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RESUMO

Durante os processos de formacao e progressdo tumoral hd o envolvimento da agéo de células que criam
um microambiente favoravel para o desenvolvimento do cancer. Dentre 0s mecanismos que atuam nes-
ses eventos, encontram-se alterag6es de ritmo circadiano e invasdo perineural. Ambos os eventos foram
descritos, separadamente, como atuantes na agressividade tumoral. E importante identificar eventos re-
lacionados & alteracdo do ritmo circadiano que sdo associados ao cancer que possam impactar direta-
mente na invasao deste tecido no sistema nervoso periférico. Nesse contexto, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a invasao perineural em cancer de cabeca e pescogo, associando a genes relacionados
ao sistema nervoso periférico e ao ritmo circadiano. Os dados demonstram que as vias de “ritmo circa-
diano” e “orienta¢do axdnica” apresentaram-se desreguladas em carcinoma epidermoide de cabeca e
pesco¢o com invasao perineural positiva. As analises da expressao diferencial identificaram que os ge-
nes associados a resposta das células de Schwann em nervos lesados que sdo regulados positivamente
ativam a via do “ritmo circadiano”. Foi identificado correlagcdo negativa entre a expressao e a metilagdo
dos dos genes PER3 e RORC, quando analisados separadamente em ambos grupos tumorais. As corre-
lacOes positivas entre as expressdes de PER2 e RORC, bem como de RORC com os genes MPZ, S100A8
e NUF2, foram identificadas apenas nos grupos de pacientes que ndo apresentaram invasédo perineural.
Os genes do ritmo circadiano estdo desregulados nos tecidos neoplasicos, estando 0s oncogenes com a
expressao aumentada e os supressores de tumor com a expressao diminuida. O aumento da expressao
da proteina mTOR foi identificada nos pacientes que apresentam invaséo perineural. Os dados sugerem
que a desdiferenciagdo e proliferacéo das células de Schwann podem estar associadas a desregulacéo de
genes do ritmo circadiano; consequentemente, as células de Schwann produzem diferentes fatores que
participardo de diversos processos de progressdo tumoral e invasdo dos tecidos adjacentes, incluindo
ativacdo da via mTOR. Esses processos também podem estar envolvidos na invasdo tumoral no tecido
perineural no cancer de cabeca e pescoco.

Palavras-chave: Proliferacdo; Schwann; Progressao tumoral; Metastases.



ABSTRACT

During the processes of tumor formation and progression there is the involvement of the action of cells
that create a favorable microenvironment for cancer development. Among the mechanisms involved in
these events are circadian rhythm alterations and perineural invasion. Both events have been described,
separately, as active in tumor aggressiveness. It is important to identify events related to circadian
rhythm alterations that are associated with cancer that may directly impact the invasion of this tissue
into the peripheral nervous system. The aim of this study was to evaluate perineural invasion in head
and neck cancer, associating it with genes related to the peripheral nervous system and circadian rhythm.
The data showed that the circadian rhythm and axon guidance pathways were deregulated in head and
neck squamous cell carcinoma with positive perineural invasion. Differential expression analyses iden-
tified that genes associated with Schwann cell response in injured nerves that are positively regulated
activate the circadian rhythm pathway. Negative correlation was identified between expression and
methylation of PER3 and RORC genes when analyzed separately in both tumor groups. Positive corre-
lations between expression of PER2 and RORC, as well as of RORC with MPZ, S100A8 and NUF2
genes were identified only in the groups of patients who did not present perineural invasion. Circadian
rhythm genes are dysregulated in neoplastic tissues, with increased expression of oncogenes and de-
creased expression of tumor suppressors. Increased expression of mTOR protein was identified in pa-
tients presenting with perineural invasion. The data suggest that dedifferentiation and proliferation of
Schwann cells may be associated with downregulation of circadian rhythm genes; consequently,
Schwann cells produce different factors that participate in various processes of tumor progression and
invasion of adjacent tissues, including activation of the mTOR pathway. These processes may also be
involved in tumor invasion into the perineural tissue in head and neck cancer.

Keywords: Proliferation; Schwann; Tumor progression; Metastasis.
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INTRODUCAO

A invasdo neoplasica € um evento que envolve agbes de células presentes no
microambiente tumoral, que promovem a sua progressao através da biointeracdo com as células
neoplésicas circundantes (SCULLY, BAGAN; 2009). Quando se trata de uma invasdo
neoplasica num tecido nervoso, as células nervosas constituem o microambiente tumoral
inteiro. Células neoplésicas e células nervosas se associam e, em alguns casos, ha uma perda
completa dos elementos neurais (TANAKA et al., 2011; JOHNSON et al., 2020).

A matriz extracelular desempenha um papel critico no microambiente tumoral. Durante
a formacdo do tumor, as células neoplasicas se ligam a moléculas presentes na matriz
extracelular, o que facilita a comunicacdo com outras células, como neutréfilos, fibroblastos,
macrofagos, linfocitos e células do sistema nervoso periférico (MONTOVANI et al., 2011,
OGATA, 2004). A matriz extracelular é especialmente importante na formacéo e invasdo do
tumor, pois as células respondem e se adaptam ao microambiente local. Isso envolve tanto a
proliferacdo desregulada de células tumorais quanto a modificacdo do ambiente imediato para
favorecer a sobrevivéncia celular, angiogénese e crescimento tumoral. Fatores que podem
degradar a matriz extracelular também facilitam a formacéo e invaséo tumoral (MASCOLO et
al., 2012; UNLEN et al.,2017).

Além da degradacdo da matriz, outro aspecto importante na formacéo e invasdo do
tumor é o processo denominado transicdo epitélio-mesenquimal. A transicdo epitelial-
mesenguimal permite que as células epiteliais dos tumores produzam fatores geralmente
encontrados na matriz extracelular (LO HC; ZANG, 2018). No contexto de uma progressao
tumoral, varios tipos celulares podem contribuir para sua evolucdo, incluindo as células de
Schwann que estdo diretamente associadas com a interacao das células neoplasicas nos nichos
tumorais em que ha presenca de tecido nervoso periférico (ZHOU et al.,2018). Dependendo da
biologia tumoral, as células de Schwann podem participar deste microambiente tumoral.

As células neopléasicas produzem fatores que mimetizam o processo de resposta dos
axonios periféricos a lesdo nervosa (DEBODE et al., 2016; SILVA, 2019). Dessa forma, as
células de Schwann podem se desdiferenciar, migrando para a regido préxima as células
neoplasicas, e, carreando-as para a regido axonal periférica, j& nos estagios iniciais da
carcinogénese. Tais células também degradam matriz extracelular que, por consequéncia,
formam lumens revestidos com laminina, que s&o utilizadas como ductos de migracdo por
células neoplésicas (CLEMENTS, 2017).
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O reldgio circadiano e a resposta a lesdo no sistema nervoso periférico possuem
semelhangas conceituais e moleculares, pois ambos sdo constituidos por processos que
apresentam alcas de regulacéo interligadas e apresentam sequéncias de transcricéo, traducéo,
modificacdo e degradacdo de proteinas (BEM-SHLOMO, 2014). Existem interacdes entre essas
vias e, quando ha uma desregulacdo no ritmo circadiano, ha uma alteracdo nos mecanismos de
controle da resposta a lesdo axonal (BEM-SHLOMO, 2014; MAZZOCCOLLI; PAZINZA,
VINCIGUERRA, 2012). O ritmo circadiano parece coordenar a progressao do reparo axonal
(TIONG et al., 2020). Alteracdes da expressdo dos genes do relégio podem aumentar a
susceptibilidade ao cancer atraves dos efeitos nos mecanismos bioldgicos que regulam o dano
e reparo a0 DNA, o metabolismo energético, crescimento e morte celular em tecidos
neoplasicos (BEM-SHLOMO, 2014; LOWREY; TAAHASHI, 2011). Genes que fazem parte
do mecanismo de regulacéo do ciclo celular ja foram descritos por apresentarem alteracédo em
sua expressdo em pacientes com leucemias associadas a desregulacao de genes do relégio.

Estudos em modelos animais com cancer oral, mostraram que os padrdes de expressdo
para os genes do reldgio apresentaram sua expressdo ritmica alterada no tecido tumoral
(NIRVANI, 2018).

Os estudos anteriores sugerem que os genes do rel6gio desregulam e podem participar
do microambiente tumoral juntamente com as células de Schwann, controlando diversos fatores
que beneficiam as células do cancer. Durante esse processo, as células de Schwann podem se
desdiferenciar e auxiliar no processo de progressao neoplasica (NIRVANI, 2018). Essas células
entdo migram para a regido proxima ao tecido tumoral e auxiliam no desenvolvimento da célula
neoplésica (TIONG et al., 2020, WEBBER, 2011).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CANCER

Céncer é uma doenca complexa, de alta heterogeneidade clinica, morfoldgica e biolo-
gica. E uma doenga que atingiu em 2020 no Brasil 626.030 pessoas. Em homens, os maiores
percentuais de tipos de cancer ocorrem na prostata, célon e reto, pulméo e bronquios e cavidade
oral, respectivamente. Em mulheres, a prevaléncia de cancer é mais alta na mama, colon e reto,
corpo uterino, pulmao e brénquios, e tireoide, respectivamente. Assim, fica claro que o cancer

gue mais atingem os homens € o da prdstata e o das mulheres € o de mama (INCA,2020).

Préstata 65.840 292% Mama feminina 66.280 29,7%
Cdlon e Reto 20540 91% Homens Mulheres Célone Reto 20470 9.2%
Traqueia, Bronquio e Pulméo 17.760 7,9% Colo do ttero 16.710  7,5%
Estémago 13360 59% Traqueia, Brénquio e Pulmado 12440 56%
Cavidade Oral 11.200 50% Glandula Tireoide 11.950 54%
Eséfago 8690 39% Estémago 7870 35%
Bexiga 7.590 3,4% Qvario 6.650 3,0%
Linfoma ndc Hodgkin 6.580 29% Corpo do utero 6540 29%
Laringe 6470 29% Linfoma ndo Hodgkin 5450 2.4%
Leucemias 5920 26% Sistema Nervoso Central 5230 23%

* Numeros arredondados para multiplos de 10

Figura 1- Numero de Casos de Céncer no Brasil de acordo com o INCA em 2020

Cancer de cabeca e pescoco é a sexta neoplasia mais comum do mundo e quando detec-
tada cedo tem uma sobrevida de 75% em 5 anos, mas como uma doenca metastatica, ha um
decréscimo na sobrevida para 35% em 5 anos. E um tipo de cancer que causa mais angustia ao
paciente pois atinge funcdes basicas de sobrevivéncia como engolir e respirar. Tratamentos para
0 cancer de cabeca e pescoco podem envolver cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Apesar da
evolucdo nos tratamentos de quimioterapias, radioterapias e cirurgias, ainda ndo houve mu-
danca nas taxas de mortalidade. (CHIN et al., 2005).

A nivel mundial, de acordo com a International Agency for Research on Cancer, em
2020, o Pais da Papua-Nova Guiné, estava liderando o ranking mundial das taxas de incidéncia
na populacdo acima de 20 anos, com 55,6 individuos com neoplasias da cabega e pescoco por
100 mil habitantes. Além disso, na América do Sul, o Brasil é lider na quantidade de casos de
neoplasia da cavidade oral. Em 2020, ele obteve uma incidéncia de 9744 casos, representando
em torno de 70% da América do Sul. Em contrapartida, o segundo pais no mesmo ranking, a
Argentina, constatou 1304 casos incidentes, ou seja, 9,2% do total de 14043 incidéncias ocor-
ridas no continente Sul-Americano em 2020 (WHO, 2022.).
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2.2. CANCER DE CABECA E PESCOCO

O termo “cancer de cabega e pescoco” se refere as neoplasias malignas do trato aero
digestivo superior, os carcinomas da boca, faringe e laringe. Cada um dos subsitios tem suas
particularidades, sejam elas moleculares, anatdmicas ou funcionais (LAUDA et al., 2019). A
cavidade oral inclui os labios, mucosa bucal, lingua anterior, assoalho da boca, palato duro,
superior e inferior, gengiva e trigono retromolar. A faringe inclui a nasofaringe, orofaringe e
hipofaringe. A laringe inclui a laringe supraglética, laringe glotica (cordas vocais verdadeiras e
anterior e posterior comissuras) e laringe subglotica. A cavidade nasal e 0s seios paranasais
incluem os seios maxilar, etmoide, esfenoide e frontal (CHOW, 2020).

