human UniProt (atualizado em 5 de fevereiro de

2018) com 93.273 sequéncias de proteinas.

A tolerancia de massas foi definida de 10 ppm para ions precursores e 0,02 Da
para fragmentos. A modificacéo fixa foi carbamidometilacdo de cisteinas e, para que
0 uso do TMT fosse incluido nos parametros no programa, o TMTplex também foi
considerado uma modificacao fixa. As modificacBes variaveis foram a oxidag¢do da
metionina e a acetilacdo da porcdo N-terminal do peptideo. A identificacdo de
peptideos foi aceita quando atingido mais de 60% de probabilidade de comparagéo
no algoritmo interno de taxas de falso-positivos (False discovery rate, FDR) e uma
taxa maxima de FDR de 0,2%. J& as proteinas precisavam atingir um nivel acima de
95% de probabilidade e conter pelo menos 1 peptideo identificado, com FDR menor
de 1,8%.

A andlise subsequente dos dados foi realizada no programa Perseus versao

1.6.2.3, disponivel no pacote do MaxQuant (Cox & Mann, 2008) utilizando a
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intensidade corrigida do ion repérter transformada em log2 obtida no programa
Scaffold. Proteinas identificadas pelo banco reverso ou com menos de 3 valores
validos por grupo foram excluidas da analise. A analise estatistica entre os grupos CO,
LO, LVP e CEC foi realizada utilizando o teste paramétrico de analise de variancia
(ANOVA) com nivel de significancia de 95% (p < 0,05) e pos-teste Tukey’s honestly
significant difference (THSD) com valor de p valor ajustado pelo teste Benjamini &

Hochberg para comparacéo entre dois grupos.

Para a avaliagcdo das proteinas exclusivas e compartilhadas entre as lesdes foi
utilizada a ferramenta do InteractiVenn (Herbele et al., 2015). Para a analise de
enriguecimento da lista de proteinas diferencialmente abundantes entre os grupos foi
utilizada a ferramenta Enrichr (Chen et al., 2013; Kuleshov et al., 2016). A construcao
das figuras de agrupamento hierarquico dos casos, bem como volcano plots, foi
realizada no programa R Studio versdo 1.1.463. Os graficos de dispersdo foram
obtidos para cada proteina diferencialmente abundante com o programa GraphPad
Prism versao 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

A andlise da associagdo de transcritos com sobrevida foi realizada para
genes cujas proteinas estavam diferencialmente abundantes utilizando a ferramenta
PROGgeneV2. A sobrevida foi calculada utilizando as seguintes informacdes de (i)
sobrevida livre de metastase do banco E-MTAB-1328, o qual contém dados de mRNA
de 89 pacientes com cancer de cabeca e pescoco; (ii) da sobrevida global dos bancos
TCGA e GSE65858, os quais contem dados de mRNA de 291 e 290 pacientes com
cancer de cabeca e pescoco, respectivamente; (iii) da sobrevida livre de recorréncia
dos bancos GSE10300 e GSE27020, os quais contem dados de mRNA de 43 e 108
pacientes com cancer de cabeca e pescoco, respectivamente.
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5. Resultados
5.1. Dados clinicos dos pacientes

Dentre os 15 pacientes do grupo CO, 14 apresentavam hiperplasia fibrosa
(93,33%) e 1 nao apresentava qualquer tipo de leséo. Seis pacientes do grupo CEC
apresentavam estadiamento de tamanho de tumor e presenca de metastase
linfonodal, sendo um paciente com estadiamento T2/N2b, dois com estadiamento
T4/N1, um com estadiamento T2/NO/MO, um com estadiamento T3/N2b e um com
estadiamento T3NO. Os dados epidemioldgicos dos grupos, nimero de pacientes,
género, faixa etaria dos pacientes, média de idades entre outras estdo descritos na
tabela 3.

Tabela 3 — Epidemiologia dos pacientes envolvidos no estudo de acordo com divisdo em grupos.

Grupo (6{0) LO LVP CEC

Numero de pacientes 15 16 13 14

Género 9 mulheres 11 mulheres 11 mulheres 9 homens
(60%)/6 (68,75%)/ 5 (84,61%)/ 2 (64,28%)/ 5
homens homens homens mulheres

Faixa de idade 53-73anos 54-75anos 55-77 anos  43-87 anos

Tabagismo 9 (60 %) 12 (75%) 0 8 (57,14%)

Etilismo 8 (563,33%) 4 (25%) 2 (15,69%) 10 (71,42%)

Variacdo de tempo de  1-4 anos 2-13 anos 1-25 anos 1-6 anos

acompanhamento

Média de tempo de 2 anos 5 anos 6,57 anos 2 anos

acompanhamento*
*Pacientes com lesdes benignas sdo acompanhados até a remocgéo e cicatrizagdo e

pacientes com DOPM e lesGes malignas tém acompanhamento clinico a longo prazo.

Na figura 3 observa-se o padréo clinico de uma LO localizada em regido de
borda lateral de lingua (Figura 3A) e um CEC infiltrativo tomando a regido de rebordo
alveolar até a mucosa jugal (Figura 3B), além do crescimento proliferativo da LVP
(Figura 3C e 3D), inicialmente presente na regido de palato mole e fundo de vestibulo

posterior bilateralmente, apds o periodo de dois anos as placas brancas invadiam a
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regido de palato duro, fundo de vestibulo anterior, além de rebordo alveolar posterior

esquerdo.

Ll

Figura 3 — Imagens representativas do A) padréo clinico de uma LO, apontado por uma seta azul e de
um B) CEC oral, apontado por uma seta azul. Fotos demonstram o padrdo de crescimento da LVP,
sendo C) a foto inicial e D) o mesmo paciente num curso clinico de 2 anos, com setas azuis
demostrando os locais afetados pela lesdo com o passar dos anos. Imagens cedidas pelo Prof. Marcio
Ajudarte Lopes, no Centro de Diagnostico e Tratamento de Les6es Bucais (Orocentro), da Faculdade
de Odontologia de Piracicaba (FOP — UNICAMP).

5.2. Dados histopatol6gicos dos pacientes

Os laudos e laminas dos pacientes foram analisados para coleta dos dados
histopatolégicos com as principais alteracdes celulares e locais de ocorréncia das
lesbes. Os 14 pacientes com hiperplasia fibrosa do grupo CO apresentavam tecido
conjuntivo denso com infiltrado inflamatério discreto, sendo majoritariamente

localizados no rebordo alveolar superior.
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As principais alteracGes histopatolégicas encontradas foram hiperqueratose,
acantose, displasia leve e displasia moderada (Figura 4). Os pacientes com CEC né&o
foram incluidos na figura, e apresentavam presenca de pleomorfismo celular, mitoses

atipicas, hipercromatismo nuclear entre outras alteracdes (Figura 5).

Hiperqueratose Acantose Displasia de baixo grau = Displasia de alto grau
mLO 17 9 1 0
mLVP 17 7 4 2
mLO mLVP

Figura 4 — Distribuicdo das principais alteragdes histopatoldgicas presentes nos grupos de pacientes
com LO e LVP.

Ao comparar laminas histopatolégicas de pacientes com LO e ap8s progredir
para CEC na regido, o tumor apresentou em média um perfil com maior diferenciagéo,
presenca de pérolas de queratina e invaginacdo discreta para o tecido conjuntivo
(Figura 5A). O CEC oral devirado de pacientes com LVP apresentou um perfil mais
agressivo, com menor diferenciacdo, maior invasao tecidual, ilhas neoplasicas em

tecido conjuntivo e maior niumero de atipias celulares (Figura 5B).
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Figura 5 — Laminas histopatoldgicas coradas com hematoxilina e eosina permitindo a comparagéo de

A) 1) LO e seu desenvolvimento em 2) CEC apés dez meses e 3) LO e seu desenvolvimento em 4)
CEC apés um ano respectivamente e B) 5) LVP e seu desenvolvimento em 6) CEC apés 1 e 7) LVP e
seu desenvolvimento em 8) CEC ap6s 3 anos, respectivamente. As setas apontam alteracdes
morfologicas, sendo respectivamente a presenca de: acantose (1, 2, 3 e 5), displasia (2 e 4) e invaséo
tecidual (8), atipias associadas ao processo de transformacdo maligna (aumento de 10x). Imagens
cedidas pelo Prof. Marcio Ajudarte Lopes, no Centro de Diagndstico e Tratamento de Lesdes Bucais
(Orocentro), da Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP — UNICAMP).

Em relacéo a localizacédo das lesdes, nos pacientes com LVP, os locais com
maior incidéncia foram na mucosa jugal, rebordo gengival posterior e borda lateral de
lingua, todos bilateralmente, também havendo lesGes em regido de palato posterior e
borda lateral direita de lingua. Nos pacientes com LO, houve uma maior variedade de
locais afetados isoladamente, sendo importante levar em consideragdo que a area
total afetada foi menor. As principais areas afetadas foram rebordo alveolar superior
posterior e borda lateral de lingua, seguidos por assoalho bucal, regido posterior de
fundo de vestibulo inferior e pilar amigdaliano. No grupo de pacientes com CEC, 10
(58,82%) lesbes localizavam em borda lateral de lingua, as outras em regido de

assoalho bucal e fundo de vestibulo posterior.

