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Palagon MP.Expresséo de calreticulina em neoplasias malignas e desordens
potencialmente malinas [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2022.

RESUMO

Dentre as neoplasias que acometem a cavidade oral, 95% delas sdo diagnosticadas
como carcinoma espinocelular e muitas vezes, estes tumores sao precedidos por
alteracfes clinicas que apresentam uma taxa de transformac¢do maligna, chamadas
de desordens potencialmente malignas orais (DPMOs). Dentre elas, a mais comum é
a leucoplasia oral (LO) que é definida como “uma placa branca de risco questionavel
definida apds a exclusao de outras doencgas ou distlrbios conhecidos que mimetizam
este aspecto, mas que nao carregam nenhum risco conhecido para o cancer”, e sua
taxa de transformacédo maligna de 0,3 a 13,8%. A leucoplasia verrucosa proliferativa
(LVP) €& caracterizada por multiplas placas brancas que apresentam um
comportamento clinico persistente e progressivo para malignidade, sendo a sua taxa
de transformacéo maligna de 70%. A calreticulina (CRT) € uma proteina multifuncional
gque pode apresentar propriedades anti-oncogénicas e oncogénicas. Apesar de seu
mecanismo em neoplasias da cavidade oral ndo ser bem elucidado, existem estudos
gue mostram que a expressao elevada da CRT esta relacionada com um prognostico
desfavoravel da doenca. Contudo, ainda nao existem trabalhos que avaliam a
expressado de CRT em DPMOs. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivos
especificos: (1) realizar uma revisao sistematica da literatura com intuito de avaliar a
expressao de CRT e o seu valor prognostico em pacientes com diferentes tipos de
carcinomas; (2) avaliar a expressao imuno-histoquimica de CRT em DMPOs; (3)
avaliar a expressdo génica de CRT em DPMOs. Na revisdo sistematica foram
encontrados 2100 artigos, mas somente 13 estavam dentro dos critérios de incluséo
do nosso trabalho. Na meta-analise obtivemos uma diferencga estatistica significativa
em que homens apresentam 2.13 vezes mais chances de apresentar alta expresséo
de CRT. Na analise imuno-histoquimica foram utilizadas 190 amostras parafinadas
adquiridas através de biopsias de pacientes com diagnostico clinico-patolégico de LO,
LVP, e hiperplasia fibrosa inflamatéria (HFI). As amostras foram avaliadas segundo a
intensidade de marcacdo na qual apresentou um aumento na expressao de CRT no
grupo LVP em relag&o ao grupo LO. Na analise da expressao genica da CRT realizou-
se por meio da técnica de reacdo de PCR quantitativo em tempo real. Neste
experimento foram utilizados fragmentos de tecidos lesionais congelados de pacientes
com diagnastico clinico-patolégico de HFI, LO, LVP no qual revelou uma modulagéo
na expressao de CRT, na qual houve uma reducao na expressao no grupo LO quando
comparado ao grupo HFI e um aumento da expressédo de CRT no grupo LVP quando
comparado ao grupo LO. Com o0s nossos resultados concluimos que ha uma
superexpressao de CRT na LVP e que este achado pode estar correlacionado com o
sua alta taxa de transformacdo maligna.

Palavras — chave: Leucoplasia oral. Calreticulina. Imuno-histoquimica. Reacdo em
Cadeia da Polimerase em Tempo Real.



Palacon MP. Calreticulin expression. In malignant neoplasms and potentialy
malignant disorders. [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
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ABSTRACT

The neoplasms that affect the oral cavity 95% of them are diagnosed as squamous
cell carcinoma and these tumors are often preceded by clinical changes that present
a rate of malignant transformation, called potentially malignant oral disorders
(OPMDs). Among them, the most common is oral leukoplakia (OL) which is defined as
"a white plaque of questionable risk defined after excluding other known diseases or
disorders that mimic this aspect but carry no known risk for cancer. ", and its malignant
transformation rate from 0.3 to 13.8%. Proliferative verrucous leukoplakia (PVL) is
characterized by multiple white plaques that present a persistent and progressive
clinical behavior towards malignancy, with a malignant transformation rate of 70%. In
the early phases of LVP, it can clinically and histopathologically mimic other DPMOs,
such as oral lichen planus and/or oral lichenoid lesions. Calreticulin (CRT) is a
multifunctional protein that may have anti-oncogenic and oncogenic properties.
Although its mechanism in oral cavity neoplasms is not so well elucidated, there are
studies that show that the high expression of CRT is related to a poor prognosis of the
disease. However, there are still no works evaluating the expression of CRT in OPMDs.
Thus, the present study had the following specific objectives: (1) to carry out a
systematic review of the literature in order to evaluate the expression of CRT and its
prognostic value in patients with different types of carcinomas; (2) to evaluate the
immunohistochemical expression of CRT in OPMDs; (3) to evaluate CRT gene
expression in OPMDs. In the systematic review, 2100 articles were found, but only 13
were within the inclusion criteria of our work. In the meta-analysis, we obtained a
statistically significant difference in that men are 2.13 times more likely to have high
CRT expression. In the immunohistochemical analysis, 190 paraffin samples acquired
through biopsies of patients with clinicopathological diagnosis of LO, PVL, and
inflammatory fibrous hyperplasia (HFI) were used. The samples were evaluated
according to the labeling intensity which showed an increase in CRT expression in the
LVP group compared to the LO group. The analysis of CRT gene expression was
performed using the technique of real-time quantitative PCR reaction. In this
experiment, fragments of frozen lesional tissues from patients with clinical-pathological
diagnosis of HFI, LO, LVP were used, which revealed a modulation in the expression
of CRT, in which there was a reduction in expression in the LO group when compared
to the HFI group and an increase of CRT expression in the LVP group when compared
to the LO group. With our results, we conclude that there is an overexpression of CRT
in LVP and that this finding may be correlated with its high rate of malignant
transformation.