Soft palate
Hard palate
Anterior tongue
Lip

Floor of mouth
Gum

Salivary glands

Lingual tonsils

Hypopharynx

Supraglottis
Larynx

Cricoid cartilage Glottis

Subglottis

Figura 2 - Anatomia da Cabeca e Pescoco.

O céncer de cabeca e pescogo tem uma maior ocorréncia (40%) na cavidade oral (asso-
alho bucal, lingua, base da lingua, palato duro e labios); 15% na faringe (orofaringe, hipofaringe
e nasofaringe); 25% na laringe; e o restante ocorre nas glandulas salivares e tireoide (DA
SILVA et al. 2020.).

O carcinoma de células escamosas a entidade Gnica mais comum no cancer oral, apare-
cendo em qualquer local, embora haja certas areas em que é encontrado com mais frequéncia,
como a lingua e o assoalho da boca. Em pacientes com diagnosticados com tumores em um
estadgio mais avancado, ha uma grande chance de invasdo em tecidos circunvizinhos como lin-
fonodos e metastases distantes com um alto risco de reaparecimento durante a vida do paciente
(NOGUTI et al., 2012).

O carcinoma de células escamosas é o tipo mais frequente de cancer também na cavi-

dade nasal e nos seios paranasais, nessas regides, seguidos de adenocarcinomas e canceres
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mucoepidermoides, indiferenciados e outros tipos menos frequentes. A maioria dos canceres
de nasofaringe é o carcinoma de nasofaringe. O carcinoma se inicia nas células epiteliais, que
revestem a superficie interna e externa do 6rgao. Existem 3 tipos de carcinomas de nasofaringe:
indiferenciado ndo queratinizado, diferenciado ndo queratinizado e de células escamosas que-
ratinizado (ONCOGUIA, 2021).

Esses canceres comegam nas células planas, que normalmente formam o revestimento
da boca e da garganta. Sendo o estagio inicial do cancer de células escamosas o0 carcinoma in
situ. Existem também outros tipos mais raros de cancer nessas regides, que sdo 0s carcinomas
verrucosos, de glandulas salivares menores e os linfomas (ONCOGUIA, 2021).

As glandulas salivares normais sdo constituidas de diferentes tipos de células e os tu-
mores, e 0s canceres derivados sdo classificados de acordo com o grau de diferenciacao de 1-
3, sendo o grau 1 o mais diferenciado e grau 3 0 menos diferenciado. O grau 2 assume a carac-
teristica intermediaria. Os canceres de laringe ou hipofaringe, em sua maioria, desenvolvem-se
a partir das células escamosas do epitélio, ou seja, a camada interna de revestimento dessas duas
estruturas. Esse tipo de cancer é denominado carcinoma ou cancer de células escamosas (ON-
COGUIA, 2021).

Atualmente ¢ indicada a avaliacdo da positividade pelo HPV em céancer de orofaringe
nos tumores de base de lingua e amigdalas, por meio da avaliacdo da proteina p16 por imu-
nohistoquimica, com cut-off de 70% de positividade, difusa, tanto nuclear quanto citoplasma-
tica (LAUDA et al., 2019). O prognostico é mais favoravel para os pacientes com cancer oro-
faringeo HPV-positivo, do que pacientes com doencas HPV-negativas, que muitas vezes sdo
prometidas fisiologicamente pelo tabaco crénico e uso de alcool (CHOW, 2020). Os canceres
HPV-positivos sdo vistos com mais frequéncia em jovens sem histérico de uso de tabaco ou
alcool (ONCOGUIA, 2021).

2.3. ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA

A etiologia tem o intuito de investigar as causas associadas ao surgimento de uma en-
fermidade em um individuo, nesse caso os fenbmenos associados ao surgimento do cancer de
cabeca e pescoco. Sendo assim, destaca-se 0 consumo de alcool e de tabaco como dois dos
principais e mais comuns — associados ao cancer de cabeca e pescoco, em especial quando se
aborda o cancer da cavidade oral e o da hipofaringe. Tem-se a sapiéncia que etilistas que tam-
bém sdo tabagistas tém maior potencial de desenvolver esses tipos de canceres em comparagdo

ao grupo que € so etilista ou so6 tabagista (NCI, 2017).
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H& um maior predominio em homens com mais de 40 anos que, principalmente, fazem
0 uso excessivo de bebida alcoodlica e cigarro. Em 2020, no Brasil, ocorreram, em homens,
11200 novos casos de cancer na cavidade oral e 6470 casos na laringe. Juntos, esses dois tipos
de cancer de cabeca e pescogo representam quase 8% de todas as neoplasias, exceto pele nao
melanoma (INCA, 2021.). Em relacdo as mulheres, o cancer da glandula tireoide, por exemplo,
apresenta quase a mesma quantidade dos canceres da cavidade oral que afetaram os homens,
em torno de 11950. Por fim, em 2019, o cancer da cavidade oral em homens, ocupava a oitava
posicdo em numero de ébitos por neoplasias no Brasil, cerca de 5120 (4,2%) (INCA, 2021.).

Ademais, associa-se fatores associados a atividade ocupacional do individuo com o de-
senvolvimento de cancer de cabeca e pescoco, um exemplo € a serragem que é inalada por
madeireiros em sua rotina do trabalho que é intimamente associada ao desenvolvimento de
cancer de nasofaringe. Atividades profissionais exercidas na égide industrial, onde ha exposicédo
a diversos compostos como: amianto, fibras sintéticas, p6 de metal e niquel, por exemplo, estdo
associados em algum grau com desenvolvimento de cancer da nasofaringe e da caixa vocal
(NCI, 2017).

Ainda, a infeccdo pelo HPV (sigla em inglés para Papilomavirus Humano) esta intima-
mente associada com o desenvolvimento de canceres de orofaringe que afetam a base da lingua
e aregido das amigdalas. A prevaléncia desses tipos de canceres com o HPV aumenta de forma
progressiva, enquanto outros agentes causadores desses mesmos diminuem, sendo cerca de
75% dos casos associados ao HPV (NCI, 2017). Temos, como demais agentes etiologicos para
0 cancer de cabeca e pescoco, a exposicao a radiacdo e a infeccdo pelo virus Epstein-Barr sendo
esses associados principalmente aos respectivos tipos de canceres: cancer de glandulas salivares
e cancer de nasofaringe (NCI, 2017).

Por fim, no estado de Alagoas, os canceres de laringe, tireoide e cavidade oral se desta-
cam entre os canceres de cabeca e pescoco. Totalizando, no ano de 2020, 380 casos. No cancer
de cavidade oral os homens sdo cerca de 80% mais atingidos do que as mulheres, ja no de
tiredide as mulheres sdo 5 vezes mais susceptiveis do que os homens e no que é relativo ao
cancer de laringe os homens lideram com 100% dos casos, ja que no sistema ndo ha dado algum
sobre as mulheres (INCA, 2021.).

2.4, DIAGNOSTICO
A maioria dos casos de Cancer de cabeca e pescogo € diagnosticada em estagios avan-
cados, quando o tratamento médico € menos eficaz e o tratamento cirlrgico compromete 0s

0rgdos necessarios para a fala e a degluticdo (HASHIM et al., 2019). Para individuos em paises
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com acesso limitado a centros de saude terciarios, as taxas de sobrevivéncia sdo de 30% a 40%
(NANDAKUMAR, 2016; PRUEGSANUSAK et al., 2012) em comparagdo com aproximada-
mente dois tercos de sobrevivéncia nos Estados Unidos (HASHIM et al., 2019).

A avaliacdo inicial de um paciente com suspeita de cancer de cabeca e pescoco pode ser
bem direta. Uma historia completa deve ser extraida, com foco nos principais fatores de risco,
como uso de alcool, tabaco, dieta e higiene oral. Deve ser realizada uma inspe¢do minuciosa
para detectar lesbes com potencial para evolucdo maligna (CAMPANA et al., 2013).

O diagndstico definitivo de carcinoma invasivo € dado atraves da bidpsia cirdrgica, que
representa 0 método mais confiavel de diagnostico, pois fornece ao patologista toda a arquite-
tura do tecido necessaria (CAMPANA et al., 2013). Tendo o diagnéstico de carcinoma invasivo
se faz necessaria uma avaliacdo completa para determinar a extensao do tumor. Uma forma de
se aprofundar a procura é através da fluorescéncia que pode ajudar na detec¢do de mudancas
pré-malignas e determinacgdo da extensdo da mucosa patoldgica (UPILE et al., 2009).

Com a obtencéo do diagndstico definitivo, exames de imagem se tornam essenciais para
0 estadiamento do tumor e avaliacdo de metastases. Tomografia computadorizada (TC) com
administracdo de contraste intravenoso oferece uma avaliacéo inicial do envolvimento de teci-
dos moles, o0ssos e mucosa (CAMPANA et al., 2013). Caso haja davida em relacdo ao envol-
vimento profundo de tecidos moles, nervos ou musculo, o estudo com ressonancia nuclear mag-
nética (RNM) se faz necessério (GENDEN et al., 2010).

Considerando a baixa sobrevida de cancer de cabeca e pesco¢o em estagio avancado, a
reducdo de comportamentos de risco e a deteccdo precoce de cancer de cabeca e pescoco sao
fundamentais para reduzir a incidéncia, o custo e a mortalidade. Assim, a prevengéo deste can-
cer deve ter como objetivo melhorar dois dominios fundamentais do atendimento ao paciente:
reducdo do comportamento de risco para diminuir a incidéncia de cancer de cabeca e pesco¢o
(prevencao primaria) e acuracia e precisdo da deteccdo diagndstica precoce (prevencdo secun-

daria).

25. TRATAMENTO

Na abordagem do paciente com carcinoma de cabega e pescoco de células escamosas, é
fundamental levar em consideracéo: fatores relacionados ao paciente; fatores relacionados ao
tumor e fatores relacionados a instituicdo (CHAVES et al., 2018). Considerando os carcinomas
de células escamosas da boca, orofaringe, hipofaringe, laringe e nasofaringe podem-se avaliar

o tratamento conforme citado abaixo.



19

O céncer de cabega e pescogo é classificado em 4 estadios conforme imagem abaixo:

DES!

Estadio | Tumor < 2 cm confinado a glandula tireoide.

Estadio Il Tumor > 2 cm confinado a glandula tireoide.

Estadio Il Tumor que invade 6rgaos vizinhos ou linfonodos de regido cervical.
Estadio IV Tumor comprometendo 6rgdos mais distantes, como pulmdes e 0ssos.

Figura 3 - Estadiamento do Céncer de Cabeca e Pescoco

2.5.1. Tratamento da doenga inicial

Nos canceres cujo sitio é a cavidade oral de estadiamento T1 e T2 é recomendado o
tratamento cirargico, bem como nos de orofaringe, apesar de que quanto ao ultimo, tanto a
cirurgia quanto a radioterapia (RT) oferecem condigfes semelhantes para o controle regional.
Nos tumores mais avangados (T3 e T4) de ambos os sitios, ha preocupacdo a respeito da indi-
cacdo cirargica em funcdo das alteracfes anatbmicas e funcionais impostas pela cirurgia. No
cancer de laringe também esté indicada a cirurgia conservadora ou a radioterapia; ja no de hi-
pofaringe, a abordagem cirurgica esté indicada para tumores extensos e com invaséo laringea
concomitante ao acometimento da hipofaringe (seio piriforme ipsilateral a lesdo laringea),
sendo a faringolaringectomia, o tratamento de escolha (CHAVES et al., 2018).

Os critérios para indicar radioterapia e ou quimioterapia adjuvante a cirurgia sdo: asso-
cia-se radioterapia adjuvante nos casos com infiltracdo perineural, embolizacdo vascular ou
metéstases cervicais sem comprometimento extracapsular, ou quimiorradioterapia adjuvante
nos casos em que haja margens positivas ou extravasamento extracapsular da doenca nodal
(BERNIER et al., 2004; BERNIER et al., 2005).