5.3. Proteinas totais e estatisticamente significantes

Os dados provenientes da analise de proteinas na saliva resultaram em um
total de 501 proteinas identificadas para as 58 amostras analisadas (n=15 CO, 16 LO,
13 LVP e 14 CEC). Ap0s a filtragem de no minimo 3 valores validos por proteina, por

grupo, o numero final de proteinas totais foi de 319.
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As proteinas foram submetidas ao agrupamento hierarquico e ndo foi observada
separacdo em grupos de acordo com a classificagdo das lesdes (Figura 6C). Para
visualizacao das proteinas exclusivas e compartilhadas entre os grupos, foi construido
um diagrama de Venn incluindo todas as 319 proteinas identificadas, sendo 308
proteinas em LO, 301 no CO, 290 na LVP e 283 em CEC (Figura 2B). As proteinas
comuns entre todos 0s grupos somaram um total de 272, sendo que nenhuma foi
exclusiva de LO, LVP ou CEC.

Trés proteinas foram exclusivas do grupo controle, sendo elas Olfatomedina-4
(OLFM4), Imunoglobulina kappa variavel 1-6 (IGKV1-6) e Proteina 16 do dominio de
zinco e BTB (ZBTB16). 5 proteinas estavam presentes nas trés lesdes, porém ndo no
grupo controle, sendo elas o Fator inibidor de migracdo de macrofago (MIF),
Queratina, tipo Il citoesqueletal 78 (KRT78), Filamina-A (FLNA), Proteina AHNAK
associada a diferenciacdo de neuroblastos (AHNAK) e Proteina dissulfeto-isomerase
A3 (PDIA3). 4 proteinas foram exclusivas entre LVP e CEC, sendo elas Alfa-2-
antiplasmina (SERPINF2), Apolipoproteina A-IV (APOA4), Componente do
complemento C9 (C9) e Inibidor H1 de cadeia pesada Inter-alfa-tripsina (ITIH1).

A andlise estatistica feita por meio de Analise de Variancia (ANOVA, p < 0,05)
revelou que, das 319 proteinas identificadas, 37 apresentaram diferencas
estatisticamente significantes de abundancia entre os 4 grupos correlacionando as
lesbes. Foi feito um novo diagrama de Venn para visualizar as proteinas
estatisticamente significantes. Foi observada uma proteina comum entre todos os
grupos, 15 compartilhadas entre os grupos com lesdo e ausentes no grupo controle,
8 presentes nos grupos com desordens potencialmente malignas e grupo controle e
ausentes em CEC e uma comum somente entre as desordens potencialmente

malignas (Figura 6B).
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Z-score Group
4 Normal
2 LvP
0o HLwo
2 Mcec
4

Figura 6 — A) Diagrama de Venn apresenta todas as proteinas exclusivas e compartilhadas entre os
guatro grupos em analise. B) Diagrama de Venn mostra as proteinas estatisticamente significantes,
Controle SIG = proteinas diferencialmente expressas no grupo controle, LO SIG = proteinas
diferencialmente expressas no grupo LO, LVP SIG = proteinas diferencialmente expressas no grupo
LVP, CEC SIG = proteinas diferencialmente expressas no grupo CEC. C) Agrupamento hierarquico por
heatmaps demonstra o padrao de agrupamento das proteinas identificadas nas amostras de saliva, o
primeiro heatmap levando em consideragdo as proteinas identificadas em todos os pacientes e 0
segundo heatmap somente com as proteinas estatisticamente significantes apés analise de variancia
(ANOVA), é possivel observar que nao ocorre um agrupamento de proteinas em nenhum dos grupos

de lesBes analisadas. O heatmap foi construido utilizando correlagdo de Pearson e método Ward.

Foi analisada a intensidade das proteinas estatisticamente significantes entre
dois grupos por meio do fold-change (FC), medido a partir da subtracdo das medianas
do valor de intensidade corrigida transformada em log2, a mediana foi utilizada por ser
a melhor forma de agrupar dados que apresentam uma grande variagdo em um grupo.

N&o houve diferenca estatistica de abundancia entre os grupos LVP e CEC.
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Tabela 5 — Lista das proteinas estatisticamente significantes apéds pos-teste THSD na comparacédo

entre os quatro grupos de estudo (CO, LO, LVP e CEC).

Fold-change
Nome da proteina, nome | ANOVA, | COvs | COvs | COvs | LOvs | LVPvs | LOVvs
do gene valor de CEC LO LVP LVP CEC CEC
p
Albumina sérica, ALB 0,01 0,43* -0,35 | -0,205 | -0,145 0,43 1,57*
Alfa-2-macroglobulina, 0,02 0,3* 0,47 0,57 -0,1 0,3* 0,73*
A2M
Angiotensinogénio, AGT 0,04 1,135 0,42 0,61 -0,19 1,135 | -0,525
Antileucoproteinase, 0,03 -0,24 0,165 | 0,015 0,15 -0,24 0,255*
SLPI
Apolipoproteina A-I, 0,003 1,29% -0,24 -0,01 -0,23 1,29* | -0,325
APOA1
Apolipoproteina A-1V, 0,01 -1,135 | -0,19 -0,06 -0,13 -1,135 | -0,47
APOA4
Apolipoproteina D, 0,02 0,7* -0,17 0,065 | -0,235 0,7* -0,47
APOD
Beta-2-glicoproteina 1, 0,02 -0,26 0,08 0,14 -0,06 -0,26 0,4*
APOH
Cadeia fibrinogénio alfa, 0,006 0,21* -0,25 0,05 -0,3 0,21* -0,64
FGA
Caderina-1, CDH1 0,02 0,29* -0,53 -1,93 14 0,29* | -0,24
Cistatina-SA, CST2 0,03 -0,07 | -0,065 | -0,145 0,08 -0,07 -0,075
Complemento C3, C3 0,007 0,485 -0,48 | -0,215 | -0,265 0,485 | -0,7
Componente do 0,02 1,29 -0,22 -0,05 -0,21* 1,29 -1,34
complemento C9, C9
Cornifina-B, SPRR1B 0,02 0,405 0,02 0,28 -0,26 0,405 | -0,125
Coronina-1A, CORO1A 0,02 0,48* 0,13 0,18 -0,05 0,48* | 0,31*
Defensina alfa 1, DEFA1l 0,02 -0,29 -0,19 0,71* -0,07 -0,29 0.17
Fator inibidor da 0,005 0,57 1,135* 0,27 -0,36 0,57 -0,3
migragao de Macréfago,
MIF
Haptoglobina, HP 0,006 0,69* -0,64 | -0,335 | -0,305 0,69* | -1,035
Hemoglobina 0,006 -0,02 | 0,395* | 0,22 0,395* -0,02 0,24
subunidade alfa, HBA
Hemopexina, HPX 0,04 0,805 -0,3 0,3 -0,6 0,805 | -0,505
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Hornerina, HRNR 0,007 7,62* 0,48 0,38 0,1 7,62* 0,97*
Imunoglobulina kappa 0,03 0,475 -0,32 | 0,145* | -0,125 0,475 | -0,67
constante, IGKC
Imunoglobulina pesada 0,02 0,45* 0,2 0,45 -0,25 0,45* -0,03
variavel 1-18, IGHV1-18
Inibidor 1 de rho GDP- 0,03 -0,45 0,14 -0,15 0,29 -0,45 0,3*
dissociado, ARHGDIA
Kininogen-1, KNG1 0,006 0,805* 0,09 -0,59 0,68 0,805* | 0,025
Miosina-9, MYH9 0,02 0,65 -0,435 | 0,22* | -0,385 0,65 -0.7
Moesina, MSN 0,04 0,405* 0,03 0,71 -0,68 0,405* | -0.01
Mucina-5B, MUC5B 0,001 0,28 0,57* 0,02 0,57* 0,28 -0.26
Mucina-7, MUC7 0,01 0,78 -0,15 -0,1 -0,05 0,78 -0.88
Plasminogénio, PLG 0,03 0,65* 0,015 0,375 -0,36 0,65* -0.325

Proteina 17 contendo 5,71E-05 | 3,055* | -0,335 0,175 -0,51 3,055* | -0,57
dominio Tiorredoxina,

TXNDC17
Proteina ORM1, ORM1 0,03 -0,47 0,28 -0,71 0,99 -0,47 -0,24
Proteina S100-A7, 0,004 -0,79 1 0,53 0,47 -0,79 1,32*
S100A7

Receptor polimérico de 0,04 0,24* 0,54 0,37 0,17 0,24* -7,25

imunoglobulina, PIGR
Serotransferrina, TF 0,01 0,315* | -0,475 | -1,135 0,66 0,315 -0,66
Transgelina-2, TAGLN2 0,02 0,41 -0,81 -0,6 -0,21 0,41 -1,01
Zinco alfa 2 0,04 3,055* 0,55 0,345 0,205 3,055 -2,71

glicoproteina, AZGP1

(*) Proteinas estatisticamente significantes pelo poés-teste Tukey's honestly significant difference

(THSD) com valor de p<0,05 ajustado, Benjamini & Hochberg.

A Figura 7 mostra os graficos do perfil de abundancia comparando o p-valor da
Andlise de Variancia versus o valor em log2 do fold-change, tornando mais facil a
visualizacdo da semelhanca entre os padrdes de intensidade de proteinas entre os
diferentes grupos (Figura 7). Nota-se que as proteinas que apresentaram maiores
fold-changes estatisticamente significantes foram Hornerina (FC=7,62 em LVP vs
CEC, FC=7,62 em CO vs CEC), proteina 17 contendo dominio tiorredoxina (FC=3,055
em LVP vs CEC, FC=3,055 em CO vs CEC) e proteina zinco alfa 2 glicoproteina
(FC=3,055 em LVP vs CEC, FC=3,055 em CO vs CEC).
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Figura 7 — Perfil de abundancia de proteinas estatisticamente significantes entre dois grupos (Volcano
plot). Os graficos mostram o valor de —log10(p value), sendo valor de p apds Analise de Variancia,

versus o logz do fold change para (A) Controle vs CEC, (B) Controle vs LVP, (C) LVP vs CEC, (D) LO
vs CEC, (E) LVP vs LO, (F), Controle vs LO.