Keywords: Leukoplakia, Oral. Calreticulin. Immunohistochemistry. Real-Time
Polymerase Chain Reaction.
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1 INTRODUCAO

O carcicinoma espinocelular oral (CECO) ou também conhecido como
carcinoma de células escamosas ou carcinoma epidermoide representa de 92 a 95%
das neoplasias que acomete a cavidade oral*?. Dados do Instituto Nacional de Cancer
(INCA) no Brasil para o triénio de 2020-2022 é estimado 15190 novos casos de cancer
de boca e orofaringe®. Mesmo com o avancos nos tratamentos das neoplasias
malignas, a taxa de sobrevida de 5 anos para o CECO continua de 50 a 60% dos
casos!. Desta forma, prevenir e diagnosticar lesGes em estagios iniciais leva a um
progndstico melhor do paciente e consequentemente, uma melhor qualidade de vida.
Sendo assim, o estudo das desordens potencialmente malignas orais (DPMOSs) é
importante para buscar entender mecanismos moleculares e o processo de
carcinogénese destas lesoes.

As DPMOs séao definidas como um significante grupo de desordens da mucosa
oral que podem preceder o diagnostico de CEC*. Segundo a Organiza¢do Mundial da
Saude (OMS) sao classificadas como DPMOs: leucoplasia, eritoplasia,
eritroleucoplasia, queilite actinica, liquen plano, queratose do tabaco sem fumaca,
lesdes no palato associadas ao fumo invertido, candidiase cronica, além de outras
como fibrose submucosa oral, disqueratose congénita, lUpus eritematoso discoide e
glossite sifilitica®. Recentemente houve uma revisédo na classificacdo e nomenclatura
das DPMOs, na qual foram adicionadas duas novas lesdes: lesdes liquendides orais,
e a doenca do enxerto versus hospedeiro®.

Dentre os fatores de risco que as DPMOs estédo associadas, podemos destacar
o tabaco e o alcool, n6z de areca e até mesmo aquelas que tem uma etiologia
desconhecida. Estas desordens podem acometer toda a cavidade oral, porém cada
lesdo tem uma predile¢édo por um sitio®.

A leucoplasia (LO) € a DPMO mais comum, possui uma prevaléncia de 2% das
lesdes que acometem a cavidade oral’. Ela é definida como uma placa branca néo
raspavel que pode apresentar 2 tipos, sendo homogénea ou ndo homogénea, de risco
guestionavel, apds a exclusdo de outras lesdes conhecidas®. Sendo assim, o termo
LO é um termo clinico que para o diagndstico final depende da realizacdo de biopsia
e anadlise histopatoldgica. Os sitios de maior acometimento séo o vermelh&o do labio,
mucosa jugal e gengiva, e ainda tem uma predilecdo pelo homens com mais de 40

anos®. Os fatores de risco relacionados a LO sido semelhantes ao do CECO, como 0
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tabagismo e o consumo de alcool, e a exposicao a radiacdo ultravioleta em casos que
acometem o vermelh&o do labio?8.

A leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP) é apresentada como uma placa
branca, ndo raspavel, de aspecto verrucoso, exofitico, multifocal, com prevaléncia
para a gengiva, palato e mucosa alveolar®. Diferente da LO, esta leséo apresenta um
comportamento clinico agressivo, sendo a sua taxa de transformacéo maligna de 70
a 100% dos casos, e persistente uma vez que possui alta taxa de recorréncia®°®. A
LVP tem uma prevaléncia em mulheres acima de 60 anos, e na maioria das vezes nao
fumantes!®. O diagnéstico depende da associacéo clinica e histopatolégica a longo
prazo e o acompanhamento clinico € essencial para observar o curso desta leséo pois
ndo é possivel prever quais irdo progredir para CECO®.