2.5.2. Tratamento da doenca localmente avangada ressecével (T3 ou T4A)

No céancer de cavidade oral esté indicado cirurgia radical com esvaziamento cervical uni
ou bilateral seguida de a radioterapia ou quimiorradioterapia adjuvante, ja no de orofaringe, a
cirurgia ou quimiorradioterapia concomitante podem ser realizados. Nos tumores T3 da laringe
é importante a avaliacdo da possibilidade da preservacao do 6rgao, ja nos tumores T4 é indicada
laringectomia total seguida de a radioterapia ou radioquimioterapia adjuvante; os tumores de
hipofaringe tem as mesmas indicagdes, sendo que nos tumores T4 a faringolaringectomia deve
ser feita com esvaziamento cervical (CHAVES et al., 2018).

Deve-se associar a radioterapia adjuvante nos casos com infiltragdo perineural, emboli-

zacdo vascular ou metastases cervicais sem comprometimento extracapsular, ou
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quimiorradioterapia adjuvante nos casos em que haja margens positivas ou extravasamento ex-
tracapsular da doenga nodal (BERNIER et al., 2004; BERNIER et al., 2005). Nos casos que é
feita abordagem do pescoco em pacientes que se apresentam com doenca cervical que foram
submetidos a tratamento nao cirdrgico, o tratamento-padréo seria 0 esvaziamento cervical pro-
gramado, porém estudos atuais demonstram que pacientes ndo precisam ser submetidos a esva-
ziamento cervical programado ap6s quimio e radioterapia se PET CT negativo (exame realizado
na semana 12 ap6s término da radioterapia) (MEHANNA et al., 2016).

2.5.3. Tratamento da doenca localmente avancada irressecavel

Os tumores irressecaveis de laringe, cavidade oral, hipofaringe e orofaringe podem ser
abordados por quimioterapia concomitante a radioterapia com cisplatina 100 mg/m? (trata-
mento padrdo); para pacientes com contraindicacdo ao uso da cisplatina: pode ser indicado o

uso de a radioterapia associada a cetuximabe (CHAVES et al., 2018).

2.5.4. Tratamento da doenca recidivada e/ou metastatica

Se 0 paciente apresenta recidiva local ou regional, o tratamento de escolha, se factivel,
é a cirurgia de resgate; se irressecavel, a opgdo terapéutica deve ser personalizada, sendo pos-
sivel: reirradiacdo para casos selecionados, quimioterapia paliativa ou cuidados paliativos. Nos
casos que € indicado tratamento sistémico, os principais objetivos sdo controlar os sintomas,

melhorar a qualidade de vida e a sobrevida livre de doenca (CHAVES et al., 2018).

2.6. CELULAS DE SCHWANN

As células de Schwann apresentam uma diversidade de fungdes, que inclui sobrevivén-
cia neural durante o desenvolvimento, remodelacéo e orientacdo neural ap6s uma lesdo trauma-
tica. Essa multifuncionalidade pode estar associada a capacidade de diferenciacdo em diferentes
fendtipos (DEBORDE et al., 2016). Sao precursores de diferentes tipos celulares, como fi-
broblastos, melandcitos, neurdnios, ganglios parassimpaticos. Por esse motivo, sdo extrema-
mente importantes para regeneragédo e desenvolvimento do sistema nervoso central (MARTYN
etal., 2019).

Sendo possivel que esse comportamento contribua para a invasao e para o desenvolvi-
mento do cancer. Ja foram observadas células de Schwann em areas tumorais antes do inicio da
invasdo e se acredita que tais células sejam capazes de guiar células cancerigenas até neurites

por meio de saliéncias (DEBORDE et al., 2016). Além disso, a morte das células de Schwann
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apos a radioterapia foi associada a deficiéncia na invaséo perineural, 0 que sugere a importancia
direta dessas células no desenvolvimento tumoral (MARTYN et al., 2019).

A participacdo das céelulas de Schwann no reparo de leses nervosas e conducédo da ori-
entacdo do crescimento axonal mostra suas diferencas funcionais com os oligodendrdécitos, no
sistema nervoso. As células de Schwann sdo popularmente descritas como unidades celulares
da neuroglia, presentes no sistema nervoso periférico e amplamente conhecidas pela capacidade
de formar mielina, uma camada lipoproteica que promove o isolamento elétrico do axonio e,
por consequéncia, 0 aumento da velocidade no impulso nervoso conhecido como o fenémeno
de conducao saltatéria (RAASAKKA et al., 2019; EL SOURY et al., 2018). Existem diversos
subtipos derivados da crista neural, incluindo celulas satélites dos ganglios da raiz dorsal e
ganglios autondmicos, as células de Schwann perisinapticas da juncdo neuromuscular e as cé-
lulas de Schwann ndo formadoras de mielina que envolvem as fibras mielinizadas do sistema
nervoso periférico (TRICAUD, 2019; FLEDRICH et al., 2018). Tais subtipos derivados da
crista neural sdo diferenciados através da expressdo do fator de transcri¢do Sox-10, o principal
marcador de células da crista neural (SAKAUE; ENGLAND, 2015; ROSS; PAWLINA, 2016).
A bainha de mielina é, possivelmente, uma adaptacéo evolutiva dos seres vertebrados que per-
mitiu um desenvolvimento mais complexo dos sistemas nervosos (JESSEN; MIRSKY;
LLOYD, 2015). Durante a produgéo do complexo lipoproteico de mielina, fendmeno conhecido
como mielinizacdo, as células de Schwann envolvem um segmento do axénio, inicialmente
num sulco periférico da membrana; posteriormente, conforme progressdo no envolvimento
do segmento axonal, ocorre a polarizacdo em dois dominios membranosos: abaxdnico (do-
minio exposto ao endoneuro) e adaxénico (dominio exposto ao axdnio); um terceiro dominio
membranoso é criado ap6s o completo envolvimento do segmento axonal: 0 mesaxdnio, uma

dupla membrana que abrange e liga as membranas adax6nica e abaxonica

2.7. INVASAO PERINEURAL

Invasdo Perineural € a presenca de células neoplésicas junto a nervos e espagos epineu-
rais, perineurais e endoneurais na bainha neuronal. Tem se visto em inimeros tipos de cancer
incluindo o cancer de cabeca e pescoco e esta relacional com recorréncia do cancer e ao prog-
nostico ruim (ZHANG, J. et al., 2020). As caracteristicas relacionadas a invaséo perineural
continua incertas de acordo com a literatura, variando entre 5.2 a 90% em estudos anteriores.
(ZHANG, Z. et al., 2019).

Héa quatro formas basicas de um tumor se disseminar: através da invasdo direta do tecido

circundante, da via linfatica, da via hematogénica ou da disseminagéo pelos nervos. Essa ultima,
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a invasdo perineural (PNI), ainda é pouco compreendida, apesar da sua provavel associagcdo
com os piores desfechos clinicos dos pacientes com cancer de cabeca e pescoco (ZHANG et
al., 2019). A invasdo perineural caracteriza-se por ser um achado histolégico de infiltracdo de
células tumorais, o que € diferente da disseminacdo tumoral perineural (PNTS). PNTS trata-se
do envolvimento macroscopico ao longo do nervo, podendo ser observado radiologicamente
(BAKST et al., 2019).
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Figura 4 — Representacdo Esquematica da Invasdo Neural.

H& um certo tempo, pensava-se que o PNI era resultado de uma extensdo da metastase
linfatica. Atualmente, sabe-se que, na verdade, € um processo molecular que esté relacionado
com a interagao entre o cancer e o nervo. E possivel que as células de suporte dos nervos peri-
féricos interajam com o tumor e contribuam para invaséo ao longo dos nervos (BAKST et al.,
2019). Evidéncias sugerem a existéncia de interacBes paracrinas entre 0s neurénios e o cancer,
que proporcionam um ambiente propicio para o crescimento tumoral (MARCHESSI et al.,
2010).

Nesse processo, destaca-se a importancia de quimiocinas como a neurotactina
(CX3CL1), que séo secretadas pelos neurdnios e se ligam ao receptor CX3CR1 e as glicopro-
teinas ligadas a membrana (SIGLEC-4a) presentes em células tumorais. Tais moléculas permi-
tem a aderéncia entre as células tumorais e neurais e a infiltragdo no espacgo perineural. Ao
mesmo tempo, neurotopinas sao secretadas pelos neurdnios e pelas células tumorais, permitindo
a sobrevivéncia e o crescimento de células cancerigenas (MARCHESSI et al., 2010).

A avaliacdo histoldgica apresenta diferentes padrdes. O tecido que compde a bainha do
nervo tem 3 camadas (de dentro para fora): o endoneuro (responsavel por envolver fibras ner-
vosas individuais), o perineuro (formado por células endoteliais que circundam os fasciculos
nervosos individuais) e o epineuro (forma nervos maiores a partir da unido de fasciculos ner-

v0s0s). Assim, a invasao pode ser ao redor ou atraves dos nervos periféricos. Quando ha o



23

envolvimento do endoneuro, costuma-se usar o termo invasdo intraneural (BAKST et al.,
2019).

Um estudo feito a partir de dados coletados do The Cancer Genome Atlas (TCGA) em
marc¢o de 2017, mostrou que, dentre os 319 pacientes analisados, PNI estava presente em 144
pacientes (cerca de 45% dos casos). A sobrevida global foi inversamente associada ao PNI,
sendo a invasdo perineural significativa para aqueles pacientes em estagios patologicos mais
avancados (I11 e 1V) e ndo significativa para os estagios iniciais. Fatores como sexo, idade,
historia de etilismo e tabagismo nédo apresentaram risco para o desenvolvimento de PNI. Por
outro lado, a presenca de invasdo linfovascular, pacientes HPV-positivos, pacientes com cate-
goria T ou N tiveram maior risco de PNI. O cancer oral de lingua foi, ainda, mais suscetivel ao
desenvolvimento de PNI do que o cancer em areas como base da lingua e amigdalas (ZHANG
etal., 2019).
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3. JUSTIFICATIVA

O carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco (CECP), também denominado carcinoma
de células escamosas ou carcinoma espinocelular, € um grave problema de satde publica em
diversos paises do mundo, sendo responsavel por mais de 90% de todas as neoplasias orais
malignas, especialmente o carcinoma epidermdide de boca (CEB). Acomete, com maior fre-
quéncia, individuos do género masculino, com idade superior a 60 anos, associado a habitos
tabagista e/ou etilista. No Brasil ha uma tendéncia para um aumento nas taxas de incidéncia e
mortalidade por cancer de cabeca e pesco¢o, com um impacto desfavoravel na sobrevida e qua-
lidade de vida dos individuos acometidos pela doenca. As estimativas, para o Brasil, no ano de
2022, sdo de 11.200 casos novos de cancer da cavidade oral em homens, e 3.500 em mulheres.
Essas taxas correspondem a um risco estimado de 11,54 casos novos a cada 100 mil homens e
3,92 a cada 100 mil mulheres.

Metastases representam um papel critico para o prognostico e sobrevida de individuos
acometidos pelo CEB. No processo de metastatizacdo dessa neoplasia, superexpressao de genes
relacionados a degradacdo da membrana basal e perda da adesdo celular podem contribuir para
a invasividade das células neoplésicas. O envolvimento dos genes Clock no processo de desdi-
ferenciacdo das células neoplésicas tem relevante importancia no processo de invasdo e metés-
tases. A implicacdo da expressdo alterada dos genes Clock no prognostico de individuos com
cancer de cabeca e pescoco ainda é controversa. A relacdo da expressao aumentada dessas pro-
teinas, juntamente com alteraces de genes do ritmo circadiano, tem sido associada com maior
risco de metastases linfonodais, o que pode conferir pior prognostico.

O termo “ritmo circadiano” (do Latim circa diem que significa “cerca de um dia”) foi
criado por Halberg para descrever oscilagfes enddgenas em organismos, que foram assim clas-
sificadas por conter um periodo aproximado ao da rotacdo diaria do planeta Terra. Esse pro-
cesso de rotacdo da Terra ao redor de seu proprio eixo gera ciclos de claro e escuro, e afeta a
fisiologia da maioria dos organismos vivos. Uma das caracteristicas dos relégios circadianos é
a capacidade de serem sincronizados por estimulos externos, mantendo, entretanto, as oscila-
¢cBes mesmo na auséncia desses estimulos, ou seja, sdo autossustentaveis.