Os gréaficos de dispersdo das 37 proteinas estatisticamente significantes sao
apresentados abaixo. As proteinas diferencialmente abundantes entre o grupo
controle e o grupo CEC com os respectivos nomes dos genes sao A2M, APOA1,
APOD, CDH1, COROI1A, FGA, HP, IGHV1-18, KNG1, MSN, PIGR, PLG e TF (Figura
8).

Nesse conjunto CO vs CEC, as proteinas com respectivo nome do gene A2M,
FGA, KNG1, MSN, PLG e TF, apresentam um aumento de intensidade crescente no
sentido do grupo CO, LO, LVP e CEC, mostrando o aumento de sua intensidade
conforme a lesdo apresenta maiores indices de transformagédo maligna (Figura 8A).
Ja os transcritos CDH1, IGHV1-18 e PIGR (Figura 8B), tiveram o resultado oposto,
com sua diminuicdo conforme o aumento do risco de transformagdo maligna.
Finalmente, APOA1l, APOD, CORO1A e HP apresentaram padrdes irregulares de
intensidade entre os grupos (Figura 8C).
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Figura 8 — Graficos de disperséo da intensidade normalizada em Log2 das proteinas com diferenca
estatisticamente significante ap6s pds-teste Tukey’s honestly significant difference (p<0,05) entre os
grupos controle e pacientes com CEC, demarcadas por asteriscos e separadas por perfis distintos onde
A) A2M, FGA, KNG1, MSN, PLG e TF apresentam um aumento de intensidade crescente do grupo
controle até o CEC, B) CDH1, IGHV1-18 e PIGR apresentam uma diminuicdo em relacéo ao CEC e C)
APOAL, APOD, CORO1A e HP apresentam padrdes irregulares. As proteinas A2M, APOA1, CDH1,
FGA, HP e TF também apresentam diferenca na abundancia com significancia estatistica entre as
desordens potencialmente malignas e grupo de paciente com CEC. A identidade das proteinas foi

associada ao seu respectivo nome do gene.

As proteinas diferencialmente abundantes entre as desordens orais
potencialmente malignas e CEC sdo A2M, ALB, APOA1, APOH, ARHGDIA, AZGP1,
C3, CDH1, CST2, FGA, HBA, HP, HPX, MUC5B, MUC7, ORM1, SLPI e TF (Figura 9,
ANEXO 3). Existem proteinas comuns entre os dois grupos, ou seja, que apresentam
diferenca estatisticamente significante comparadas com o grupo CEC tanto no grupo
CO quanto no LO, sendo elas A2M, APOA1, CDH1, FGA, HP e TF.

As proteinas estatisticamente significantes também foram comparadas com
bancos de dado de mRNA associados a sobrevida global, sobrevida livre de
metéstase e livre de recorréncia por meio da ferramenta PROGgeneV2 para avaliacéo
da associagcdo com prognéstico descrita previamente, resultando em valor de
significancia p e Hazard ratio (HR), ou taxa de risco, que € a probabilidade de um
paciente desenvolver o fator de risco estudado.

As proteinas apresentaram associagdo com sobrevida global em cancer de
cabeca e pescoco de acordo com os bancos de dados publicos contendo a analise de
expressao génica de alvos na lesdo obtidos pelo PROGgene. Todos os graficos
apresentam resultados onde as proteinas diferencialmente expressas entre CO e CEC
encontradas em saliva no nosso trabalho mantiveram um padrédo similar aos
transcritos (Figuras 10, 11 e 12).

PIGR (p=0,0012; HR=0,61) apresentou uma relacdo onde a baixa expressao
estd associada com pior prognéstico, o que esta de acordo com os graficos de
dispersdo das proteinas analisadas em nosso estudo, com diminuicdo gradual de
abundéancia do grupo CO até progressao para CEC (Figura 9). As outras proteinas
gue apresentaram relacdo de baixa expressao com pior progndéstico estdo em anexo
(Figura 10, ANEXO 4).
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Figura 9 — Proteinas diferencialmente abundantes entre os grupos incluidos nesse trabalho cujos
transcritos foram associados com sobrevida global. A andlise foi realizada com a ferramenta
PROGgene e os genes presentes no grupo PIGR tém associacdo com uma pior sobrevida geral ao
diminuirem sua expressao. O nome de cada gene esta descrito no cabec¢alho de cada figura. As linhas
encerram de acordo com 0 maximo de sobrevida alcancada pelos pacientes avaliados no banco de

dados.

Em relacdo a recorréncia, de acordo com os bancos de dados publicos, a
diminuicao da expresséao dos transcritos MSN (p=0,0066; HR=2,26) e A2M (p=0,0038;
HR=2,16) teve associacdo com o aumento da sobrevida livre de recorréncia, o que

esta de acordo com os resultados encontrados (Figura 11).
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Figura 11 — Proteinas diferencialmente abundantes entre 0s grupos, cujos transcritos sao associados

com sobrevida livre de recorréncia. Os genes presentes no grupo (A) A2M e MSN, além de seu
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agrupamento tém associagdo com uma melhor sobrevida livre de recorréncia ao diminuirem sua

expressao.

No banco de dados de sobrevida livre de metastase foi possivel encontrar
associacdo entre a diminuicdo na expressao do transcrito CDH1 (p=0,021; HR=0,64)
(Figuras 8B e 12A). O efeito contrario foi visto no transcrito KNG1 (p=0,026; HR=7,95)
(Figuras 8A e 12B), a diminuicdo da sua expressao foi associada com melhor
sobrevida livre de metastase.

Os dados referentes a associacéo entre os grupos LO e LVP com os bancos
de dados estdo em anexo (Figura 10A, ANEXO 4).

Foi realizado também o enriquecimento do grupo de 37 proteinas
estatisticamente significantes utilizando a ferramenta Enrichr para ter uma visao geral
dos potenciais processos bioldégicos que podem estar envolvidas por meio de pos-
teste exato de Fisher. Os trés principais processos biolégicos séo: i) ativacdo da
atividade da fosfatidilcolina-esterol O-aciltransferase, com envolvimento das proteinas
APOAL e APOA 4, ii) na inibicdo de endopeptidase, com envolvimento das proteinas
CST2, SLPI, A2M, AGT e KNG1, e por ultimo a iii) ligacdo a colesterol, novamente
com envolvimento das proteinas APOAL e APOA 4, além da proteina APOD (Tabela
6).

Tabela 6 — Enriquecimento das proteinas estatisticamente significantes para verificacdo de seus

principais processos bioldgicos.

Processo bioldgico valor de p Nome do gene Grupos de lesdes
ajustado*

Ativador de atividade da 0,001 APOA1; APOA4 CECe LO; CECe

fosfatidilcolina-esterol O- CO

aciltransferase

Atividade de inibicdo de 0,0001 CST2; SLPI; A2M; CECe LO; CECe

endopeptidase AGT ;KNG1 CcO

Ligagao a colesterol 0,001 APOA1; APOA4; CECe LO; CECe
APOD CcO

Ligacéo a estérois 0,001 APOAL; APOA4; CECe LO; CECe

APOD cO



Atividade de transportacédo de

colesterol

Atividade da proteina-disulfido
redutase

Atividade inibidora da
endopeptidase tipo-cisteina
Atividade transportadora
transmembrana de
macromolécula

Atividade inibidora de
endopeptidase tipo serina
Ligante do receptor de
apolipoproteina

Ligante do receptor de
transferrina

Ligante da cadeia de miosina

pesada

Atividade de oxidoredutase

Atividade de transportador

esterol

Atividade de regulador de

endopeptidase

Atividade do ativador de lipase

Ligante do receptor RAGE

Ligante do ion cobre

Ligante do receptor de

imunoglobulina

Ligante da interleucina-1

Ligante de particula

reconhecedora de sinais

0,005

0,05

0,026

0,050

0,002

0,05

0,05

0,05

0,05

0,013

0,016

0,05
0,05

0,019

0,047

0,05

0,05

APOAL; APOA4

TXNDC17

CST2; KNG1

AZGP1

SLPI; A2M; AGT

APOA1l

TF

CORO1A

TXNDC17

APOAL; APOA4

SLPI; KNG1

APOH
S100A7

ALB; APOA4

IGKC; IGHV1-18

A2M

TF
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CECeLO; CECe
CO

CECe CO; CECe
LVP

CECeLO; CECe
CO

CECelLO

CECeLO; CECe
CO

CECeLO; CECe
CO

CECeLO; CECe
CO

CECe CO

CECe CO; CECe
LVP

CECeLO; CECe
CO

CECelLO; CECe
CO

CECe LO
COelLVP; COe
LO

CECe LO; CECe
CO
COelO,CECe
CO

CECe LO; CECe
CO

CECe LO; CECe
CO

(*) P6s-teste exato de Fisher com valor de p ajustado por Benjamini & Hochberg.
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6. Discussao

Esse estudo busca identificar e quantificar potenciais proteinas marcadores de
progressao tumoral. Para isso, analisou-se amostras de saliva de pacientes que
apresentavam lesdes potencialmente malignas de leucoplasia oral (LO) e leucoplasia
verrucosa proliferativa (LVP) em comparacdo com carcinoma espinocelular (CEC)

oral.