A LO e LVP apresenta caracteristicas histopatologicas semelhantes,
caracterizando-se como lesfes displasicas, uma vez que elas podem se apresentar
desde uma hiperplasia epitelial com presenca ou ndo de displasia até um carcinoma
in situ . O grau de displasia encontrado nestas duas DPMOs podem ser divididos em:
displasia leve, displasia moderada e displasia severa sendo que a ultima apresenta
um potencial de malignidade maior quando comparado as que apresentam displasia
leve® 10,

Partindo deste principio, entender melhor as DPMOs € uma estratégia
importante para elucidar os mecanismos moleculares relacionados a carcinogénese
oral. Com base nos trabalhos citados anteriormente e em conjunto com resultados
preliminares da analise do epitélio por meio de analise protedmica realizada pelo
nosso grupo de pesquisa, foi identificado um grupo de proteinas mais expressa na
LVP em relacdo a LO e o grupo controle. Dentre este grupo de proteinas, a
calreticulina (CRT) foi identificada, apresentando um fold change grupal de 1,7 quando
comparada as amostras de LO e 1,6 em relagdo ao controle.

A calreticulina (CRT) é uma proteina multifuncional encontrada principalmente
no lumen do reticulo endoplasmatico (RE), mas que pode se deslocar para a
membrana plasmatica, citoplasma e nucleo'''?. Sua estrutura é formada por 3
dominios: dominio N, dominio P, dominio C. As funcGes da CRT depende da sua
localizagdo nas estruturas celulares, sendo que no RE apresenta a sua principal
funcdo que é o armazenamento e homeostase de calcio, ja fora do RE a CRT pode
participar na adesao celular, ativacdo do sistema complemento, na fagocitose de

células apoptoticas e na estabilidade de RNA>14,



13

Quando relacionada com o cancer a CRT apresenta papel na sinalizacao
fagocitica, na morte celular imunogénica, na proliferacdo celular, na regulacdo da
atividade das integrinas, na adeséo e migracdo celular'3. A exposicdo da CRT é uma
caracteristica da morte celular imunogénica a qual ativa o sistema imunoldgico contra
as células tumorais, emitindo um sinal fagocitico para identificar estas células e
consequentemente elimina-las'>16. Bem como, estudos mostram também a relagéo
da CRT com o céancer na ativagdo do sistema imune ativando linfécitos T e B e
algumas vias de sinalizagdo!’-19,

Além disso, ha outra propriedade oncogénica desta com a mutacdo que ocorre
no gene da CRT. Ha 2 tipos, a do tipo 1 que € a delecdo de 52 pares de bases e a do
tipo 2 que é a insercdo de 5 pares de bases?°. Estas mutacdes geralmente mudam a
estrutura da CRT que traz consequéncias na ligacdo do calcio e aumento do
crescimento celular, de modo que a CRT mutante se ligara as células dendriticas
inibindo a fagocitose das células tumoraistt21.

Sendo assim, é notado que a CRT apresenta dupla acdo: oncogénica e anti-
oncogénica. Mesmo que o papel da CRT no cancer néo foi muito bem elucidado ainda
estudos mostram que esta proteina tem um uma baixa ou alta expressao em alguns
tumores quando comparados com tecido normal, podendo ainda estar relacionado
positivamente ou negativamente com o progndstico destes tumores!'216 Sendo
assim, a CRT pode ser um biomarcador e/ou um agente terapéutico importante para
algumas neoplasias. Portanto, estudar o mecanismo de acdo da CRT em DPMOs é
uma possivel forma de entender o curso clinico da lesdo bem como o seu potencial

de transformacao maligna.
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2 PROPOSICAO

Os objetivos deste trabalho estdo apresentados a seguir.

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressdo e o papel da CRT no prognéstico de diferentes tipos de
carcinomas orais e extra-orais, assim como analisar a expresséo desta proteina em
DPMOs.

2.2 Objetivos Especificos

Objetivo 1: Realizar uma reviséo sistematica da literatura para acessar o valor
prognoéstico da expressdo de CRT em diferentes tipos de carcinomas orais e extra-

orais.

Objetivo 2: Comparar a expressao imuno-histoquimica da CRT em DMPOs e

carcinoma para tentar correlacionar com o potencial de transformagao maligna.

Objetivo 3: Avaliar a expressao génica de CRT em DPMOs e carcinoma por

meio da Reacdo de PCR Quantitativo em Tempo Real.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Desordens Potencialmente Malignas da Mucosa Oral

As DPMOs sdo apresentacbes clinicas que carregam um risco de
transformacdo para uma neoplasia maligna, mais comumente o CEC*. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude, séo consideradas DPMOs a leucoplasia oral (LO),
eritroplasia, eritroleucoplasia, queilite actinica, liquen plano, queratose do tabaco sem
fumaca, lesGes no palato associadas ao fumo invertido, candidiase cronica, além de
outras como fibrose submucosa oral, disqueratose congénita, lUpus eritematoso
discéide e glossite sifilitica®.