O relogio circadiano e o ciclo celular possuem semelhancas conceituais e moleculares,
pois ambos séo constituidos por processos que apresentam algas de regulacéo interligadas e
apresentam sequéncias de transcricao, traducdo, modificacdo e degradacgdo de proteinas. Exis-
tem interacGes entre esses dois ciclos e, quando ha uma desregulagdo no ritmo circadiano, ha

uma alteracdo no ciclo celular. Varios estudos in vivo apoiam 0 conceito de que o ritmo
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circadiano coordena a progressdo do ciclo celular. Estudos experimentais e clinicos sugerem
uma coordenacao circadiana das células que progridem através do ciclo celular. Esse fato pode
ser observado a partir de algumas caracteristicas importantes, como mutacdes em genes circa-
dianos que estdo associadas a taxas alteradas da progressdo do cancer, niveis de expressao de
genes do relégio e proteinas que estdo alteradas em células tumorais.

AlteracBes da expressdo dos genes do relégio podem aumentar a susceptibilidade ao
cancer através dos efeitos nos mecanismos biologicos que regulam o dano e reparo ao DNA, o
metabolismo energético, crescimento e morte celular em tecidos neoplasicos. Genes que fazem
parte do mecanismo de regulacéo do ciclo celular, como Myc, p53, Cyclin D1 e Weel, ja foram
descritos por apresentarem alteracdo em sua expressao em pacientes com leucemias associadas
a desregulacédo de genes do relogio. Estudos em modelos animais com cancer oral, mostraram
que os padrdes de expresséo para os genes do relogio Perl, Per2, Rev-Erba, Bmall e Cry1, bem
como os genes Weel, Dbp e p21, apresentaram sua expressao ritmica alterada no tecido tumo-
ral.

Essas alteracbes podem acelerar o desenvolvimento de tumores. Modelos animais de

carcinoma ou sarcoma mostraram um aumento do crescimento tumoral e diminuic¢do do tempo
de sobrevida quando expostos a ciclos com fotoperiodos alternados (claro/escuro — 14:10 h ou
10:14 h) em comparagdo com animais que permaneceram com o ciclo constante de 12:12 horas.
O que indica que a alternancia entre diferentes regimes de iluminacéo, que sabidamente altera
o ritmo de atividade e repouso, agravando o progndéstico dos animais com essas lesdes.
As taxas de sobrevida para uma variedade de tumores malignos sdo relativamente menores
quando ha invasdo perineural, fendbmeno que influencia diretamente na qualidade de vida do
paciente, promovendo paralisia, dores entre outros fatores determinantes na morbidade. Sabe-
se que a invasao perineural esta associada a multiplos tipos de processos neoplasicos, sendo um
importante sinal de metastase e invasao tumoral. Apesar da clara compreensdo do conceito de
invasdo perineural, a vias moleculares envolvidas com o fendbmeno e 0 mecanismo da expressao
dos fen6tipos moveis e invasivos ainda estdo sendo investigados, sendo uma etapa essencial
para idealizacdo de estratégias terapéuticas mais eficazes.

A invasdo neoplasica é um evento que envolve agdo de células presentes no microam-
biente tumoral, que promovem a progressdo tumoral atraves da biointeracdo com as células
neoplésicas circundantes. Quando se trata de uma invasdo neoplasica num tecido nervoso, as
células nervosas constituem o microambiente tumoral inteiro. Células neoplasicas e células ner-
vosas se associam e, em alguns casos, ha uma perda completa dos elementos neurais. No con-

texto de uma progressdo tumoral, apesar de varios tipos celulares nervosos poderem contribuir
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para sua evolugdo, as células de Schwann estdo diretamente associadas com a interagdo das
células neoplésicas nos nichos tumorais em que ha presenca de tecido nervoso periférico.

A plasticidade das células de Schwann exerce uma forte influéncia no desenvolvimento
de diversas doencas humanas, por exemplo hanseniase e neurofibromatose. As maltiplas fun-
cOes das células de Schwann sdo atribuidas pela sua capacidade de desdiferenciagdo e redife-
renciacdo, a exemplo da atuacdo durante o reparo da lesdo nervosa periférica. As células de
Schwann também degradam matriz extracelular que, por consequéncia, formam limens reves-
tidos com laminina, que séo utilizadas como ductos de migracdo por células neoplasicas.

As células de Schwann atuam em varios processos durante a cancerizacao. As células neopla-
sicas parecem produzir fatores que mimetizam o processo de resposta dos axénios periféricos
a lesdo, e essa resposta tem sido associada a alteracdo do ritmo circadiano. Dessa forma, as
células de Schwann podem se desdiferenciar, migrando para a regido préxima as células neo-
plasicas e, estas sendo carreadas para a regido perineural, ja nos estagios iniciais da carcinogé-
nese. Dados ainda ndo publicados do nosso estudo monstrou que a melatonina tem um papel
importante em processos de morte e motilidade celular, por inibir a migracdo, diminuir prolife-
racdo e induzir a apoptose em células neoplasicas da linhagem bucal (SCC9). Além disso, as
células tratadas com melatonina induziram a producdo de mRNA de genes do ritmo circadiano,
tais como Perl, Per2 e Per3, considerados genes supressores de tumor. Como supracitado, um
estudo em andlise do nosso laboratério identificou que os CEBs que possuem invasdo perineural
diminuem a expressao dos genes do ritmo e induzem a diminuicdo da expressdo das proteinas
SLIT2 e ROBO2, responsaveis pela migracdo das células de Schwann, indicando que ha uma
correlacdo entre alteracdo dos genes do ritmo circadiano e a desdiferenciacdo das células de
Schwann. Nesse aspecto, o presente estudo é o primeiro a associar ritmo circadiano e invasdo

perineural, podendo impactar os estudos posteriores acerca deste tipo de tumor.
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4. OBJETIVOS

4.1.

4.2.

OBJETIVO GERAL

Associar ritmo circadiano e invasao perineural em amostras de carcinoma epidermoide

de cabeca e pescoco (CECP) utilizando ferramentas de Bioinformatica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar os genes diferencialmente expressos no CECP;

Analisar as vias moleculares associadas aos genes diferencialmente expressos;
Associar os genes diferencialmente expressos a lista de genes do ritmo circadiano;
Associar os genes diferencialmente expressos a lista de genes associados as células de
Schwann na resposta a lesdo no sistema nervoso periférico;

Correlacionar os achados génicos a mutacdo, metilacdo e sobrevida nos pacientes com

CEP.
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5. MATERIAIS E METODOS

51. COLETADE LISTA DE GENES

A coleta da lista de genes foi realizada utilizando o Entrez Gene do NCBI
(www.nchi.nlm.nih.gov/gene/) e GeneCards (https://www.genecards.org/), usando os identifi-
cadores para 0s genes associados ao ritmo circadiano e resposta das células de Schwann em
nervos lesados, separadamente. A lista de genes e a analise de genes expressos diferencialmente
(DEGs) foram combinados e identificados com um Interactivenn (http://www.interacti-

venn.net/).

52. RNA-SEQ E DADOS DE INFORMACOES CLINICAS DO ATLAS DO GE-
NOMA DO CANCER (TCGA)

O TCGAbiolinks que é um software pertencente ao repositério Bioconductor, para a
linguagem R (http://bioconductor.org/packages/release/bioc/ntml/TCGAbiolinks.html) foi uti-
lizado para realizar o download dos dados gendémicos e clinicos de tecidos tumorais hormais e
tecidos neoplasicos presentes no banco de dados do The Cancer Genome Atlas (TCGA). O tipo
de céancer selecionado foi o carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (HNSC). Os
valores significativos utilizados como critério foram considerados como valor de p ajustado <
0,05 e logaritmos > 1 (19,20).

As andlises da Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) estavam disponi-
veis no banco de dados Pathfinder (pacote do software R) e DAVID (https://david.ncifcrf.gov/),
recursos de dados composto por uma base de conhecimento de biologia integrada e ferramentas
de analise para extrair informacdes bioldgicas significativas de grandes quantidades de genes e

cole¢des de proteinas. O valor de p < 0,05 foi definido como critério de corte (21).

5.3. ANALISES DE EXPRESSAO DE CANCER DE CABECA E PESCOCO

Varios outros recursos da web foram usados como fonte de informacgdes, enquanto al-
guns outros foram usados como ferramentas de andlise para estudos de expressdo do cancer de
cabeca e pescoco. As analises de metilacdo foram realizadas usando o conjunto de dados ME-
XPRESS (https://mexpress.be/?ref=labworm), consistindo em dados de metilacdo do DNA
(Illumina Infinium Human Methylation 450 K Bead array, Illumina, EUA) e o valor f, foi con-
siderado significativamente hipermetilado somente se o valor foi encontrado em mais de 5%
dos tumores. As andlises da alteracdo do numero de cdpias e sobrevida associada foram reali-

zadas no portal cBio Cancer Genomics (http://cbioportal.org). A analise de sobrevida dos dados
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do TCGA foi confirmada utilizando o banco de dados do Prediction of clinical outcomes from
genomics (PRECOG). Os gréficos de Kaplan-Meier foram desenhados usando 0 PRECOG para
explorar a associacdo entre o resultado clinico e a expressdo génica e para visualizar as diferen-

c¢as no tempo de sobrevida dos pacientes.
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6. RESULTADOS

6.1. GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS (DEGS), ENRIQUECIMENTO
DA ONTOLOGIA GENICA E CLASSIFICACAO FUNCIONAL

Inicialmente, os dados de expressdo génica pertencentes a espécimes de carcinoma de
células escamosas de cabega e pescogo foram obtidos do banco de dados do TCGA; esses dados
foram pré-processados usando métodos padrdo. Realizamos uma andlise de genes diferencial-
mente expressos (DEG) em amostras negativas e positivas de invasdo perineural, ambas com-
paradas ao tecido normal. Em seguida, foi realizada a analise de enriquecimento via sub-redes
ativas, identificando vias de sinalizacdo em redes de interagdo proteina-proteina usando o pa-
cote Pathfinder. Ciclo celular, replicacdo do DNA, via da anemia de Fanconi, via de sinalizacédo
Ras, via de sinalizacdo ErbB, via de sinalizacdo MAPK, senescéncia celular, via de sinalizacdo
do célcio, adesédo focal, ritmo circadiano e vias de orientagdo axdnica foram observadas em
amostras positivas de invaséo perineural. Ciclo celular, Adesdo focal, Interagdo ECM-receptor,
Proteoglicanos no cancer, Invasao bacteriana de células epiteliais, Regulacédo do citoesqueleto
de actina, Via da anemia de Fanconi, Senescéncia celular, Cancer de pulméo de pequenas ce-
lulas, Maturacéo de o6citos mediada por progesterona, Carcinogénese viral, Via de sinalizacdo
Rapl, Diferenciacdo de osteoclastos, meiose de odcitos, orientacao de ax6nios e ritmo circadi-

ano foram identificadas em amostras teciduais negativas para a invaséo perineural (Figura 1).
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Figura 5 - Principais vias moleculares identificadas nas andlises do Pathfinder relacionadas & invaséo perineural
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Uma vez que o foco do estudo foi avaliar as DEGs em amostras de carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescoco de invasao perineural negativa e positiva, realizamos uma coleta
de lista de genes usando o Entrez Gene do NCBI e GeneCards, que foram usados como identi-
ficadores para os genes associados a “resposta das células de Schwann em nervos lesados”.
Analisando os genes que exclusivamente estavam associados a invasao perineural, foram iden-
tificados que os genes NTRK1, NDRG1, CNTNAP1, NRG1, EGFR, GJAL, IFNG, TH, NINJ2,
ITGB4, TUBB3, CDH2, CDKN2A, PRNP, PDGFRB, HTRAL, SNAP25, SPP1, CXCL10,
POU3F1, MYO5A, SEMA3A , TYMP, CCL5, RTN4R, IL2RA, CNTNAP2, SIGMAR1, PRF1,
KRT14, MSN, PTPRZ1, ITPR3, MKI167, IRS1, TUBB, BRIP1, HOXAL, SERPINE2, F2R, TGFA,
TFRC e KRT5 tiveram a expressdo aumentada em amostras teciduais positivos para a invasao
perineural; enquanto MPZ, GJB1, IL6, EGR2, S100B, NTF3, PLP1, IGF1, FGF2, CCL2,
ACHE, AQP4, EGF, EDNRB, MYOC, EGRL1, FOS, BCL2, ATP1A3, RAPSN, NOS1, NTRK3,
DMD, MB, S100A1, CD36, CD34, MITF, AQP1, NR4A2, SELE, ADCYAP1, ERBB4, TRIMZ2,
FGF1, MEF2C, NTN1, FGFR2, FABP7, TGFB2, CXCL12, TYRP1, ATP1A2, GFRAL, ADCY6,
INSR, PLA2G2A, CADM1, GLUL, SPTBN4 , LIFR, ATF3, CADM3, HBEGF, PLCBL,
CAMK2B, TFF3, IL6ST, NFIC, CAV3, PGR, SLIT2, TXLNB e CTSF foram regulados negati-
vamente. Da mesma forma, realizamos analise de nos tecidos neoplasicos negativos para a in-
vasao perineural e observamos que apenas o gene TRPAL estava aumentado positivamente.
Nenhum gene foi identificado com a expressdo diminuida nas amostras de tecido neoplésico

negativo para a invasao perineural (Figura 2).