De maneira geral, os estudos publicados tém indicado marcadores candidatos
entre as lesdes de LO e CEC (Sridharan et al., 2017; Wu et al., 2018), ou entre LVP e
CEC (Akrish et al., 2015; Akrish et al., 2017). Nenhum estudo publicado buscou por
marcadores utilizando em conjunto as lesdes de LO, LVP e CEC. Assim, esse estudo
€ pioneiro na andlise de perfil de proteinas dessas duas DOPMs e CEC, além do grupo

saudavel.

O raciocinio de incluir amostras de pacientes com lesdes LO e LVP em um mesmo
estudo foi permitir uma visdo global de marcadores das lesbes com potenciais de
transformacdo maligna diferentes. A andlise de proteinas presentes em desordens
orais potencialmente malignas (DOPMs) com diferentes porcentagens de
transformacdo para CEC pode oferecer uma melhor compreensdo dos fatores
moleculares envolvidos em diferentes estagios de transicdo do epitélio sadio para

epitélio com displasia, carcinoma in situ e por fim, em CEC.

Dessa forma, neste estudo foram analisadas duas DOPMs bem conhecidas na
literatura, apresentando diferencas quanto ao género e faixa etaria dos pacientes
afetados, mas principalmente com uma grande diferenca na taxa de transformacéao

maligna, sendo de aproximadamente 3% na LO e acima de 70% na LVP (OMS, 2017).

6.1. Discusséo de dados clinicos e histopatoldgicos

Os pacientes deste estudo apresentaram um perfil epidemiolégico similar ao
descrito na literatura no que diz respeito a distribuicdo por género, idade, localizacdo
das lesdes e padrdo histopatoldgico. Os estadiamentos obtidos no grupo CEC
refletem o diagndstico tardio da doencga, ndo havendo nenhum tumor dentro do grupo
T1, que pode apresentar o melhor progndstico. A média de faixa etaria dos pacientes

com LVP esta de acordo com a literatura (Warnakulasuryia, Johnson & Van der Waal,
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2007; Munscher et al., 2018), sendo de 67,14 anos, variando de 55 a 67 anos, o que
€ mais elevada que CEC e LO. O tempo de acompanhamento de LVP em média foi
de 6,57 anos, sendo as coletas realizadas de marco de 2017 até outubro de 2018, a
predominéancia pelo sexo feminino, com 84,61% dos casos. As caracteristicas
histopatolégicas sdo presenca de um numero maior de hiperceratose, hiperplasia
epitelial, expansdo multifocal e maior nimero de displasias celulares de grau leve e

moderado em comparac¢ao com LO.

O uso da saliva como fluido de escolha foi realizado considerando os varios
resultados promissores envolvendo a deteccdo de perfis protedmicos por meio da
espectrometria de massas. A saliva é de facil coleta, ndo invasivo, relativamente de
baixo custo e estd em contato direto com as lesdes (Nagler et al., 2006; Prasad,
Sharma & Babu, 2013).

6.2. Proteinas ‘exclusivas’ do grupo controle

Nessa analise protedbmica apos os filtros aplicados, foram identificadas 319
proteinas no total, com 3 proteinas exclusivas do grupo controle, dentre elas a
Imunoglobulina kappa variavel 1-6 (IGKV1-6), que foi estudada por Chen e
colaboradores por meio de imunohistoquimica utilizando linfonodos livres de
metastase em pacientes com cancer de mama, 0 aumento de sua expressao teve

associagao com sobrevida livre de doencga e sobrevida global (Chen et al., 2012).

6.3. Proteinas ‘exclusivas’ dos grupos de lesGes LO, LVP e CEC

5 proteinas estavam presentes nas trés lesfes, porém nao no grupo controle,
sendo elas o Fator inibidor de migragdo de macrofago (MIF), Queratina, tipo Il
citoesqueletal 78 (KRT78), Filamina-A (FLNA), Proteina AHNAK associada a
diferenciacéao de neuroblastos (AHNAK) e Proteina dissulfeto-isomerase A3 (PDIA3).

O MIF & um importante mediador inflamatério e, em reviséo feita por Nobre e
colaboradores, estudos experimentais e clinicos demonstraram o aumento de sua
expressao associado com a produgéo de citocinas, fatores de crescimento tumoral e
angiogénese (Nobre et al., 2017). KRT78 teve a expressdo de seu gene avaliada

atraves da construcao de uma rede de co-expressao feita por Zhang e colaboradores
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e fol encontrada associacao entre 0 aumento de sua expressao e a tumorigénese de
CEC oral (Zhang et al., 2018).

A filamina-A é uma proteina de adeséo e movimentacao celular e, em um estudo
analisando a expresséo de ki-67 em fibroblastos de CEC irradiado e fibroblastos de
pacientes sadios, observou-se o aumento de sua expressdo e sua associagdo com
crescimento, invasdo e motilidade de CEC (Shao et al., 2016). A PDIA3 é uma
endopeptidase cuja expressao aumenta em alguns tipos de carcinoma, dessa forma,
Ye e colaboradores compararam medula 6ssea de pacientes com leucemia mielbide
aguda e grupo controle através de RT-PCR, notando-se o aumento de sua expressao
no tecido tumoral e, apds a regulacao negativa da PDIA3 foi possivel notar diminui¢ao

de proliferacdo e invaséo celular (Ye et al., 2018).

6.4. Proteinas ‘exclusivas’ entre LVP e CEC

Em relacédo as 4 proteinas exclusivas entre LVP e CEC, a Alfa-2-antiplasmina é
um membro da familia protease inibidora de serina e, em um estudo por meio de
espectrometria de massas buscando uma assinatura protedmica do cancer de ovario,
houve aumento de abundancia estatisticamente significante em bidpsia de tumor em
relacdo ao tecido do grupo CO (Poersch et al., 2016).

De forma semelhante foi analizado o tecido de cancer de ovario e grupo CO por
espectrometria de massas e a Apolipoproteina A-IV (APOA4), uma proteina presente
no plasma, teve diminuicdo em sua abundéancia no tecido tumoral, apés isso foi feita
sua medi¢do por ELISA, sendo capaz de discriminar estagios tumorais iniciais de
paciente saudavel (Timms et al., 2014).

A proteina Componente complemento C9 (C9), que faz parte do sistema
complemento, relacionado ao sistema imune, foi incluida em um agrupamento de 7
proteinas com potencial para serem biomarcadoras em cancer de pulméo, o estudo
utilizou protedmica por meio de espectrometria de massas e etapas posteriores de
verificagéo e validagédo, obtendo no resultado final 91,7% de especificidade e 75% de
sensibilide para esse painel que inclui a proteina Receptor 1 do fator de crescimento
epidermal (EGFR1), metaloproteinase de matrix 7 (MMP7), Precursor 6 da anidrase

carbdnica (CA6), Receptor do fator de crescimento de células-tronco (KIT), Proteina
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C reativa (CRP) e Alfa 1 anti quimiotripsina (SERPINAS3), além da C9 (Jung et al.,
2017).

A proteina Inibidor H1 de cadeia pesada Inter-alfa-tripsina (ITIH1) faz parte de uma
familia de proteases inibidoras do plasma com papel importante na resposta
inflamatoria, foi feita g-PCR e cDNA dot blot e imunohistoquimica para deteccao de
sua expressdo em cancer de mama, endométrio, ovario, estbmago, intestino delgado,
coélon, reto, pulméo, tiredide, prostata, rins e pancreas, foi possivel observar a
diminuicao de sua expressao em multiplos tumores, como os de mama, colon e cancer
de pulméo, sua diminuicdo esta ligada com a perda de estabilidade da matrix
extracelular, tendo associacdo com progressao tumoral, invasdo e metastase (Hamm
et al., 2008).

6.5. Agrupamento hierarquico e abundéancia de proteinas

O agrupamento hierarquico nao supervisionado indicou que os pacientes ndo se
agruparam perfeitamente de acordo com a classificacdo histolégica e clinica em
relacdo a abundancia das proteinas. Esse padrdo esta associado a falta de
similaridade dentro do grupo como ja observado em estudo anterior de Winck et al.,
(2015), que também observou que pacientes com lesdo ativa se agrupavam no grupo

controle.

De maneira geral, observamos um melhor agrupamento de controle mais proximo
de LO e parte das amostras ndo se agruparam. Esses resultados podem ser
explicados por diversos fatores, e entre eles, a alta variabilidade do grau de cada
lesdo, baixa capacidade da andlise em refletir as diferencas entre as lesdes
potencialmente malignas, alta similaridade em relagédo alguns grupos analisados,
baixo numero de amostras, baixo numero de proteinas quantificadas que poderiam

segregar 0s grupos, entre outros.

Apesar da abundéancia das proteinas ndo levarem a separacao entre classes, entre
as proteinas identificadas e quantificadas, 37 apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre os grupos. Cinco proteinas apresentam diferencas
entre CO e LO, 3 entre CO e LVP, 2 entre LO e LVP, 18 entre LO e CEC e 13 entre
CO e CEC. Do total de proteinas identificadas, a maior parte € compartilhada pelos

trés grupos. Esses resultados podem ser observados nos graficos tipo volcano que
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mostram a comparacao da abundéancia de proteinas comparadas entre dois grupos
(Figura 7).

6.6. Comparacao de proteinas entre os grupos LVP e CEC

N&o houve diferenca estatistica de abundancia entre os grupos LVP e CEC, o
que ja poderia ser previsto jA que os pacientes com LVP muito provavelmente
desenvolverdo CEC durante o seu curso clinico. O resultado nos mostra um possivel
caminho de malignizag&o, como observado no heatmap e, mais especificamente, nos

graficos de dispersao (Figuras 8 e 9).