A taxa mundial de prevaléncia das DPMOs varia de 1% a 5%%2223, Existem
diferentes fatores de risco que podem levar ao aparecimento das DPMOs, bem como
0 uso de tabaco e consumo de alcool no caso das leucoplasias, noz de areca nos
casos de fibrose submucosa, porém varias DPMOs ndo possuem fator etiolégico
conhecido. As diferentes DPMOs podem acometer qualquer sitio da cavidade oral,
porém cada lesdo parece apresentar uma predilecdo por um sitio especifico®?4. O
diagndstico depende da associacgéo clinica com o exame histopatolégico, sendo que
este pode apresentar hiperplasia, hiperqueratose, e displasia epitelial, ou CEC quando
houve a transformacédo maligna3.

A LO, a mais comum dentre as DPMOs, é definida como “placa branca de risco
guestionavel que exclui outras doencas ou distirbios conhecidos e que n&o
apresentam risco aumentado de cancer’ e possui uma prevaléncia de
aproximadamente de 2% e a taxa de transformacgéo maligna é de 0,3 a 13,8%":2°. H&
uma predilecdo pelo sexo masculino, de meia idade a idosos, com etiologia advinda
do uso de tabaco, alcool, e algumas vezes de origem idiopatica®. Apresenta duas
formas clinicas: homogéneas e ndo-homogéneas, sendo que a segunda apresenta
maior potencial de malignidade. Quando comparada a taxa de transformacao maligna,
as LO homogéneas possuem um risco de 3% de transformacéo, j& a forma nao
homogénea de 13,4 a 14,5%. Microscopicamente é possivel identificar 5 aspectos
histopatolégicos que variam de hiperplasia epitelial com presenca ou ndo de displasia
(podendo ser leve, moderada e severa) até um carcinoma in situ®.

O termo leucoplasia verrucosa proliferativa (LVP) foi definido pela primeira vez
por Hansen e colaboradores (1985), que descreveram uma desordem agressiva de

etiologia desconhecida e tendéncia a se tornar multifocal ao longo do tempo.
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Inicialmente as lesdes de LVP sdo assintomaticas, pequenas, bem definidas, com ou
sem espessamento superficial e, com a progressdao da doenca, passa a ser
caracterizada por placas brancas difusas e mdltiplas, envolvendo vérias areas da
mucosa oral, sendo que a gengiva é a area de maior acometimento'®. A prevaléncia
€ quatro vezes maior no género feminino, sendo frequentemente diagnosticada a
partir da sexta década de vida em individuos usualmente ndo fumantes. Apresenta
alta taxa de recorréncia e um indice de transformag&o maligna que varia de 70% até
100% dos casos apés acompanhamento a longo prazo®2627, O diagnéstico da LVP
nao pode ser baseado na analise histopatol6gica de uma lesdo clinicamente isolada,
e sim no decorrer da evolucgao clinica e patologica para conclusao do diagnéstico, uma
vez gue inicialmente esta lesdo pode ter aspectos clinicos e microscopicos que
caracterizam outros tipos de lesédo, por exemplo o liquen plano oral e/ou lesbes

liquendide oral?8,

3.2 Calreticulina
A calreticulina (CRT) é uma proteina multifuncional que foi descrita pela primeira
vez em 19746, A CRT possui um peso molecular de 46KDa e é encontrada
principalmente no limen do reticulo endoplasméatico, podendo se deslocar para
membrana plasmatica, citosol e ntcleo''!?, Sua estrutura é composta por 3 dominios:
dominio N, dominio P e dominio C. O primeiro deles € de formato globular, faz
interacdo com as a-integrinas e liga-se ao DNA do receptor; o segundo dominio é rico
em prolina, e € a regido de ligacdo de calcio; por fim, o dominio C é uma regido em
gue o calcio se liga e interage com proteinas chaperonas'?13, Dentre as funcées da
CRT, temos que dividi-las conforme a sua localizacdo. Dentro do Iimen do reticulo
endoplasmatico (RE), tem a finalidade de dobramento de proteinas (proteina
chaperona) e na homeostase e armazenamento de calcio, contribuindo para a
adequada contragéo, expressao, sintese proteica e sinal de estresse celular. Fora do
limen do RE a CRT participa da adesao celular, reparo tecidual, resposta imune
adaptativa, ativacdo do sistema complemento, fagocitose de células apoptoticas e
estabilidade do RNA?-14,
Sabe-se que a expressdo da CRT tem relacdo com o cancer, com alguns
estudos mostrando que esta proteina esta mais expressa em tecidos tumorais em
relacdo aos tecidos normais, bem como podem estar associadas positivamente ou