969

Figura 6- — Interseccdo dos genes associados a resposta das células de Schwann a lesdo do sistema nervoso
periférico e a expresséo diferencial dos genes do carcinoma epidermdide de cabeca e pescogo.
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A andlise do bando de dados do David foi utilizada a fim de entender quais as vias
bioldgicas estdo associadas aos genes da lista que foram combinados com as DEGs. Jungdo de
adesdo, via de sinalizacdo PI3K-Akt, Glioma, resisténcia ao inibidor de tirosina quinase EGFR,
Vias no cancer, Regulacéo do citoesqueleto de actina, via de sinalizacao de calcio, via de sina-
lizacdo de estrogénio e doenga associado ao Prion foram associadas as combinacfes para as
DEGs com expressao aumentada. Ja as vias de inativacdo da sintese do paratorménio, via de
sinalizacdo MAPK, sinalizacdo do calcio, sinalizacdo do AGE-RAGE em complicacGes diabé-
ticas, resisténcia ao inibidor da tirosina quinase EGFR, secre¢do de insulina, via de sinalizacédo
Rapl e ritmo circadiano foram associadas a combinacdo da lista de genes e as DEGs com ex-

pressdes diminuidas nos tecidos positivos para a invasao.

6.2. ANALISE DE GENES ENVOLVIDOS NA DESDIFERENCIAQAO DE CELU-
LAS DE SCHWANN

As células de Schwann produzem proteinas de manutencdo da diferenciacdo celular
(SOX10, EGR2, MBP, ROBO1, ROBO2, SLIT2 e MPZ) que, apos lesdo do sistema nervoso
periférico, diminuem sua expressdo, provocando a desdiferenciagdo celular. Imediatamente
apos a lesdo, o corpo celular inicia uma série de respostas metabolicas, reorganizacédo citoplas-
matica e alteracdes especificas na expressdo génica (aumentado a expressao dos genes SOX10,
GAP43, NCAM1, NGFR e GFAP) conhecida como reacdo neuronal. Analisando especifica-
mente a expressao dos genes supracitados, foi identificado que os genes SOX10 e ROBO2 estdo
com a expressdo diminuidas em ambos 0s grupos tanto negativos e positivos para a invasao
perineural, enquanto SLIT2, EGR2 e MPZ foram identificados com a expressao diminuida ape-

nas em tumores positivos para a invasdo perineural (Figura 3).
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Figura 7 - Anélise da expressdo de genes que participam da desdiferenciacéo das células de Schwann.
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6.3. ANALISE DE GENES RELACIONADOS AO RELOGIO

Tendo em vista que a via do ritmo circadiano foi identificada em ambas as andlises do
Pathfinder e David e a fim de entender o mecanismo pelo qual a via supracitada auxilia no
desenvolvimento neoplasico, foram identificados a lista de genes especifica para o ritmo circa-
diano. Em amostras negativas de invasdo perineural, observamos aumento da expressdo dos
genes SERPINE1, MMP9, NOX4, OIP5 e NUF2, e diminuicdo dos niveis de RORC, KAT2B,
RORA e NPAS2. Da mesma forma, a invasao perineural positiva mostrou regulacdo positiva de
CDKN2A, FOXP3, OXTR, TIMELESS e ARNTL, e regulacdo negativa de DLK1, PPARGCI1A,
RASD1, DEFB1, PER2, ID2, CRY2, S100A8, NR1D2, ARRB1, PER1, TGFB2, RORC e KAT2B

6.4. ANALISE DA ALTERACAO DO NUMERO DE COPIAS, METILACAO GE-
NICA E CORRELACAO

Os dados de alteracdo do numero de copias, comparando ambos 0s grupos de tecido
neoplasico, ndo identificou nenhuma associacao significativa considerando todos os genes dis-

poniveis no banco de dados (Figura 4).
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Figura 8 — Frequéncia das metilaces dos genes SOX10, ROBO2, SLIT2, EGR2, MPZ, SERPINE1, MMP9, NOX4,
OIP5, NUF2, RORC, KAT2B, RORA, NPAS2, CDKN2A, FOXP3, OXTR, TIMELESS, ARNTL, DLK1,
PPARGC1A, RASD1, DEFB1, PER2, ID2, CRY2, S100A8, NR1D2, ARRB1, PER1, TGFB2, RORC e KAT2B com-

parando nos grupos positivos e negativos para invasao perineural.

A analise de metilagdo comparando o0s grupos tumorais demonstrou que apenas 0s genes
PER2 e RORC apresentaram hipermetilacdo nas amostras positivas para invasdo perineural
quando comparado ao grupo negativo. Foi identificado correlagdo negativa entre a expressao
e a metilacdo dos respectivos genes, quando analisados separadamente em ambos grupos tumo-

rais (Figura 5).
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Figura 9- Analise da metilacdo dos genes RORC e PER2, demonstrando que ambos estdo metilados nas amostras
com invasao perineural.

As correlagdes positivas entre as expressdes de PER2 e RORC, bem como de RORC
com os genes MPZ, S100A8 e NUF2, foram identificadas apenas nos grupos de pacientes que
ndo apresentaram invasdo perineural. Com relacdo a analise de expressdo proteica, apenas a
proteina mTOR apresentou associa¢do, demonstrando aumento da expressao nos pacientes que
apresentam invasdo (Figura 6).
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Figura 10 - A expressdo da proteina mTOR esta aumentada nas amostras positivas para a invasao perineural

6.5. ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA E SOBREVIDA

A visualizacdo da expressao proteica foi realizada pela plataforma The Human Protein
Atlas, demonstrando que o tecido normal expressa o0s genes PER2 e CDKN2A em maior inten-
sidade quando comparado ao tecido neoplésico (Figura 7). Para as analises de sobrevida, inici-

almente foi utilizado a plataforma PRECOG identificando cada gene de forma individual.
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Figura 11- Expressao imunohistoquimica dos genes PER2, CDKN2A e MPZ nas amostras de tecido normal e
tecido neoplasico. Fonte: The Human Atlas

A expressdo diminuida dos genes KAT2B, FOXP3, NR1D2 e ARRBL e a expressdo au-
mentada do gene SERPINE1 foram associados a um menor de tempo de sobrevida. Uma vez
que a plataforma PRECOG ndo possibilita a analise estratificando por dados clinicos, realiza-
mos analises multivariadas considerando, separadamente, ambos 0s grupos de tecidos tumorais,
negativo e positivo para invasdo perineural. A expressdo aumentada do gene CDKN2A foi as-

sociada ao menor tempo de sobrevida dos pacientes com invasdo perineural.
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7. DISCUSSAO

O desenvolvimento de um processo neoplasico é constituido por alteracdes teciduais
ndo apenas nas células primarias, mas também no tecido entorno, constituindo o que conhece-
mos como microambiente tumoral. Dependendo das caracteristicas do tumor primario, do es-
troma e da capacidade intrinseca das células tumorais metastaticas de se adaptarem a um novo
local, as células neoplésicas utilizam mecanismos distintos para proliferacdo, sobrevida e dis-
seminacao. A fim de deixar o tumor primario e se disseminar para orgaos distantes, as cé¢lulas
metastaticas perdem a capacidade de aderir as células adjacentes, aumentando sua capacidade
migratdria e invasiva. Diferentes mecanismos sao utilizados nesse processo, sendo que no can-
cer de cabeca e pescoco, destaca-se a invasao perineural (DEBONDE et al, 2017). Diferentes
vias moleculares comparando auséncia e presenca de invasao perineural foram observadas nas
analises realizadas, destacando as vias associadas ao guia axonal e ritmo circadiano (TIONG et
al, 2020).

Apesar de os eventos bioldgicos associados a invasao perineural ndo estarem esclareci-
dos, ha o envolvimento de diferentes mecanismos, destacando a participacdo das células de
Schwann. Durante o processo de invasdo perineural, as células de Schwann s&o induzidas a
entrarem em processo de desdiferenciacdo celular por fatores produzidos pelas células do can-
cer. Em seguida, migram até regides proximas ao tumor, realizando a interagdo célula — célula
(DEBONDE et al, 2017). As células de Schwann, entdo, carreiam as células neoplasicas até a
regido axonal do sistema nervoso periférico. Alguns genes sdo descritos como participantes
desse fendmeno, destacando os genes GAP43, NCAM1, NGFR e GFAP que tém a expressao
aumentada durante o processo de desdiferenciacdo das células de Schwann (ZHANG et al,
2017).

No presente estudo, nenhum dos genes supracitados foram associados a expressdo gé-
nica nos diferentes grupos tumorais. No entanto, analisando a expressao dos genes que mantém
a diferenciacdo das células de Schwann, foi identificado que os genes SOX10 e ROBO2 estdo
com a expressdo diminuidas em ambos 0s grupos (negativos e positivos para a invasao perineu-
ral), enquanto SLIT2, EGR2 e MPZ foram identificados com a expressdo diminuida apenas em
tumores positivos para a invasao perineural. O aumento da expressdo dos genes SLIT2, EGR2
e MPZ podem impedir o desenvolvimento da invaséo perineural através da manutencéo da di-
ferenciacdo das células de Schwann no sistema nervoso periférico proximo a regido tumoral.

O aumento da expressao dos genes SLIT2 e ROBO2 participam do processo de regene-

racdo axonal, induzindo a proliferacdo das ceélulas de Schwann desdiferenciadas e,
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posteriormente, auxiliando na formacéo de componentes que sdo conhecidos como corddes ce-
lulares de Bungner, ou simplesmente bandas de Bungner, que servem como orienta¢ao nortea-
dora que direciona a invasdo do novo broto axdnico em processo regenerativo (WANG et al,
2008). Durante o processo de carcinogénese, ocorre a inativacdo dos genes SLIT2 e ROBO2,
sendo, portanto, considerados como genes supressores de tumor. No presente estudo, foi obser-
vado que apenas o gene SLIT2 estd diminuido em amostras de cancer positivos para invasdo
perineural.

Tendo em vista foram identificadas alteragdes moleculares associadas a eventos do
ritmo circadiano, associamos os DEGs a lista de genes relacionados aos genes CLOCK. Os
genes DLK1, PPARGCI1A, RASD1, DEFB1, PER2, ID2, CRY2, S100A8, NR1D2, ARRBI,
PER1 e TGFB2 apresentaram-se diminuidos exclusivamente nas amostras com invasdo peri-
neural; enquanto os genes CDKN2A, FOXP3, OXTR, TIMELESS e ARNTL apresentaram-se
aumentados. Interessantemente, os genes identificados como diminuidos sdo considerados su-
pressores tumorais, enquanto os aumentados sao oncogenes, em diferentes tipos de tecidos tu-
morais.

Nenhum estudo tem demonstrado associacdo entre a invasdo peritumoral e alteracdes
nos genes do ritmo circadiano. No entanto, tem sido demonstrado que a desregulagdo dos genes
do ritmo esté associada a dificuldades na reparacao do tecido nervoso periférico. Ainda, a me-
latonina, importante mediador do ritmo circadiano, estd envolvida na desdiferenciacdo e au-
mento da proliferacdo das células de Schwann (CHEN et al, 2021). Na analise do presente
estudo foi observado que os genes RORC, PER2 e CDKN2A estdo desregulados nos tecidos
com a invasdo perineural. Enquanto RORC e PER2 apresentam-se diminuidos, 0 CDKN2A esta
aumentado. RORC e PER2 foram identificados como hipermetilados, enquanto o aumento da
expressdo de CDKN2A foi associado a um menor tempo de sobrevida.