Em varias das proteinas com diferenca estatistica entre CO e CEC ou LO e
CEC, a LVP apresenta um padrdo de proximidade com o CEC, mostrando uma
possivel similaridade na abundancia de determinadas proteinas no sentido que a
saliva de pacientes com CEC é mais similar & LVP e de pacientes com LO é mais
similar ao controle. Por exemplo, as proteinas com os respectivos nomes dos genes,
A2M, AGT, FGA, IGHV1-18, MSN, PIGR, PLG e TF.

6.7. Selecdo de grupo de interesse e estudos sobre proteinas
diferencialmente abundantes entre os grupos CO e CEC

Estudo recente de Shan e colaboradores (2018), partindo de um delineamento
experimental similar ao nosso trabalho com o uso de marcagéo isGbara e analise
prote6bmica, compararam a saliva de pacientes CO, LO, liquen plano, que é outra
DOPM, e CEC. Obtiveram um total de 246 proteinas identificadas e quantificadas, e
21 proteinas diferencialmente expressas, dando prioridade as proteinas
diferencialmente expressas entre o grupo CO e CEC para a etapa posterior de
validacdo por meio do ensaio de ELISA (do inglés, Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay), selecionando 3 proteinas com alta sensibilidade e especificidade, sendo elas
proteina receptora antagonista de interleucina 1 (IL1RN), proteina S100 de ligacao ao
calcio (S100A2) e membro 2 da familia 3 de carreamento de solutos (SLC3A2) (Shan
et al., 2019).

Em relacdo as proteinas identificadas e quantificadas, as proteinas CDH1 e SLPI,

gue apresentaram uma tendéncia a diminui¢cdo do grupo CO em relacdo ao CEC e
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MSN, que contrariamente apresentou aumento do grupo CO em relacdo ao CEC,
estavam presentes na analise da sobrevida global, livre de metastase e livre de
recorréncia, o que, aliado a analise da funcdo molecular chamam atencdo para

possiveis funcdes bioldgicas dessas proteinas no contexto molecular do cancer.

A proteina alfa-2-macroglobulina (A2M) é uma molecula presente no sangue,
responsavel pela inibicdo de varios grupos de proteinas (Lemanska-Perek et al.,
2018). Ela apresentou um aumento de intensidade no grupo de pacientes com CEC
em relac&o ao grupo CO e LO (p<0,05). Nao apresentou significancia estatistica entre
CEC e LVP, como também entre LVP e LO. Na andlise de sobrevida, seu transcrito
teve uma relacao direta entre o aumento de sua expressao e a piora na sobrevida livre
de recidivas. Estudos identificaram o aumento desta proteina em cancer de bexiga,
principalmente por estar envolvido na inativacdo de uma série de proteases envolvidas
(Lemanska-Perek et al., 2018). Em acréscimo, observou-se que o uso de Cisplatina,
droga comumente usada no tratamento desse tipo de cancer, causa sua diminuicdo

(Zia et al., 2018). Essa proteina pode ser um potencial marcador de progressao.

Uma proteina que segue o0 mesmo padrao é a moesina (MSN), com aumento de
intensidade no grupo CEC em relagdo a CO (p<0,05), ndo apresentando diferenca
estatisticamente significante em relacdo aos outros grupos. Seu transcrito teve
associacao entre 0 aumento de expressao e a piora na sobrevida livre de recidivas.
Essa proteina esta envolvida na morfologia celular, adeséo celular, juncdes aderentes
e mobilidade celular e, em um estudo conduzido por meio de imunohistoquimica no
fronte invasivo de CEC oral, foi observado que sua marcacgao imunohistoquimica foi
forte nessa regido nas células tumorais, distribuida de forma homogénea e
considerada um favor desfavoravel para prognostico em CEC oral (Barros et al.,
2018).

A albumina sérica (ALB), proteina mais abundante no sangue, também apresentou
um aumento no grupo de pacientes com CEC em relacdo a LO (p<0,05), com
comportamente similar a A2M na analise de sobrevida. J4 existem estudos
demonstrando que o aumento dessa proteina esta ligado com uma resposta
inflamatoria mais agressiva e com a progressdo de varios tipos de carcinoma,
incluindo o CEC oral (Park et al., 2016).
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Além disso, apresentou um aumento no grupo CEC em relacdo ao CO (p<0,05).
Essa proteina é um fator de transcricdo envolvida na regulacdo de genes ligados a
doencas autoimunes e cancer (Kumar et al., 2015). Além disso, € um componente
essencial no citoesqueleto de células com alta motilidade, o que também se reflete na
capacidade tumoral de invasdo e metastase. Em um estudo de protedmica e
verificacdo por ELISA e Western Blotting, foi considerada parte de um painel de 5

potenciais biomarcadores para carcinoma de bexiga (He et al., 2018).

A cadeia de fibrinogénio alfa (FGA), proteina presente na formacgéo de tampdes de
fibrina em lesdes, apresentou um aumento em CEC em relacdo ao grupo CO e LO
(p<0,05) e umatendéncia a aumento em relacao a LVP. Estudos relatam seu potencial
como biomarcador em cancer de bexiga, estbmago e esdfago, sendo envolvida em
processos de carcinogénese, metabolismo de xenobibticos, adesédo focal e ativagédo
de plaquetas, é possivel inferir um papel importante dessa proteina na tumorigénese
e sua expressao diferenciada em DOPM (Duan et al., 2018; Wang et al., 2017; Du &
Zang, 2017).

O receptor polimérico de imunoglobulina (PIGR) apresentou diferencas entre o
grupo CO e o CEC (p<0,05), sendo um padrdo decrescente do grupo CO, LO, LVP e
por ultimo CEC. Essa proteina é uma componente chave no sistema imune das
mucosas e, de acordo com os resultados do Proggene, a diminui¢cdo da sua expressao
esta associada com menor sobrevida geral. Sua diminui¢édo foi observada tanto em
RNA quanto na proteina em um estudo feito com pacientes com carcinoma
nasofaringeo comparado a um grupo controle, sendo vista uma relacéo direta da sua
diminuicdo em estagios mais avancados, comparados com estagios iniciais (Qi et al.,
2014).

6.8. Estudo de proteinas diferencialmente abundantes entre grupos LO
e CEC

A hemoglobina alfa (HBA1), apresentou uma diferenca estatistica entre LO e CEC
e entre LO e LVP (p<0,05), sendo LO o grupo de menor expressao em ambos os
casos. A sua baixa expressao em tecido foi associada com uma melhor sobrevida
geral. Essa proteina esta envolvida no transporte de oxigénio do pulméo para os
tecidos e ja tem uma correlacdo bem estabelecida do seu aumento como fator

preditivo para uma pior resposta a radioterapia e quimioterapia em varias neoplasias,
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incluindo no cancer de cabeca e pescoco (Glaser et al., 2001). A diferenca estatistica
entre LO e LVP pode indicar uma proteina presente em estdgios mais agressivos da
leséo, além de corroborar a tendéncia do grupo LVP de ter um perfil de expresséo
mais préximo ao CEC do que do LO. Nesse estudo, essa foi a Unica proteina comum

entre LO e LVP que apresentou diferenca estatisticamente significante.

6.9. Critérios de selecdo de proteinas para proximas etapas

Para preparacdo para uma nova fase do estudo, nosso critério de escolha das
potenciais proteinas associadas a transformac¢do maligna se baseou em proteinas
diferencialmente expressas entre os grupos CO e CEC, nas quais as DOPM
apresentam padrao ou tendéncia similar ao CEC. As proteinas significantes foram
analisadas em relacéo a analise de sobrevida pelo programa PROGgene e com dados
da literatura de estudos envolvendo a analise de proteinas em diferentes neoplasias.
Observou-se que algumas proteinas ndo apresentam associa¢des clinicas ou mesmo,
sao inversas a analise no PROGgene. Isso € esperado, uma vez que para algumas
proteinas a expressao no tecido pode ndo se correlacionar com a abundéancia na
saliva. Entretanto, de maneira geral, tais critérios de selecdo nos auxiliam a selecionar
proteinas mais promissoras para etapas futuras de verificagdo por imunohistoquimica

e por protedmica dirigida.

Em resumo, as proteinas alfa-2-macroglobulina, moesina e receptor polimérico de
imunoglobulina sao, pelos critérios escolhidos, as que estdo associadas ao maior
potencial de malignizacdo, pois apresentam diferentes abundancias entre controle e
CEC, e com um padrdo de aumento ou diminuicdo em relacdo a LO e LVP, com
abundancia crescente (A2M), (MSN) ou decrescente (PIGR) do grupo CO para o
CEC. Além disso, o transcrito A2M apresenta associagdo com sobrevida livre de

recorréncia e PIGR apresenta associa¢cdo com sobrevida global.
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7. Conclusao

1.

Esse estudo indica que as lesdes de leucoplasia oral e leucoplasia
verrucosa proliferativa apresentaram diferencas do perfil clinico e
histopatolégico.