negativamente com o progndstico destes tumores't1216 Atualmente, existem estudos
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gue avaliam a expressdo da CRT em céancer de pulmdo, ovario, gastrointestinal,
mama, trato urinario®3. Estes estudos indicam que a CRT possui um papel tanto na
promog&o como na supressdo do céancer, bem como no CECO a expresséo da
proteina CRT é relacionada ao prognéstico da lesdo!?3°, Um estudo utilizando a
técnica da imuno-histoquimica revelou que a expressdo elevada da CRT esta
associada com uma baixa sobrevida e consequentemente um pior prognostico de
paciente com CECO?®. Contudo, sdo necessarios estudos adicionais para investigar
guais os mecanismos da CRT estéo de fato relacionados com o desenvolvimento do
CECO.

Dentre as func¢des da CRT no cancer podemos destacar a sua expressdo como
um sinal fagocitico, morte celular imunogénica (MCI), proliferacdo celular, regulacéo
da atividade de integrinas, adesdo celular e migracdo celular*®. A morte celular
imunogénica € definida como a capacidade de estimulos especificos para matar
células, sendo mediada por padrdes moleculares associados a danos (DAMPS), isto
€, moléculas que ndo sao acessiveis pelo sistema imunoldgico em condicdes normais.
A exposicdo da CRT é uma caracteristica da MCI, a qual proporciona a ativacdo do
sistema imunolégico contra o cancer!®>'®, O uso de agentes terapéuticos para o
cancer, por exemplo a quimioterapia e a radioterapia, provocam um estresse no RE
levando a translocacdo de CRT para a superficie das células cancerigenas. Em
consequéncia, a CRT atua como um sinal fagocitico, sendo estas células
reconhecidas e eliminadas pelos fagocitos. Este reconhecimento facilita a
apresentacdo de antigenos tumorais pelas células dendriticas (CD), e as respostas
de linfécitos T citotoxicos especificos e posteriormente células B31:32, Estudos sobre a
exposicdo da CRT na superficie celular sdo de grande importancia, uma vez que estao
envolvidos com tratamentos para cancer. Contudo, muitos mecanismos no
direcionamento da CRT para a superficie celular ainda sdo pouco descritos. A maior
hipdtese é que inicialmente ha o estresse do RE ativando uma série de proteinas, em
especial aquelas relacionadas com a via da apoptose celular, incluindo fatores como
a caspase 8, Bax, Bac, Bcl-2. Finalmente, esse processo termina com a exocitose por
meio da via dependente de SNARE (proteina de trafego vesicular), onde a CRT e 0
ERp57 sdo trazidos para a superficie externa da membrana plasmatica pelas
vesiculas do Complexo de Golgi'4.

Além disso, estudos mostram que a expressao da CRT estad associada a

mecanismos do sistema imune. Duo et al, em seu estudo revelou que a CRT induz a
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transcricdo ativa do mRNA através da ativacdo das vias de sinalizacdo da MAPK e
NFkB em macrofagos, e por consequéncia, ativa a producdo de TNF-a e IL-67. Da
mesma forma, a baixa expressdo de CRT pode estar associada com um infiltrado
inflamatorio de células T, e consequentemente, isto pode gerar uma via anti-
oncogénica no cancer de célon!®. Outro estudo mostrou que a CRT pode ser um alvo
molecular de células B em algumas neoplasias, como por exemplo em algumas
neoplasias gastrointestinais?® .

Podemos destacar também as propriedades oncogénicas relacionadas com as
mutacdes que ocorrem no gene que sintetiza a CRT. Sao encontradas mais de 50
tipos de mutagdes que envolvem a CRT e todas elas sao encontradas no exon 9. Ha
dois tipos de mutacéo: a do tipo dele¢do (tipo 1), em que ha a exclusdo de 52 pares
de bases (pb), ou do tipo de insercao (tipo 2), a qual se tem a adicdo de 5 pb. Estes
tipos de mutacao representam 84% (50% tipo 1 e 34% tipo 2) daquelas que envolvem
a CRT?0:33, Estas mutacdes produzem proteinas modificadas no terminal C que trazem
como consequéncia a falta de um sinal de retencdo no RE (sinalizador KDEL) e sua
localizacéo pode ser alterada, ocorrendo sua secre¢do no complexo de Golgi®!. Essa
modificacdo na estrutura da proteina traz como consequéncias problemas na ligacao
com o célcio e desencadeamento do aumento do crescimento celular, uma vez que a
CRT mutante se ligara as CD inibindo a fagocitose das células tumorais''3!. A grande
maioria dos estudos relacionados com a mutacao da CRT séo feitos em neoplasias
mieloproliferativas. Estes estudos iniciaram em 2013 e levaram os pesquisadores a
entenderem melhor o papel da CRT no processo de transformacéo maligna de lesdes
mieloproliferativas e consequentemente, a OMS passou a adotar estas mutacoes
como um marcador diagndstico para este grupo de lesdes**. Estudos com pacientes
saudaveis revelaram que apenas uma pequena parte de individuos saudaveis
possuiam o gene CRT mutado e como resultado, observou-se um aumento de células
T CDA4+, caracterizando uma resposta imune eficiente. Isto quer dizer que estas
células T ativadas eram de memoria, uma vez que anteriormente houve um contato
prévio com a CRT mutada e o sistema imunoldgico combateu o desenvolvimento
errdbneo desta proteina3®.