O ritmo circadiano € conhecido biologicamente por comandar e participar de varios pro-
cessos moleculares, expressando genes especificos como PER1, PER2, CRY, BMALL e
CLOCK, os genes do reldgio biolégico podem influenciar diretamente em varios eventos mo-
leculares, dentre eles destaca-se o ciclo celular, evento de maior importancia para a célula por
garantir a sua proliferacio (SOTAK et al, 2013). Os genes do relégio atuam principalmente nos
chamados “checkpoints” ou pontos de verificacao, que garantem a célula a progressao no ciclo
no momento adequado e minimizam erros genéticos (KOWALSKA et al, 2013).

Um dos pontos de verificacdo mais estudados € a passagem da fase G1 para a fase S
onde sdo encontradas as proteinas P14 e/ou P16, codificadas pelo mesmo gene CDKN2A, essas

proteinas sdo capazes de interromper o ciclo celular ao detectar qualquer tipo de erro e devido
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essa caracteristica sdo consideradas supressores tumorais (STOTT et al, 1988), além disso, a
proteina p14 pode atuar estabilizando indiretamente a proteina p53 por conseguir interagir com
a proteina MDM2 responsavel por degradar a p53 (ZHANG et al, 1999). Como citado anteri-
ormente, os genes do reldgio bioldgico atuam em checkpoints especificos, ja foi observado que
0 gene PER1 consegue exercer influéncia direta sobre o gene CDKN2A controlando sua ritmi-
cidade. Em eventos neoplésicos, observa-se uma baixa expressao de PER1 e consequentemente
de CDKNA2 (KOWALSKA et al, 2013), sem esse ponto de checagem funcionando a célula
consegue proliferar descontroladamente e garantir um maior sucesso na progressao tumoral. As
mutacdes nos genes TP53 e CDKN2A sdo as mais observadas em pacientes que apresentam
invasédo perineural afetando pelo menos 50% e 30% respectivamente dos pacientes, sendo con-
sideradas as principais nesse evento molecular (MOREIRA et al, 2021).

A regulacdo negativa do gene PER2 pode ser evidenciada pelo aumento da expressao
da via de sinalizagdo PI3K-Akt em células A549/DDP de cancer de pulmdo. A restricdo da
expressdo de PTEN, um regulador negativo da sinalizagdo PI3K/AKT, e a interagdo com as
subunidades P110, responsaveis pela conducéo intracelular de sinais extracelulares, por PER2,
podem estar relacionadas ao aumento da expressao desta via. A regulacdo negativa do gene
PER2 pode estar relacionada a reducéo da apoptose e maior proliferacdo celular (CHEN et al,
2017). Foi relatado que a diminuicdo da expressao de PER?2 esté relacionada com a diminuicéo
da expressao da caspase-8, colaborando para a reducéo da apoptose e favorecendo a carcinogé-
nese. Além disso, sua expressao foi correlacionada positivamente com P14ARF, onde este,
contendo MDM2, aumentaria o nivel intracelular de P53 funcional, a medida que diminuiria
sua ubiquitinacéo e degradagéo

Temos visto que PER2 tem sido associado a regulacdo da sintese proteica e proliferacdo
celular. Além disso, WU et al, sugeriu que PER2 regula negativamente a sintese proteica pela
inibicdo de MTORCL1. A sinalizacdo mTOR esta associada a sintese protéica, metabolismo de
lipidios e glicose, autofagia e controle translacional. Em resumo, mTORC1 fosforila 4E-BPs o
que permite a dissociacdo de elF4E, desta forma a traducdo de mMRNA dependente de cap é
iniciada (CAO et al, 2018). O mTOR ¢ importante para a sincronizagao do relogio bioldgico,
pois 0 aumento da fosforilacdo da 4E-BPs em pela luz em Thr37/46 no SCN € dependente de
mTORC1. No entanto, & bem conhecido que a sinalizagdo mTORC1 é fundamental para a pro-
gresséo do ciclo celular, proliferacéo celular e metabolismo (LIU, et al 2009).

Por meio de splicing alternativo e uso de promotor, cada gene ROR produz vaérias iso-
formas que sdo expressas de uma maneira altamente especifica do tecido. Os RORs tém sido

implicados na regulagdo do desenvolvimento embrionario e em varios processos metabolicos e
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imunologicos. A perda da expressdo de RORC altera significativamente o padrdo do relogio
bioldgico, alterando o pico de expressao de varios genes do reldgio. Ainda, perda da expressao
de RORC reduz significativamente a expressao dos genes CRY1, REV-ERB, E4BP4, PER2 e
BMALL (TAKEDA et al, 2021). No presente estudo, foi identificado correlagdo significativa
entre a expressao de RORC e PER2 sugerindo coparticipacdo no desenvolvimento neoplasico.
Em nosso estudo podemos visualizar um aumento da expressao de mTOR em pacientes
que apresentaram invasdo perineural. Outros estudos também tém associado o mTOR a capa-
cidade de invasdo tumorigénica. Petel et al. (2010) mostraram que a inibicdo do mTOR com
rapamicina e everolimus diminui a linfangiogénese no tumor primario e impede a disseminagéo
de células cancerosas de cabeca e pescoco para os linfonodos cervicais. O que pode ser ressal-
tado pelo aumento da expressdo da via PI3K-Akt, mostrado neste estudo, pois estaria associada

as propriedades invasivas do tumor.
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8. CONCLUSAO

Em conclusdo os dados demonstram que as vias de “ritmo circadiano” e “orientagao
axonica” apresentaram-se desreguladas em carcinoma epidermoide de cabega e pesco¢o com
invasdo perineural positiva. As analises da expressdo diferencial identificaram que os genes
associados a resposta das células de Schwann em nervos lesados que séo regulados positiva-
mente ativam a via do “ritmo circadiano”.

Foi identificado correlagdo negativa entre a expressao e a metilagcdo dos genes PER3 e
RORC, guando analisados separadamente em ambos grupos tumorais. As correlagdes positivas
entre as expressdes de PER2 e RORC, bem como de RORC com os genes MPZ, S100A8 e
NUF2, foram identificadas apenas nos grupos de pacientes que nao apresentaram invasao peri-
neural. Os genes do ritmo circadiano estdo desregulados nos tecidos neoplésicos, estando 0s
oncogenes com a expressdo aumentada e 0s supressores de tumor com a expressao diminuida.
O aumento da expressdo da proteina mTOR foi identificada nos pacientes que apresentaram
invasdo perineural.

Os dados sugerem que a desdiferenciagdo e proliferacéo das células de Schwann podem
estar associadas a desregulacdo de genes do ritmo circadiano; consequentemente, as células de
Schwann produzem diferentes fatores que participardo de diversos processos de progressao tu-
moral e invasdo dos tecidos adjacentes, incluindo ativacdo da via mTOR. Esses processos tam-
bém podem estar envolvidos na invasdo tumoral no tecido perineural no cancer de cabeca e

PEsCOGo.
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Resumo

Durante os processos de formacdo e progressao tumoral h& o envolvimento da acéo de células
gue criam um microambiente favoravel para o desenvolvimento do cancer. Dentre 0s mecanis-
mos que atuam nesses eventos, encontra-se alteracdes de ritmo circadiano e invasdo perineural.
Ambos os eventos foram descritos, separadamente, como atuantes na agressividade tumoral. E
importante identificar eventos relacionados a alteracdo do ritmo circadiano que sao associados
ao cancer que possam impactar diretamente na invasdo deste tecido no sistema nervoso perifé-
rico. Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a invasdo perineural em cancer
de cabeca e pescoco, associando a genes relacionados ao sistema nervoso periférico e ao ritmo
circadiano. Os dados demonstram que as vias de “ritmo circadiano” e “orientagdo axdnica”
apresentaram-se desreguladas em carcinoma epidermoide de cabecga e pesco¢o com invasao
perineural positiva. As analises da expressao diferencial identificaram que o0s genes associados
a resposta das células de Schwann em nervos lesados que sdo regulados positivamente ativam

avia do “ritmo circadiano”. Foi identificado correlagdo negativa entre a expressao e a metilagao
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dos dos genes PER3 e RORC, quando analisados separadamente em ambos 0s grupos tumorais.
As correlagdes positivas entre as expressdes de PER2 e RORC, bem como de RORC com os
genes MPZ, S100A8 e NUF2, foram identificadas apenas nos grupos de pacientes que nao apre-
sentaram invasao perineural. Os genes do ritmo circadiano estdo desregulados nos tecidos neo-
plasicos, estando 0s oncogenes com a expressdo aumentada e 0s supressores de tumor com a
expressdo diminuida. O aumento da expressao da proteina mTOR foi identificada nos pacientes
que apresentam invasao perineural. Os dados sugerem que a desdiferenciacédo e proliferacdo
das células de Schwann podem estarem associadas a desregulacdo de genes do ritmo circadiano;
consequentemente, as células de Schwann produzem diferentes fatores que participardo de di-
Versos processos de progressdo tumoral e invasdo dos tecidos adjacentes, incluindo ativacéo da
via mTOR. Esses processos também podem estar envolvidos na invasdo tumoral no tecido pe-

rineural no cancer de cabeca e pescoco.

Palavras-chave: proliferacdo; Schwann; progressdo tumoral; metastases
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Introducéo

A invasdo neoplasica € um evento que envolve acdo de células presentes no microam-
biente tumoral, que promovem a progressdo tumoral atraves da biointeracdo com as células
neoplasicas circundantes (1). Quando se trata de uma invasdo neoplasica num tecido nervoso,
as células nervosas constituem o microambiente tumoral inteiro. Células neoplasicas e células
nervosas se associam e, em alguns casos, ha uma perda completa dos elementos neurais (2,3).
A matriz extracelular desempenha um papel critico no microambiente tumoral. Durante a for-
macdo do tumor, as células neoplésicas se ligam a moléculas presentes na matriz extracelular,
0 que facilita a comunicacdo com outras células, como neutrofilos, fibroblastos, macréfagos,
linfdcitos e células do sistema nervoso periférico (4,5). A matriz extracelular é especialmente
importante na formacdo e invasdo do tumor, pois as células respondem e se adaptam ao micro-
ambiente local. Isso envolve tanto a proliferacdo desregulada de células tumorais quanto a mo-
dificagdo do ambiente imediato para favorecer a sobrevivéncia celular, angiogénese e cresci-
mento tumoral. Fatores que podem degradar a matriz extracelular também facilitam a formacéo
e invasao tumoral (6,7).

Além da degradacdo da matriz, outro aspecto importante na formacéo e invasdo do tu-
mor € o processo denominado transi¢do epitélio-mesenquimal. A transicdo epitelial-mesenqui-
mal permite que as células epiteliais dos tumores produzam fatores geralmente encontrados na
matriz extracelular (8). No contexto de uma progressao tumoral, varios tipos celulares poderem
contribuir para sua evolucdo, incluindo as células de Schwann que estdo diretamente associadas
com a interacdo das células neoplésicas nos nichos tumorais em que ha presenca de tecido ner-
VoS0 periférico (9).

Dependendo da biologia tumoral, as células de Schwann podem participar deste micro-
ambiente tumoral. As células neoplasicas produzem fatores que mimetizam o processo de res-
posta dos axonios periféricos a lesdo nervosa (10,11). Dessa forma, as células de Schwann po-
dem se desdiferenciar, migrando para a regido proxima as células neoplasicas, e, carreando-as
para a regido axonal periférica, ja nos estagios iniciais da carcinogénese. As células de Schwann
também degradam matriz extracelular que, por consequéncia, formam limens revestidos com
laminina, que sao utilizadas como ductos de migracao por células neoplasicas (12).