Os resultados sugerem que o perfil de abundancia de proteinas na saliva
€ mais similar entre controle e pacientes com lesdes de leucoplasia oral
LO e entre leucoplasia verrucosa proliferativa e carcinoma espinocelular.
Entre as potenciais proteinas que podem estar associadas a
malignizacdo, destacam-se as proteinas alfa-2-macroglobulina, moesina
e receptor polimérico de imunoglobulina que apresentaram diferencas
de abundancia estatisticamente significantes entre CO e CEC,
aumentando ou diminuindo a abundancia nas DOPM. As proteina alfa-
2-macroglobulina e moesina apresentaram maior expressdo em CEC
em relacdo a LO e CO, e receptor polimérico de imunoglobulina
apresentou menor expressao em CEC em relacdo ao grupo CO, e seus

transcritos tiveram correlacdo com o prognaostico.
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8. Perspectivas

Serdo realizadas etapas de verificacdo de protedmica dirigida utilizando a saliva
de pacientes em um corte independente e as andlises de imunohistoquimica das
DPOM e CEC.
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£ 52 beber nada além de agua. Os packenies serdo Instruldos a lavar a Doca com 5 mL de agua potivel &
coledar a sallva em tubo de 50 ml estérll, cincd minubas apds o procedimento de
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lavagem da boca [Yoshizawa & Wong, 2013). Apts a coleta, a sallva sera Imediataments colocada em gelo
5eCO & transporiada para freezer — 30 "C para armazenamenta e fuluo procedments de extragdo de
proteinas. A COLETA DE LAGRIMAS serd reallzada com o uso de pipeta callbrada e pontaira de 20 |
comendo sorD Tislolagico. Inldaimente 20 Y de 50r serdo deposiados na reglin de carncula lacimal sem
eniirar em comtato dirsto com o oiho e colhidos na regldo de palpebra Inferior sem contato dirsto com o olha,
D process0 Serd repatico mals uma vez & todo o lquido colhido serd Imediatamenta colocado em geko 52c0
& Tansporac para freszer — B0 °C pam amMazenaments & iurn procedimento de extragio de proteinas. A
COLETA DE SANGUE sera felta a vacuo com punglo venosa pertfenca suparical de velas lcallzadas nos
MEMDnE supsnonss. O sangue 5erd coletado em 4 tubos de 4,5 mL cada, contendo ciratn ge sodio 3.2 %
[Tuo vacwo colsta sangue, cifrato de sodo, 4,5ML cod. 369714, marca: BO), & a5 amosiras serdo
centrifugatas a aproeimadamenie 5009 por 10 minuios 3 iemperatura amolenie para separacio de fases, 3
fragiio contendo o plasma serd allquotada em fubos de 2 mL & armazenadas em freezer 50 "C. O plasma
GEMd pOCESSA00 conforme descrito em detalhes no projeto. A coleta de becido e preparo das [aminas: Os
{ecidos serSo coledados em Dipsias e aproudmadamente 0,4 — 0,6 cm 2 logo apés congelados 3 — 80 "C. A
inclus3o das amostras serd felta atraves da uiiizagdo do Tisswe Tek O.C.T Compound [Dpbimal Cutting
Temperature) (Sakura) @ criomoides e plastco aie a cobertura completa da amestra para postenor corte,
A5 amosiras serdo mantidas em |sopor com gl 5200 3 -T8° C durante todo 0 processo de Inclusdo. Apds,
cortes de 3 m o8 espessura serdo reallzacos em um cricsiato portatll (Lelca Microsystem) a -20° C. Laminas
de widro com membrana plastca para o sistema Arcturss de ML (Arctnis PEN Memorane Glass Shies)
[Life Technoiogles) serdo empregadss para montagem dos corss. Todas as laminas serdo mediatamente
estocadas em uma calka plastica @ -50°% C. A seguir serdo preparadas 35 1dminas para microdsseccdo 3
lasar & s2rd reallzada 3 microdisseccio das amostras. As amostras o2 sallva serdo anallsadas por
protedmica quandtativa, com marcacao Istbara com TMT [andem mass t3gs). Havera o fracionamento em
fase reversa de pH baslco & a analise por Espectrometra de massas. OF dados brutos proveniznies da
anallse por LC-MS/MS das amostras dos 63 pacientas selecionados para esie estudo serSo processados
pelo programa MaxQuant v1.3.0.3 (Cox e Mann, 2008) e 06 especiros MSMS serlo submelidos & busca
CONira o bancd de dados Human Uniprot (download em malo de 2017, com 926426 sequenclas e 36374315
residucs) por melo da ferramenta Andromeada (Cox et al, 2011), com wma tleranca de massas de 20 ppm
para lons precursores @ de 0.5 D@ pam ons fragmenios para a ldentificagdo de prokeinas & no maximo uma
perda g2 dols sRlos de clivagens. Em OUTRA ETAPA, wm estudo clinlce & histopatoldgleo, s=ram
selecionados 30
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pacientes, provenlentes o Orocentro da Faculdade de Odontologla de Piracicaba, que possUEM
diagnastico de LVP atuaimente, contudo, foram previamente diagnosiicados com liguen planodreacao
Iquendideiesdn liquendlds & que, a0 longe do acompanhamento clinlco, presentaram modifcagdes das
leshes orals levando 3 suspelta cdinica diagnastica de LVP. Além dissp, ssrdo colefados dos promtuaros
plinicos dados como gene, |dade & habios e Ehagista & eiilsma, quando presentas. Para ANALISE DAS
CARACTERISTICAS CLINICAS, bem como da evolugio das lesbes, serSo utllzadas Imagens folografcas
que EEr30 onganizadas de acordo com 3 cronoicgla das consulias, de modo gue possa abranger 3 evolugdo
da doenga. As Imagens entdo, serdo enviadas a dols eslomatologlistas experientes, que ndo terdo acesso 3
gualguer Informagdo a respeito do paciente, para que sugism o diagnéstico dinlco baseado nas Imagens
foiogratcas. De cada packenis seiecionado serdo enviados dols conjunios de folografias. O conjunto A, 5er3
um painel de folos da lesdo no momenio 6o diagnastico Iniclal. O conjunto B serd wm painel de folos da
lesd0 no momeanio da didma consulia realzada. Porem, os avaladorss nao terdo conhecimento que fais
conjuntces de Totos perencem a0 mesmo pacients & tampowco a ordem cronoddglca das fotografias, pars
gue 3z sugestbes dlagndsticas selam Independentes desles fatores. Para AMALISE DAS
CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS, do mesma modo, serdn levaniadas a5 Imagens micmEesmipicas
de blbpslas reallzadas, que serdo enviadas a dols patologistas experientes para que eles sugisam o
dlagnasticn bassado nos achados hisiopaiologlers tambem em dols Momanios: na primealra blopsla & na
mals recente. De forma semalhanie, o5 dols avaladores ndo terdo conhecimento g2 gue duas Imagens
MiCFOSCApICas POSS3M periencer an Mesma paciente. Alem da avallacio cinlca e hisiopabolagica, tambem
Eer3 pbEervado o iempo de evolugdo madio que tals lesles liguentides levam para sofrer modifcagdo &g
s tormarem fortemente sugestivas de LVP. A anallse estatistica sera Telta utilizando o tesies de qui-
quadrado, analse de vaninca 2 regressSo logistica. A pesguisa ser realizata no Orocentro da FOP jcoieta
de amastras), i Laboratono Masional de Blocenclas (LMEo do CNPEM, Campinas) {procsssamento de
amestras) e na area de Semiologla da FOP-UNICAMP (demais etapas). O cronograma previsto pam a
pesquisa serd executado apis 3 aprovagdo do protocoio pelo Slstema CERICOMER & de 24 meses, como
descito no projeto. A capa do protocolo lsta como pesguisadores Rachel Lamarck (pesquisadora
responsavel), Patrida Mara Femandes, César Rivera Martinez, Tatlane De Rossl Mazo, Rute Alves Perelra
£ Costa, Mando Ajugarie Lopss, Addana Franco Pass Leme, com o5 dados de ldentficaclo, Ink para oV
Lafies & & confribulgdo especifica de cada pesquisador para o projeto & posteror putlicagdo. OF mesmos
pesquUiEadones assinam a deciaragdo dos pesquisatonss e 5130 listados na PH. Pendéncla 01 (atenddal
Em resposta de 22100117 o5 pesquisadores ajustaram 2 PE e
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reapresantiaram & FR e 0 projeto 3|ustatos, Informando que havera 45 pariclpantss na pesquisa. Pencencla
02 (atemdldal- Em resposta de 22410017 os pesquisadones Informaram que esperam paricipantss com
Itades acima de 40 e dlsifoulgda por seE0 warlavel conforme 3 caracherislica especiica das doengas
estudadas, sam oeterminago pelo pesquisador (dismoulgdo natural). Pendencla 03 (atendidal- Em resposia
ge 20T o5 pesquisatores Informaram que havers etapa longitudinal de carater retrospective & etapa
franswarsal, em ouas etapas, Uma com IntenvencSo clinica (bidpslas, coleta oe sangue, 53llva & lagrimas) &
putra em que havera avallagdo de caracteristicas clinicas e hisiopatoltgicas de material d2 argulvo.
Pendencla 04 (alendidal Em resposta de 221017 o5 pesquisadores Informaram que haverd etapa
kangltudinal de carater retrospactive e etapa transversal, em duas elapas, uma com Intervencdo cinlca
[iopslas, coleta de sangue, 5allva & lagrmas) e oulra em que havers avalagio de caractenslicas clinicas &
hisiopaioidgicas de matedal de arguivo. Alguns particlpantes podem esiar &m ambas as elapas, =& a5
esles deteciadas na primelra etapa forem compativels com o6 criténos de Indusdo na sequnda. Pendencla
05 (atendigal- Em resposta de 22110017 os pesquisadores Informaram gue o nomen de partidpanies sera
e carea de 45, 15 na primelra etapa, 30 na sequnda. Pendenclas O e O7 (aterdidas)k Em resposta de
ZHI0AT o pesquIsatores INFONTERAMm que o grupsd saudavel fol Insenso no texin de fonma equivecasa, ndo
havera ial grupo na pesquisa, e o projeto fol modifcado @ reapresentado. Pendéncla 08 (atendida)- Em
resposia de 221017 os pesquisadores Informaram que of dols estomatologistas experienies que
particlpardo da pesgulsa coma avalladores volunianos 540 professores universitarios & ndo serao
avalladores pagos. Pendéncla 09 (atendida)- Em resposta de 224 07 os pesquisadores Informaram que os
dols patologlstas expenientas que paricipardo da pesquisa comd avalladonss voluntanos 30 professares
universitarios @ ndo serdo avalladores pagos. Pendéncda 10 (atendida)- Em resposia de 220110017 08
pesquisadores Informaram que as amosiras de sallva e |agrimas serdo coletadas pela aluna de mestrado
Rachel que recabeu treinaments prévio no Orocentro. As blopslas serdo feltas pelos aunos de
Estomatologla oo Crocantro que [ raceberam treinaments présio para Hooslas e 3 amostra de sangue serd
refirada pela enfermelra respansavel pelo amoulaitrio da FOP; & o projeto Tol moddcado e reapresantad.
Fengencia 11 (atendida)- Em resposta o2 21/11/17 o5 pesquisadores INformaram que "o projeto
apreseniada faz & comelacao estatisiica enfre os resuliados obidss & Intepretagio dos resultados até o dla
191272018, pondm ainda serd feits 3 seguinte etapa redacdo do ralatémo final @ anigos centficos que val
de 20122016 ate 02012019, As datas foram dustadas na PE confome odentagdes acima®. & pesquisa
tera duraco de 24 meses, sendd 12 de stapas preparatonas e 12 2 partr da coleta de amostras
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jdescrigio no amuivo projeto). Na PB a informag3o presente llsta 21/08/2017 coma data de Inicko da
pesquisa (etapas preliminares) & D201/2013 (eoleta de amostras & dados) & teming em 19122018, em um
total de 12 meses apts o Nicio €3 etapa de coieta de amostras. Pend2nda 12 (aendida)- Em resposta de
221V1T 05 pesquisadores apresentaram o anpuivo “projeto” com o reslmo no Tomato estruturado. O
arquivo "projeto” ajustado de acordo com 3 resposta 35 pendénclas fol apresentado.