Sendo assim, notamos que a CRT apresenta dupla propriedade, isto €, acbes
oncogénicas e anti-oncogénicas®®. Apesar de ndo existirem estudos muito amplos
sobre a expressao de CRT e seu envolvimento com os diversos tipos de carcinomas,

tem sido demonstrado que sua alta expressao pode comprometer a proliferacéo e
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migracao destas células tumorais. Concluindo, assim, que a CRT possui uma fun¢éo
importante nas células epiteliais e que ela pode ser considerada como um

biomarcador ou alvo terapéutico para carcinomas??.
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4 MATERIAL E METODO

O presente estudo foi aprovado na sessao de 09 de novembro de 2021 e foi
realizado de acordo com a Resolucéao de n°466 de 12 de dezembro de 2012 do CNS
e aprovado pelo CEP/FOAr — Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Araraquara da UNESP (protocolo CAAE 35883320.2.0000.5416;
Anexo A).

4.1 Estudo 1: Revisdo Sistematica da Literatura
4.1.1 Extracdo de dados e questao do estudo

A estratégia PICO guiou o planejamento do revisado sistematica assim como 0s
critérios de inclusdao de artigos, sendo que P: pacientes diagnosticados com
carcinomas humano; I: expressdo de CRT em pacientes com ou sem carcinoma
humano; C: pacientes sem carcinoma humano e diferente expressdo de CRT em
parametros clinico-patologico e prognosticos de pacientes diagnosticados com
carcinoma; O: Desfecho principal: os niveis de expressdo de CRT em pacientes com
carcinoma. Desfecho secundario: niveis de expressdo de CRT em pacientes
diagnosticados com carcinoma associando com parametros clinico-patoldgico e
prognéstico. O presente estudo buscou responder a seguinte pergunta “Ha uma
diferenca nos niveis de expressdo de CRT em carcinomas e estes niveis podem estar

relacionado com o parametros clinico-patoldgico e prognostico?”

4.1.2 Critérios de elegibilidade

Os critérios de inclusdo do presente estudo foram estudos humanos
observacionais, pacientes diagnosticados com carcinomas e estudos que avaliaram a
expressdo de CRT em carcinomas humano. Nao foi determinada restricdo sobre a
localizacdo do carcinoma e a linguagem aplicada. Os critérios de exclusdo foram
estudos in vitro, estudo em animais, estudos que avaliaram a expressao de CRT em
outra origem do cancer (por exemplo adenocarcinoma), pacientes que foram
diagnosticados com carcinoma e que apresentavam imunodeficiéncia, relatos de caso

e capitulos de livros.



21

4.1.3 Estratégia de busca

A seguinte palavra chave foi utilizada para a busca nas bases de dados:
((Calreticulin) OR (CALR)) AND (Squamous cell carcinoma). As busca foi realizada
nas seguintes bases de dados: PUBMED, SCOPUS, COCHRAINE, WEB OF
SCIENCE, LILACS e SCIENCE DIRECT. Dois pesquisadores realizaram a primeira
selecdo dos artigos pela leitura de titulo e resumo. Os artigos selecionados para leitura
completa foram adicionados em uma tabela. O software Rayyan for Systematic

Reviews Software® foi utilizados para remover os artigos em duplicatas.

4.1.4 Taxa derisco de viés

A ferramenta de avaliagdo de risco de viés para estudos ndo randomizados
(RoBANS) foi usada %’. Resumidamente, esta ferramenta tem seis dominios; selecéo
de participantes (viés de sele¢édo causado por selecdo inadequada de participantes),
variaveis de confusdo (viés de selecdo causado por confirmacdo inadequada e
consideracao de variavel de confusédo), medicao de intervencéo / exposicao (viés de
desempenho causado por medicdo inadequada de intervencdo / exposi¢cao),
mascaramento do resultado avaliado (viés de deteccdo causado por cegamento
inadequado da avaliacdo de resultados), dados de resultados incompletos (viés de
atrito causado pelo manuseio inadequado de dados de resultados incompletos) e
relatérios de resultados seletivos (viés de relatérios causados por relatérios de
resultados seletivos). Por fim, para cada dominio, existem apenas trés respostas

possiveis sobre o risco de viés (baixo, pouco claro e alto).