O relogio circadiano e a resposta a lesdo no sistema nervoso periférico possuem seme-
Ihancas conceituais e moleculares, pois ambos sdo constituidos por processos que apresentam
alcas de regulacdo interligadas e apresentam sequéncias de transcricao, traducdo, modificacdo

e degradacao de proteinas (13). Existem interacdes entre essas vias e, quando hd uma
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desregulacao no ritmo circadiano, hd uma alteracdo nos mecanismos de controle da resposta a
lesdo axonal (13,14). O ritmo circadiano parece coordenar a progressao do reparo axonal (15).
Alteracdes da expressdo dos genes do relégio podem aumentar a susceptibilidade ao cancer
através dos efeitos nos mecanismos bioldgicos que regulam o dano e reparo ao DNA, 0 meta-
bolismo energético, crescimento ¢ morte celular em tecidos neoplasicos (13,16). Genes que
fazem parte do mecanismo de regulacdo do ciclo celular j& foram descritos por apresentarem
alteracdo em sua expressdo em pacientes com leucemias associadas a desregulacéo de genes do
relogio. Estudos em modelos animais com cancer oral, mostraram que os padrdes de expressdo

para os genes do reldgio apresentaram sua expressdo ritmica alterada no tecido tumoral (17).

Os estudos anteriores sugerem que 0s genes do reldgio desregulam e podem participar
do microambiente tumoral juntamente com as células de Schwann, controlando diversos fatores
que beneficiam as células do cancer. Durante esse processo, as células de Schwann podem se
desdiferenciar e auxiliar no processo de progressao neoplasica (17). Essas células entdo migram
para a regido préxima ao tecido tumoral e auxiliam no desenvolvimento da célula neoplasica
(15,18). Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a invasdo perineural em can-
cer de cabeca e pescoco, associando a genes relacionados ao sistema nervoso periférico e ao

ritmo circadiano.
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Métodos
Coleta de lista de genes

A coleta da lista de genes foi realizada utilizando o Entrez Gene do NCBI
(www.nchi.nlm.nih.gov/gene/) e GeneCards (https://www.genecards.org/), usando os identifi-
cadores para 0s genes associados ao ritmo circadiano e resposta das células de Schwann em
nervos lesados, separadamente. A lista de genes e a anélise de genes expressos diferencialmente
(DEGs) foram combinados e identificados com um Interactivenn (http://www.interacti-

venn.net/).
RNA-seq e dados de informacGes clinicas do Atlas do Genoma do Céncer (TCGA)

O pacote TCGAbiolinks, um pacote do software R/ Bioconductor (http://bioconduc-
tor.org/packages/release/bioc/html/TCGAbiolinks.html) foi utilizado para realizar o download
dos dados gendmicos e clinicos de tecidos tumorais normais e tecidos neoplasicos presentes no
banco de dados doThe Cancer Genome Atlas (TCGA). O tipo de cancer selecionado foi o car-
cinoma de células escamosas de cabeca e pesco¢o (HNSC). Os valores significativos utilizados
como critério foram considerados como valor de p ajustado < 0,05 e logaritmos > 1 (19,20).As
andlises da Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) estavam disponiveis no banco
de dados Pathfinder (pacote do software R) e DAVID (https://david.ncifcrf.gov/), recursos de
dados composto por uma base de conhecimento de biologia integrada e ferramentas de analise
para extrair informacdes bioldgicas significativas de grandes quantidades de genes e colecdes

de proteinas. O valor de p < 0,05 foi definido como critério de corte (21).
Analises de expressado de cancer de cabeca e pescoco

Varios outros recursos da web foram usados como fonte de informagdes, enquanto al-
guns outros foram usados como ferramentas de anélise para estudos de expressdo do cancer de
cabeca e pescoco. As analises de metilacdo foram realizadas usando o conjunto de dados ME-
XPRESS (https://mexpress.be/?ref=labworm), consistindo em dados de metilagdo do DNA
(Illumina Infinium Human Methylation 450 K Bead array, Illumina, EUA) e o valor f, foi con-
siderado significativamente hipermetilado somente se o valor foi encontrado em mais de 5%
dos tumores. As andlises da alteracdo do numero de cdpias e sobrevida associada foram reali-
zadas no portal cBio Cancer Genomics (http://cbioportal.org). A andlise de sobrevida dos dados

do TCGA foi confirmada utilizando o banco de dados do Prediction of clinical outcomes from
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genomics (PRECOG). Os gréficos de Kaplan-Meier foram desenhados usando o0 PRECOG para
explorar a associacgao entre o resultado clinico e a expressao génica e para visualizar as diferen-

cas no tempo de sobrevida dos pacientes.
Resultados

Genes diferencialmente expressos (DEGS), enriquecimento da ontologia génica e classifi-

cacgao funcional

Inicialmente, os dados de expressdo génica pertencentes a espécimes de carcinoma de
células escamosas de cabeca e pescoco foram obtidos do banco de dados do TCGA,; esses dados
foram pré-processados usando métodos padrdo. Realizamos uma anélise de genes diferencial-
mente expressos (DEG) em amostras negativas e positivas de invasdo perineural, ambas com-
paradas ao tecido normal. Em seguida, foi realizada a analise de enriquecimento via sub-redes
ativas, identificando vias de sinalizacdo em redes de interacao proteina-proteina usando o pa-
cote Pathfinder. Ciclo celular, replicagdo do DNA, via da anemia de Fanconi, via de sinalizacdo
Ras, via de sinalizacéo ErbB, via de sinalizacdo MAPK, senescéncia celular, via de sinalizacdo
do calcio, adesdo focal, ritmo circadiano e vias de orientacdo axdnica foram observadas em
amostras positivas de invasdo perineural. Ciclo celular, Adesao focal, Interacdo ECM-receptor,
Proteoglicanos no cancer, Invasdo bacteriana de células epiteliais, Regulacdo do citoesqueleto
de actina, Via da anemia de Fanconi, Senescéncia celular, Cancer de pulméo de pequenas cé-
lulas, Maturacédo de o6citos mediada por progesterona, Carcinogénese viral, Via de sinalizagdo
Rap1l, Diferenciacdo de osteoclastos, meiose de 00citos, orientacdo de axdnios e ritmo circadi-
ano foram identificadas em amostras teciduais negativas para a invasdo perineural (Figura 1A,
Tabela Suplementar 1).

Uma vez que o foco do estudo foi avaliar as DEGs em amostras de carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescoco de invasao perineural negativa e positiva, realizamos uma coleta
de lista de genes usando o Entrez Gene do NCBI e GeneCards, que foram usados como identi-
ficadores para 0s genes associados a “resposta das células de Schwann em nervos lesados”.
Analisando os genes que exclusivamente estavam associados a invasdo perineural, foram iden-
tificados que os genes NTRK1, NDRG1, CNTNAP1, NRG1, EGFR, GJAL, IFNG, TH, NINJ2,
ITGB4, TUBB3, CDH2, CDKN2A, PRNP, PDGFRB, HTRAL, SNAP25, SPP1, CXCL10,
POUS3F1, MYO5A, SEMA3A , TYMP, CCL5, RTN4R, IL2RA, CNTNAP2, SIGMAR1, PRF1,
KRT14, MSN, PTPRZ1, ITPR3, MKI167, IRS1, TUBB, BRIP1, HOXAL, SERPINE2, F2R, TGFA,

TFRC e KRT5 tiveram a expressao aumentada em amostras teciduais positivos para a invasao
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perineural; enquanto MPZ, GJB1, IL6, EGR2, S100B, NTF3, PLP1, IGF1, FGF2, CCL2,
ACHE, AQP4, EGF, EDNRB, MYOC, EGR1, FOS, BCL2, ATP1A3, RAPSN, NOS1, NTRKS,
DMD, MB, S100A1, CD36, CD34, MITF, AQP1, NR4A2, SELE, ADCYAPL, ERBB4, TRIM2,
FGF1, MEF2C, NTN1, FGFR2, FABP7, TGFB2, CXCL12, TYRP1, ATP1A2, GFRA1, ADCY6,
INSR, PLA2G2A, CADM1, GLUL, SPTBN4 , LIFR, ATF3, CADM3, HBEGF, PLCB1,
CAMK2B, TFF3, IL6ST, NFIC, CAV3, PGR, SLIT2, TXLNB e CTSF foram regulados negati-
vamente. Da mesma forma, realizamos analise de nos tecidos neoplasicos negativos para a in-
vasao perineural e observamos que apenas o0 gene TRPAL estava aumentado positivamente.
Nenhum gene foi identificado com a expressdo diminuida nas amostras de tecido neoplasico
negativo para a invaséo perineural (Figura 1B).

A analise do bando de dados do David foi utilizada a fim de entender quais as vias
bioldgicas estdo associadas aos genes da lista que foram combinados com as DEGs. Junc¢éo de
adesdo, via de sinalizagdo PI3K-Akt, Glioma, resisténcia ao inibidor de tirosina quinase EGFR,
Vias no cancer, Regulacdo do citoesqueleto de actina, via de sinalizacdo de célcio, via de sina-
lizacdo de estrogénio e doenca associado ao Prion foram associadas as combinacdes para as
DEGs com expressdo aumentada (Tabela Suplementar 2). Ja as vias de inativacdo da sintese do
paratormdnio, via de sinalizacdo MAPK, sinalizacdo do célcio,sinalizacdo do AGE-RAGE em
complicacgdes diabéticas, resisténcia ao inibidor da tirosina quinase EGFR, secrecdo de insulina,
via de sinalizagdo Rap1l e ritmo circadiano foram associadas a combinacdo da lista de genes e
as DEGs com expressdes diminuidas nos tecidos positivos para a invasao (Tabela Suplementar
3).

Analise de genes envolvidos na desdiferenciacédo de células de Schwann

As células de Schwann produzem proteinas de manutencgdo da diferenciacdo celular (SOX10,
EGR2, MBP, ROBO1, ROBO2, SLIT2 e MPZ) que, ap6s lesdo do sistema nervoso periférico,
diminuem sua expressao, provocando a desdiferenciacdo celular. Imediatamente apos a leséo,
o0 corpo celular inicia uma série de respostas metabdlicas, reorganizacao citoplasmatica e alte-
racOes especificas na expressdo génica (aumentado a expressao dos genes SOX10, GAP43,
NCAML1, NGFR e GFAP) conhecida como reacdo neuronal. Analisando especificamente a ex-
pressdo dos genes supracitados, foi identificado que os genes SOX10 e ROBO2 estdo com a
expressao diminuidas em ambos 0s grupos tanto negativos e positivos para a a invasao perineu-
ral, enquanto SLIT2, EGR2 e MPZ foram identificados com a expressdo diminuida apenas em

tumores positivos para a invasao perineural (Figura 2C-D).
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Anélise de genes relacionados ao reldgio

Tendo em vista que a via do ritmo circadiano foi identificada em ambas as analises do Pathfin-
der e David e a fim de entender o mecanismo pelo qual a via supracitada auxilia no desenvol-
vimento neoplésico, foram identificados a lista de genes especifica para o ritmo circadiano. Em
amostras negativas de invasao perineural, observamos aumento da expressdo dos genes SER-
PINE1, MMP9, NOX4, OIP5 e NUF2, e diminuicdo dos niveis de RORC, KAT2B, RORA e
NPAS2. Da mesma forma, a invasdo perineural positiva mostrou regulacdo positiva de
CDKN2A, FOXP3, OXTR, TIMELESS e ARNTL, e regulacdo negativa de DLK1, PPARGCI1A,
RASD1, DEFB1, PER2, ID2, CRY2, S100A8, NR1D2, ARRB1, PER1, TGFB2, RORC e KAT2B
(Figura 2C-D).