Objeilve da Peagquisa:
O oojethen geral desse esfudo & comparar o perfll protedmico de paclenies com Leucoplasla Vernicoss
Proliferativa, Lewcoplasia Oral & CEC derivado de LVP ou ndo para buscar profeinas comurs encontradas
em CEC, podem esiar llgadas ao potenclal de ranstornagdo mallgna da lesdo. S3o objelivos sspecificos:
Tracar um perll profedmico o2 paclentes com Leucopliasla Verrucosa Proliferativa para detecgdo de
proteinas especificas da LVP para provavels blomarncadores @ possibliitar um diagnibstico precocs e objetive
para que hala um contredée da doenca em estagios Iniclals; Comparar 3 proteinas enconiradas em lesdes
te Leucoplasia Oral, Leucopiasia Vemucosa Prolterativa e Carcinoma de Celulas E5Camosas para tragar
um perlll longitudinal da doenga, um padrio de desenvolviments; Comparar o5 CECS dervados de LVP &
nao dervados de LVP para entender o5 possivels fatores assoclados 3 seu deservolvimento; Encontrar
proteinas que possam esiar ligadas ao potenclal de transformagdo maligna ap comparar com os CECs
deservoividos a pariir de LVPs. Revisar o aspecto cinico & microscopico de lesbes bucals e pacianies
amtes diagnosticados com liquen plano & gue, posieroments, dessmeoivaram novas dreas de lesbes
leucoplasicas, levando 4 suspaita diagnastica de LD,

Avallagao dos Riscos & Banaficlos:
06 pesquisadones cltaram que "0 estudo serd baseado, em parte, em dados cinlcos & histopatoiogicos |4
pbildos em consulias e clnurglas pregressas com o objethvo de alcangar o diagnostico, neste contexin, ndo
ha previsdo 02 Mecos & desconfonos. Mo c3s0 O35 coletas de sallva, sangus & [agrima, os padentes estardo
EXpeO5InG A0S Mscos e desconfonos Inensntes 3 Bonka”. Pendéncda 13 (Atendlday Em resposia de 211117
D& pesquisadores reapresentaram o anquivo “comentarios” com algum grau de 3jushs, reconhecendo gue
exlstem Mscos @ desconforios potenclals a0 participantes. Alnda que persisia a abordagem sumana, paio
menos o5 pesquisadores admitem 3 realldade da possipliildade de fscos e desconfonios varaoos ans
participantes. Pendéncla 14 (atendida)- Em respesta de 21711/17 os pesgulsadores reapresantaram o
anmuivo “comentaros” com o devide ajuste do Hem “beneficlos esperados”, que iraga perlll basianie
equillbrado da perspeciiva de beneficlos pela realizagio da pesquisa: =0
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esludo visa Deneflicios em enriguecer 3 literatura e a comunidade clentifica com novas dretrizes em temos
de diagnisico pracnce & prognasticn das leucoplas|as Vamecosas proiferativas. Em termos de bensficios
diretas o6 dados serdo compartihados com o5 clinkcos @ alunos que atendem no Cmocentro, possibiitando
melonas no diagnostico precoce. O resuitanos poderdo ter potencial de uso clinkco para 06 participanies
com lesfes benignas com potenclal de malignizagdo no sentido de possiblitar um melhor conhecimanio
BOOTE O prognistico, o5 resultados poderdo 587 apresentados no reinmo do paclents 3o Orocentro”™. As
modficagies foram refietidas no texto do TCLE, que fol ajusiado e reapresentado.

Comentarics & Consldaragies sobre 3 Pesquisa:

05 pesquisadones Informaram gue “A obtencio do TCLE serd reallzada quando o pacients cOMparacer ao
acompannamento clinico. Mesta ooasl 30 ele serd Informads s00re 3 exisiingla da pesquisa 2 recebera
malores sxplicacies = sgdarscimentos soore o estudo, bem como para recolhlia das 3ssinaiwas
perinentes para permissde da analise do matenal, delando clan que as despesas de ranspone &
qualsguer outras despesas eveniuals que o paclenis possa ter em virnude da pesguilsa serdo ressancidas”.

Sequndio oF pesquisadones ndo haverd paricioagio de grugos wulneravels na pesquisa ("Ma amostTa desla
pesquisa ndo serdo conslderados Indviduos menores de dade ou com qualsquer problemas mentais que

possam Intedfesin no julgamenio do pacente™), mas reconhecem que exisie akgum grau de vuinerabilkdade no
grupo de pacientes com lesdes mallgnas (“paclentes oncoldgicos podem ser conslderados wIneravels
dewido 3o seu estado pelooitgico”) & del@am claro que ndo willzardo esta vulnerabilldade relafva contra os
Interesses do paricpanie. OF pesquisadores garantam o siglle dos dados que possiplitam a Kentficagio
dios partkdpanies. Os pesquisadores Informaram que ndo ha “rsco previsival pela paiclpagdo na pesquisa
£, por consequencia”, nao ha previsdo de insenizagdo e'ou reparacao de dano”™. Mao foram estabelecidos
CrtSnos para sspensio DU encemamento precoce da pesquisa. Pendénca 15 (giendidal Em resposta de
Z2MIVT 05 pesquisadores INformaram no arquive “comentanos” que *a aplizapio do TCLE serd realzada a
todos o5 padienies que 2 enjuadrem no esiudo & acelbem particlpar da pesquisa. A ootenclo do TCLE
5Er realzada quanda o paclente cOMpancear a0 acompanhaments cinlco”. Pendenda 16 [atenddal Em
resposia de 22110017 o5 pesquisadores Informaram gue os paniclpanies receberdo Informagdo sobre a
pesquisa coma forma de reduzlr ansledade & que s2rdo utllizadas as boas bécnicas & procedimentos de
blosseguranga para reduzir desconforto e rsco duranie os procadimentos de colsta. Penddnela 17
[atendida}- Em resposta de 2210017 os pesquisadones Infommaram que a pesquisa serd realizata duranies
o procedimentss d2 roina acs Quals oE paridpanies & serlam submetidos 2 ndo serdo geradas despesas
extras
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pefo particlpagdo na pesquisa.