4.1.5 Meta-anélise

A meta-andlise foi realizada no software R (versdo 3.6.3) sendo a=0.05. O
género (feminino e masculino) relatado na baixa e alta expresséao de CRT, assim como
género (feminino vs. masculino), presenca de linfonodos metastaticos e estagio clinico
(I-11vs. HI-1V) para altos niveis de CRT foram usados nos desfechos da meta-analise.
O odds ratio foi a medida de efeito selecionada, os resultados foram interpretados
usando o método aleatério e método de variancia inversa foi usado para realizar a
meta-analise. No caso de dados esparsos, foi utilizado o método “Peto” (uma variante
do método da variancia inversa). Para detectar o viés de publicacdo relacionado ao
efeito do pequeno estudo na meta-analise, 0 metodo trim-and-fill foi conduzido. Alto

nivel de heterogeineidade foi considerado para 12 >50%.
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4.2 Estudo 2: Expresséo Imuno-Histoquimica de CRT em DPMOs
4.2.1 Amostras para analise imuno-histoquimica

O presente estudo pretendeu avaliar aproximadamente 190 amostras
parafinadas de DPMOs (LO e LVP) e hiperplasia fibrosa inflamatéria (HFI) que sera
Nosso grupo controle. Essas amostras séo oriundas de pacientes da Faculdade de
Odontologia de Araraquara, da Universidade de Santiago de Compostela (Espanha)
e Universidade de Helsinki (Finlandia). As amostras da Espanha e Finlandia foram
doacdes de pesquisadores responsaveis para aprimorar os resultados, completar
validacdo consolidar pesquisas multicéntricas. Todos os pacientes incluidos neste
estudo tiveram seu diagnostico estabelecido com base nos achados clinico-patolégico
proposto pela classificagdo de 2017 da OMS para tumores de cabeca e pescoco.

Uma vez incluidos no estudo, os blocos de parafina foram submetidos a dois
novos cortes com 5 ym de espessura, 0s quais foram corados com hematoxilina-
eosina (H&E) e posteriormente analisados para descricao morfoldgica e confirmacao
do diagnostico. O grau de displasia epitelial foi determinado com base nos critérios
propostos pela OMS. A analise do risco de transformacdo maligna dos casos de LO e
LVP foi feita conforme os critérios propostos dor Kujan e colaboradores (2006), os
quais foram recomendados em uma Ultima reunido patrocinada pela OMS, sugerindo
classificar as DPMOs em dois tipos: (i) baixo risco (nenhuma

alteracdo/questionavel/displasia leve) e (ii) alto risco (displasia moderada e severa).

4.2.2 Reacao de imuno-histoquimica

As reacdes de imuno-histoquimica foram realizadas com a técnica da
estraptavidina-biotina-peroxidase. Os cortes histologicos foram diafanizados em xilol,
hidratados em concentracdes decrescentes de alcool, tratados com peréxido de
hidrogénio a 3%, seguido por incubag¢do com 10nM acido citrico pH=6 em panela de
pessao elétrica tipo Pascal. Depois de lavados com salina tamponada com fosfato
(PBS), os cortes foram tratados com 1% albumina sérica bovina (BSA) em PBS por
1h e incubados com anticorpo primario monoclonal contra CRT humana (ABCAM),
seguidos pelo método ABC (Dako Corp.). As reacdes foram relevadas com solucao
de 0,06 mg/ml de 3,3-diaminobenzina tetrahidrocloreto (DAB, Sigma-Aldrich)
acrescida de 1% de H202 e 1% de DMSO. As laminas foram contra-coradas com

hematoxilina de Carazzi. Controles negativos foram sempre realizados.
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Quadro 1 - Anticorpo primario utilizado na analise de imuno-histoquimica

Anticorpo Clone Fornecedor Diluicao
Cal-reticulin FMC 75 Abcan (ab22683) 1:2.000

Fonte: Elaboracéo proépria.

4.2.3 Digitalizac&o e anélise da marcag¢éo imuno-histoquimica

As laminas foram digitalizadas por meio do Scaner ScanScope AT Turbo na
Rede de Laboratérios Multiusuarios — RELAM/PROPP-UFU. A andlise da expressao
da CRT foi avaliada com auxilio do Software do Aperio ImageScope 12.4.3 (leica
Biosystems Division of Leica Microsystems Inc., EUA). A andlise da imuno-
histoquimica foi realizada as cegas e os grupos foram divididos apds a quantificacéo
da intensidade de marcacdo. O algoritmo “positive pixel count V9” (Aperio
ImageScope 12.4.3, EUA) foi utilizado para definir a pontuacdo qualitativa para a
expressao da CRT no tecido epitelial levando em consideracao a intensidade de pixel
e a porcentagem de células marcadas. O calculo da intensidade de marcacéo foi
determinada segundo o estudo realizado por Chang et al. (2010)%. Em sintese, as
intensidades de marcacéo forte, média, fraca e negativa foram pontuadas como 3, 2,
1, e 0, respectivamente, e a porcentagem de células para cada uma das intensidades
foi estimada a partir da intensidade total de pixels de cada marcacdo. A pontuacéo
resultante foi calculada por meio das somas das porcentagens de células marcadas
multiplicadas pelas pontuacdo estabelecida para cada intensidade de marcacao,
obtendo-se uma pontuacdo minima possivel igual a 100 e maxima de 300. A figura 1
representa uma imagem representativa da quantificacado da intensidade de marcacao