Anélise da alteracdo do numero de copias, metilacdo génica e correlagédo

Os dados de alteracdo do nimero de copias, comparando ambos os grupos de tecido neoplasico,
ndo identificou nenhuma associacao significativa considerando todos os genes disponiveis no
banco de dados (Figure 2 A). A andlise de metilacdo comparando os grupos tumorais demons-
trou que apenas 0s genes PER2 e RORC apresentaram hipermetilacdo nas amostras positivas
para invasdo perineural quando comparado ao grupo negativo. Foi identificado correlacdo ne-
gativa entre a expressdo e a metilacdo dos respectivos genes, quando analisados separadamente
em ambos grupos tumorais (Figure 2 B-C). As correlacdes positivas entre as expressao de PER2
e RORC, bem como de RORC com os genes MPZ, S100A8 e NUF2, foram identificadas apenas
nos grupos de pacientes que ndo apresentaram invasdo perineural. Com relacdo a analise de
expressao proteica, apenas a proteina mTOR apresentou associa¢do, demonstrando aumento da

expressao nos pacientes que apresentam invasao (Figure 2D).
Analise imunohistoquimica e Sobrevida

A visualizacdo da expressao proteica foi realizada pela plataforma The Human Protein Atlas,
demonstrando que o tecido normal expressa os genes PER2 e CDKN2A em maior intensidade
guando comparado ao tecido neoplasico (Figura 4). Para as analises de sobrevida, inicialmente
foi utilizado a plataforma PRECOG identificando cada gene de forma individual. A expressao
diminuida dos genes KAT2B, FOXP3, NR1D2 e ARRBL e a expressao aumentada do gene SER-
PINE1 foram associados a um menor de tempo de sobrevida. Uma vez que a plataforma PRE-

COG ndo possibilita a analise estratificando por dados clinicos, realizamos analises
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multivariadas considerando, separadamente, ambos o0s grupos de tecidos tumorais, negativo e
positivo para invasdo perineural. A expressdao aumentada do gene CDKN2A foi associada ao

menor tempo de sobrevida dos pacientes com invasdo perineural.
Discussao

O desenvolvimento de um processo neoplésico é constituido por alteracGes teciduais
ndo apenas nas células primarias, mas também no tecido entorno, constituindo o que conhece-
mos como microambiente tumoral. Dependendo das caracteristicas do tumor primario, do es-
troma e da capacidade intrinseca das células tumorais metastaticas de se adaptarem a um novo
local, as células neoplésicas utilizam mecanismos distintos para proliferacdo, sobrevida e dis-
seminagdo (22-24). A fim de deixar o tumor primario e se disseminar para 6rgaos distantes, as
células metastaticas perdem a capacidade de aderir as células adjacentes, aumentando sua ca-
pacidade migratoria e invasiva. Diferentes mecanismos séo utilizados nesse processo, sendo
gue no cancer de cabeca e pescogo, destaca-se a invasdo perineural (10,11,25). Diferentes vias
moleculares comparando auséncia e presenca de invasdo perineural foram observadas nas ana-
lises realizadas, destacando as vias associadas ao guia axonal e ritmo circadiano (15).

Apesar de os eventos bioldgicos associados a invasao perineural ndo estarem esclareci-
dos, ha o envolvimento de diferentes mecanismos, destacando a participacdo das células de
Schwann. Durante o processo de invasao perineural, as células de Schwann séo induzidas a
entrarem em processo de desdiferenciacao celular por fatores produzidos pelas células do can-
cer. Em seguida, migram até regides proximas ao tumor, realizando a interagdo célula — célula
(10,25). As células de Schwann, entdo, carreiam as células neoplasicas até a regido axonal do
sistema nervoso periférico. Alguns genes sdo descritos como participantes desse fenémeno,
destacando os genes GAP43, NCAM1, NGFR e GFAP que tem a expressao aumentada durante
0 processo de desdiferenciacdo das células de Schwann (26-28). No presente estudo, nenhum
dos genes supracitados foram associados a expressdao génica nos diferentes grupos tumorais.
No entanto, analisando a expressdo dos genes dos genes que mantém a diferenciacédo das células
de Schwann, foi identificado que os genes SOX10 e ROBO2 estdo com a expressao diminuidas
em ambos os grupos (negativos e positivos para a a invasdo perineural), enquanto SLIT2, EGR2
e MPZ foram identificados com a expressdo diminuida apenas em tumores positivos para a
invasdo perineural. O aumento da expressdo dos genes SLIT2, EGR2 e MPZ podem impedir 0
desenvolvimento da invasao perineural através da manutencéo da diferenciacdo das células de

Schwann no sistema nervoso periférico proximo a regido tumoral.
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O aumento da expressédo dos genes SLIT2 e ROBO2 participam do processo de regene-
racdo axonal, induzindo a proliferagdo das células de Schwann desdiferenciadas e, posterior-
mente, auxiliando na formacao de componentes que sdo conhecidos como corddes celulares de
Bungner, ou simplesmente bandas de Bungner, que servem como orienta¢do norteadora que
direciona a invasdo do novo broto axdnico em processo regenerativo (29-31). Durante o pro-
cesso de carcinogénese, ocorre a inativacdo dos genes SLIT2 e ROBO2, sendo, portanto, con-
siderados como genes supressores de tumor. No presente estudo, foi observado que apenas o

gene SLIT2 esta diminuidos em amostras de cancer positivos para invasao perineural.

Tendo em vista foram identificadas alteragdes moleculares associadas a eventos do
ritmo circadiano, associamos 0s DEGs a lista de genes relacionados aos genes Clock. Os genes
DLK1, PPARGC1A, RASD1, DEFBL1, PER2, ID2, CRY2, S100A8, NR1D2, ARRB1, PER1 e
TGFB2 apresentaram-se diminuidos exclusivamente nas amostras com invaséo perineural; en-
quanto os genes CDKN2A, FOXP3, OXTR, TIMELESS e ARNTL apresentaram-se aumentados.
Interessantemente, os genes identificados como diminuidos sdo considerados supressores tu-

morais, enquanto 0s aumentados sdo oncogenes, em diferentes tipos tecidos tumorais.

Nenhum estudo tem demonstrado associacao entre a invaséo peritumoral e alteracdes
nos genes do ritmo circadiano. No entanto, tem sido demonstrado que a desregulacdo dos genes
do ritmo esté associada a dificuldades na reparacdo do tecido nervoso periférico. Ainda, a me-
latonina, importante mediador do ritmo circadiano, estd envolvida na desdiferenciacdo e au-
mento da proliferacdo das células de Schwann (32,33). Na analise do presente estudo foi obser-
vado que os genes RORC, PER2 e CDKN2A estdo desregulados nos tecidos com a invasdo
perineural. Enquanto RORC e PER2 apresentam-se diminuidos, 0 CDKN2A esta aumentado.
RORC e PER2 foram identificados como hipermetilados, enquanto o aumento da expresséo de
CDKNZ2A foi associado a um menor tempo de sobrevida.

O ritmo circadiano é conhecido biologicamente por comandar e participar de varios
processos moleculares. Expressando genes especificos como PER1, PER2, CRY, BMALL1 e
CLOCK, os genes do relogio biologico podem influenciar diretamente em varios eventos mo-
leculares, dentre eles destaca-se o ciclo celular, evento de maior importancia para a célula por
garantir a sua proliferacdo (34). Os genes do relogio atuam principalmente nos chamados “che-
ckpoints” ou pontos de verificacdo, que garantem a c€lula a progressao no ciclo no momento

adequado e minimizam erros genéticos (35).
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Um dos pontos de verificagdo mais estudados é a passagem da fase G1 para a fase S onde s&o
encontradas as proteinas P14 e/ou P16, codificadas pelo mesmo gene CDKN2A, essas proteinas
sdo capazes de interromper o ciclo celular ao detectar qualquer tipo de erro e devido essa ca-
racteristica sao consideradas supressores tumorais (36), além disso, a proteina p14 pode atuar
estabilizando indiretamente a proteina p53 por conseguir interagir com a proteina MDM2 res-
ponsavel por degradar a p53 (37). Como citado anteriormente, os genes do relogio biologico
atuam em checkpoints especificos, ja foi observado que o gene PER1 consegue exercer influén-
cia direta sobre o gene CDKN2A controlando sua ritmicidade. Em eventos neoplasicos, ob-
serva-se uma baixa expressao de PER1 e consequentemente de CDKNAZ2 (35), sem esse ponto
de checagem funcionando a célula consegue proliferar descontroladamente e garantir um maior
sucesso na progressdo tumoral. As mutac6es nos genes TP53 e CDKN2A séo as mais observa-
das em pacientes que apresentam invasao perineural afetando pelo menos 50% e 30% respecti-

vamente dos pacientes sendo consideradas as principais nesse evento molecular (38).

A regulacdo negativa do gene PER2 pode ser evidenciada pelo aumento da expresséo da
via de sinalizacdo PI3K-Akt em células A549/DDP de cancer de pulméo. A restricdo da expres-
séo de PTEN, um regulador negativo da sinalizacdo PI3K/AKT, e a interagdo com as subuni-
dades P110, responsaveis pela conducdo intracelular de sinais extracelulares, por PER2, podem
estar relacionadas ao aumento da expressdo desta via. A regulacdo negativa do gene PER2 pode
estar relacionada a redugdo da apoptose e maior proliferagdo celular (39,40). Foi relatado que a
diminuicdo da expressdo de PER?2 esté relacionada com a diminuigdo da expressdo da caspase-
8, colaborando para a reducdo da apoptose e favorecendo a carcinogénese. Além disso, sua
expressao foi correlacionada positivamente com P14ARF, onde este, contendo MDM2, aumen-
taria o nivel intracelular de P53 funcional, a medida que diminuiria sua ubiquitinacdo e degra-

dacéo

Temos visto que PER2 tem sido associado a regulacdo da sintese proteica e proliferacao
celular. Além disso, WU et al, sugeriu que PER2 regula negativamente a sintese proteica pela
inibicdo de MTORCL1. A sinalizacdo mTOR esta associada a sintese protéica, metabolismo de
lipidios e glicose, autofagia e controle translacional. Em resumo, mTORC1 fosforila 4E-BPs o
que permite a dissociacdo de elF4E, desta forma a traducdo de mRNA dependente de cap é
iniciada (41). O mTOR ¢ importante para a sincronizac¢do do reldgio bioldgico, pois o aumento

da fosforilacdo da 4E-BPs em pela luz em Thr37/46 no SCN ¢ dependente de mTORC1. No
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entanto, € bem conhecido que a sinalizagdo mTORC1 é fundamental para a progressao do ciclo

celular, proliferacao celular e metabolismo (42).

Por meio de splicing alternativo e uso de promotor, cada gene ROR produz varias isoformas
que sdo expressas de uma maneira altamente especifica do tecido. Os RORs tém sido implicados
na regulacéo do desenvolvimento embrionario e em varios processos metabdlicos e imunologi-
cos. A perda da expressdo de RORC altera significativamente o padrdo do reldgio bioldgico,
alterando o pico de expressdo de varios genes do relégio. Ainda, perda da expressdo de RORC
reduz significativamente a expressdo dos genes CRY1, REV-ERB, E4BP4, PER2 e BMAL1 (43).
No presente estudo, foi identificado correlagdo significativa entre a expressédo de RORC e PER2

sugerindo coparticipacdo no desenvolvimento neoplasico.

Em nosso estudo podemos visualizar um aumento da expressao de mTOR em pacientes
que apresentaram invasdo perineural. Outros estudos também tém associado 0 mTOR a capa-
cidade de invasdo tumorigénica. Petel et al. (2010) mostraram que a inibicdo do mTOR com
rapamicina e everolimus diminui a linfangiogénese no tumor primario e impede a disseminacédo
de células cancerosas de cabeca e pescoco para os linfonodos cervicais. O que pode ser ressal-
tado pelo aumento da expresséo da via PI3K-Akt, mostrado neste estudo, pois estaria associada

as propriedades invasivas do tumor.

Em conclusdo os dados demonstram que as vias de “ritmo circadiano” e “orientagao
axOnica” apresentaram-se desreguladas em carcinoma epidermdide de cabeca e pescogo com
invasdo perineural positiva. As andlises da expressdo diferencial identificaram que os genes
associados a resposta das células de Schwann em nervos lesados que séo regulados positiva-
mente ativam a via do “ritmo circadiano”. Foi1 identificado correlacdo negativa entre a expres-
sdo e a metilacdo dos dos genes PER3 e RORC, quando analisados separadamente em ambos
0s grupos tumorais. As correlacfes positivas entre as expressdes de PER2 e RORC, bem como
de RORC com os genes MPZ, S100A8 e NUF2, foram identificadas apenas nos grupos de paci-
entes que ndo apresentaram invasao perineural. Os genes do ritmo circadiano estdo desregula-
dos nos tecidos neoplasicos, estando 0s oncogenes com a expressao aumentada e 0S supressores
de tumor com a expressdo diminuida. O aumento da expressdo da proteina mTOR foi identifi-
cada nos pacientes que apresentam invasao perineural. Os dados sugerem que a desdiferencia-
cdo e proliferacédo das celulas de Schwann podem estarem associadas a desregulacdo de genes
do ritmo circadiano; consequentemente, tais células produzem diferentes fatores que participa-

réo de diversos processos de progressdo tumoral e invaséo dos tecidos adjacentes, incluindo
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ativacdo da via mTOR. Esses processos também podem estar envolvidos na invasdo tumoral no

tecido perineural no cancer de cabeca e pescogo (Figura 5).
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