Conslderagies sobre os Termos os apressntacio obrgatona:

Foram apresentados a carta o2 envio, a declaragdo dos pesquisadores, 3 avtonzagdo para acessn an
arquivo de fichas 8o Orocentro. Pendencla 16 (alendida)- Em resposta de 2210017 o5 pesquisatores
apresentaram FR ajustada para 45, o NOMero esperado de particpantes. Pandancia 19 (atendida) Em
resposta de 220017 of pesquisadones apresentaram a declaragdo de acesso 2 1S0 do LMSIo sustada.
Pendéncia 20 (aterdlda)- Em resposta o2 2201017 06 pesquisadores aoresentaram a deciaragdo da
Institulgio com a lista completa de pesquisadores (T pesquisadores). Pendéncia 21 (atendidal- Em resposta
de 22/0/17 05 pesguisatores Infomaram que o valor diado no orgamenio presende na PE (RS 500,00), que
GErS Dancato pelis pesquISatonss, serd utlzado para gasios eventusls 2 todo o matanal pars 3 pesquisa &
esta disponivied nos |aborattrios & clinleas onde & posquisa serd reallzada. Pensdncda 22 (atendldal- Em
resposta de 1412117 os pesguisadores apresentaram o modelo ajustado de TCLE: A) (atendida) a
linguagem fol simplificada, mas alnda precisa de simplfcagdo adiconal. B) (atendlda) a descriclo da
meiadologla 3inda & multo ecandmica, mas pelo menos descreve 35 metndologlas de Interesse para o
particlpanie. ) (atendica) a descriglo de rscos e desconfortos fol ajustada a0 par dos Metndos
empregados em cada grupo. D) (atendida) & descrpdo oos beneficlos Tol ajusiada. E) alendlda. A garantia
gz sigha fol 3justada. F) (atendlda) fol Informado que ndo ha previsdo de ressardmento pois a pe6ILIsa SErd
reallzada em sincronla com as atividades de rolina do padients. G) (atendlda) Os ens obrigatérios foram
Incduidos.

Recomendaghes:

RECOMENDACRD 1- ApSs 3 aprovagio do protocnia de pesquisa o6 pesquisadores devem alentar para a
necassidade de emvio de relEitnios pandals de attvidade (no minima um a cada 12 meses) e 0o relabdno final
e atividade (ap tarmino da pesquisa). RECOMENDACAD 2- Reforga-se a necesckate do regisino, na
Torma de Blomeposiitrios ou Slobancos, dos maberials Diolagicos coletados que venham a 527 eslncados
para uso futurn, tanto no progeto Quanio na declarsgao dos pesquisadonzs & oe reglsirar a imtengao no TCLE
Que 5873 3ssinaco pelo panicipante. RECOMENDAGRD 3- Os pesqulsasares devem atentar para a
necassidade de aplicagdo de TCLE para colela de amosiras a serem estocadas em Slobancas &
Blomegosliorios e para a necessidade de aplicagdo de novo TCLE quando da reallzagdo de novas
pesquUSas com o material estocacn. RECOMENDACAD 4- Pesguisas com gentas doados por proflssion as
de salde ainda 530 toleradas em nipdtese peio CER-FOP, mas os pesquisadores devem estar centss de
que esta soluco dista do léeal éfleo de consula dineta ao participante por melo de TCLE espectico da
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piotengdo dos dentes a partr 42 um Slooanco de denies e que estas Oitimas siuagdes deveram ser
escolhidas em subsiihuiglo 3 pimeira. RECOMENDACAD 5- Destaca-s2 que o panecar consubstanclado & o
dgocumenio oficial de aprwagdo do sisiema CERICONEP 2 os cerificados emitdos pela secretana do CEP-
FOP, a peddo, 3pas a aprovacdo final do protocolo, 50 t&m valor simboico & devem ser evitados.
HEI:IIIMEHDAI;“AE- £~ Intercomméncias e eventos adversos devem ser relatados a0 CEP-FOP por meio da
PE. RECOMENDACAD 7- Everiuals mudangas pretentidas no profocolo devem se comunicadas como
emendas ap CEP por meko da PE. HECDHEHDF-.I;AG B~ O parecer do CEP-FOP & forlemente baseado nos
textos do protocolo encaminhado pelos pesquisadores @ pode conter Incluslve frechos ranscritos
Meraimente do projeio cu de outras partes o protocoio. Trata-se, alnda assim, de uma Interpretagdo do
profocolo. C:a350 algum trecho do parecer ndo comesponda a0 que efetivamania fol proposto no protocolo, os
pEEQUEANores devam 52 manfsstar sobre esta @screpancla. A nao manifesiacio dos pesguUisadores serd
Interpretada como concordancia com a fidadignidade do fexto do parecer no tocante & proposta do
protocalo.

Conclusies ou Pendénclas e Lista de Inadequagdes:

W30 ha mais pendencia por resalvar.

Consldaragles Finale a critéro do CEP:

Parecar e aprovagas de Protocois emitido “ad referendum” confome autorzagdo do Combe na reuniao de
DSM04/2017. Serd susmetido para homologacad na reunlao de 2112201 E.

Este parscer fol slaborado baseado nos documeantos abalo relaclonados:

Tipo Cocumenin Angquivn Fostagem ALnor SHuaCa0
IrfonTaghes Dasitas | PO_INFORMACUES. BASICAS DO P | 14122017 ACeln
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Anexo 2 — Tabela 1 - Distribuicdo das amostras por tipo de leséo.

Leucoplasia Leucoplasia . .
Grupo Controle Verrucosa Oral Carcinoma Espinocelular
Proliferativa
NO3 LO4 003 EO4
NO4 LO7 004 EOS
NO7 LO8 005 EO6
NO8 LO9 006 EO7
NO9 L10 008 EO08
N10 L15 009 E10
N11 L16 010 Ell
N12 L17 011 E12
N13 L18 012 E13
N16 L19 014 El4
N17 L20 015 E16
N18 L21 016 E17
N20 L22 017 E19
N21 018 E20
N23 019
020
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Anexo 3 - Gréficos de disperséo das proteinas diferencialmente expressas entre 0s
grupos LO vs CEC.

Mormalized Intensity (log2)

)
~—

Mormalized Intensity {log2)

o

Normalized Intensity (log2)

ARHGDIA
20 , .
18+ :
%]
el e SRR
14 & -
12 T T T T
S e £ &
AZGP1
- | * |
18 .
16+ —#— ':ﬁ:' —*— _;”'_
144 :
12 : T . -
S e & &
ALB
204 ) . \
18+ .
% . - a“.___ o
—H— Tﬁ‘ o Ty T
14 i )
12 T T T T
) G

Mormalized Intensity [log2)

c3

15‘ i "
174 L]
164 . ,
15 T EE' -
wl T v o - i
1= T T T

& 4

CDH1
o 174 1 e i
E 164
Fr ko
B 18 N
5 —EE e S
E o —+
E 134
B 12
i 11 T L] L] L]
& § & &
APOA1

g Eﬂ_ w i
= 18 ' .
2 .
ar - - v
E e . - u
2 . . - _E_
B g TR emae = "
E ) Agadk =
= 12 T T T L




84

CST2

f T T T T T
«© N © W -t L) o~
- - - .~ v - .

APOH

£ £ ¥ & @
(z60y) Apsuaju| pazjewsoN

+=

L
-
-

HBAT

f T T T T
o « w - o~ o
™~ - - - - -

(zBoy) Aysuajul pazijewsoN

MUCsB

g =

-

16+
14
12

(z6o)) Ausuaju) pazjewson

MUC?

18+
16+
14-
12

.
3 F 0
= -*l._. = ﬂu_fu.

L] T L
= o) i = ]
™ - ™ -—

(zlio)) Apsusiu] pazneuwsoy



85

SLPI
8 | .
8
- o
= &
E 184
- I
g 18] . .
N —— = *
TS - = - -=-
g 12 T T T LI

Figura 9 — Gréficos de dispersdo da intensidade normalizada em Log2 das proteinas com diferenca
estatisticamente significante apds pos-teste Tukey’s honestly significant difference (p<0,05), entre o
grupo LO e pacientes com CEC, demarcadas por asteriscos e separadas por perfis distintos onde A)
ARHGDIA, C3 e FGA apresentam um aumento de intensidade crescente do grupo LO até o CEC, B)
AZGP1 e CDH1 apresentam uma diminui¢do do grupo LO até o grupo CEC e C) ALB, APOA1, APOH,
CST2, HBA1, HP, HPX, MUC5B, MUC7, ORML1 e SLPI apresentam padrdes irregulares. A identidade

das proteinas foi associada ao seu respectivo nome do gene.
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Anexo 4 — Comparacao dos grupos LO e LVP com bancos de dados de sobrevida
geral, sobrevida livre de metastase e sobrevida livre de recorréncias.
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COMBINED GENE EXPRESSION
ADJUSTED FOR STAGE
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Figura 10 - A proteina GDR1 humana (gene ARHGDIA) esta presente em dois bancos de dados
diferentes (TCGA e GSE65858). A combinacdo de MSN, HBA1, HPX, MYH9, ORM1, ARHGDIA (baixa
expressdo associada com melhor prognostico; HR=6,49) e CDH1, SLPI, AZGP1, MUC7, PIGR (baixa
expressdo associada com um pior progndstico; HR=0,37) resultou em associa¢cdo com sobrevida com

maior significAncia estatistica.
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Figura 10 - O transcrito MUC5B (p=0,045; HR=0,05), teve a diminuicdo de sua expressdo associada

com piora na sobrevida livre de recorréncias, assim como a combinac¢@o de MSN, A2M e AGT.
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SLPI GENE EXPRESSION
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TAGLN2 GENE EXPRESSION
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Figura 10 - Proteinas diferencialmente abundantes entre 0s grupos, cujos transcritos sdo associados
com sobrevida livre de metastase. O gene presente no grupo (A) CDH1, ao diminuir sua expressao,
tem associacdo com uma pior sobrevida livre de metastase; (B) no transcrito KNG1, a diminui¢éo de
sua expressdo teve associagdo com uma melhor sobrevida livre de metastase. SLPI (p=0,0204;
HR=0,73), SPRR1B (p=3e-04; HR=0,77), TAGLN2 (p=0,0012; HR=0,25), assim como ha associacdo
de todos eles (p=1e-04; HR=0,49) com uma pior sobrevida livre de metéstase. A expressao dos genes

CDH1, MSN e SLPI associou-se com mais de um tipo de sobrevida.
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