imuno-histoquimica da CRT.
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Figura 1 — Imagem representativa da quantificacdo por pixel da intensidade de marcagéo
imuno-histoquimica da CRT

A) Representacdo da marcacdo da intensidade de CRT. B) Representacdo da quantificacdo
por pixel da intensidade de marcacao imuno-histoquimica da CRT (azul-negativo; amarelo-
baixa intensidade; laranja- intensidade moderada; vermelho-alta intensidade).

Fonte: Elaboracéo prépria.

4.2.4 Analise estatistica

Os dados das anélises foram tabulados e inicialmente realizou-se a estatistica
descritiva. A distribuicdo normal foi avaliada pela assimetria e curtose e a presenca
de outliers foi verificada. A homocedasticidade foi avaliada por meio da varidncia pelo
teste de Brown-Forsythe. Por fim, foi realizada a analise multivariada (ANOVA) com
pos teste de Tukey. O nivel de significancia adotado nas analises foi de 95% (p=0.05)
e o software IBM SPSS Statistics 20.0 (p=0,05) e a imagem grafica foi construida
usando GraphPad Prism versao 6.0.

4.3 Estudo 3: Avaliagédo da Expressédo Génica de CRT em DPMOs

4.3.1 Isolamento do RNA total

Para andlise da expresséo génica de CRT foram utilizadas amostras de cada
de tecidos congelados previamente coletados de pacientes com diagndstico de LO,
LVP e HFIl. Essas amostras foram divididas em 3 grupos, sendo o grupo 1
representado pelo grupo controle (HFI), o grupo 2 pela LO e o grupo 3 pela LVP, e
para cada um deles foi utilizado 10 amostras coletadas. Os tecidos foram incubados

com 700 pl do reagente Trizol (Invitrogen, EUA), macerados com o uso de um pistilo
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e mantidos por 5 min em temperatura ambiente. Apds, foi adicionado de 140 pl de
cloroférmio para cada tubo, uma agitacéo vigorosa por 15 segundos foi realizada. Em
seguida, os tubos foram centrifugados por 15 min em 9000g em temperatura de 4°C.
A fase aquosa da solucado foi transferida para os tubos novos e 350 pl de alcool
isopropanol foram adicionados para precipitacdo do RNA. Esta mistura foi
homogeneizada, incubada em temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugada a
9000 g a 4° C por 10 minutos. Apés a centrifugacao, o sobrenadante foi descartado e
0 precipitado de RNA foi lavado com 700 ul de 15% etanol gelado. Apés nova
centrifugacéo a 6000 g a 4°C por 5 min, o precipitado foi seco, ressuspendido em agua
livre de DNAse e de RNAse e estocado na temperatura de -80° C até o momento de

utilizagao.

4.3.2 Analise da concentracdo e integridade do RNA

A concentracao de RNA foi determinada pelas absorbancias com comprimento
de onda de 260 nm e 280 nm em espectrofotémetro Nanodrop 2000c (Thermo Fisher
Scientific, EUA). A pureza e integridade do RNA foram confirmadas com eletroforese
em gel de agarose a 1,2% contendo 1,8 ml de formaldeido na concentracédo de 37%
E 0,2 ug de brometo de etidio. Dois microgramas de RNA foram com tamp&o de
aplicacdo (solucdo aquosa de 30% glicerol, 0,25% azul de bromefenol e 0,25%
xilenocianol) e aquecidos durante 5 min a 65° C. Ap6s a separacao eletroforética o gel
foi documentado com o sistema Kodak Digital ScienceTM equipado com camera
digital DC40 (Eastman Kodak Co., EUA).

4.3.3 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA, 1 ug de RNA total foi reversamente transcrito com o
kit High-Capacity cDNA Archive (Applied Biosystems, EUA) em uma reagdo com
volume final de 20 pL. Foi pipetado 10 yuL de amostra com concentragédo de 1 ug total
e 10 yL de Master Mix contendo: 2,0 uL de tampé&o 10x RT Buffer, 0,8 uL de mistura
de 25x de dNTP, 2,0 uL de 10x Random Primers, 1,0 yL de MultiScribeTM Reverse
Transcriptase (50U/pL), 1,0 yL de RNase Inhibitor). As reac¢des foram realizadas em

termociclador a 15°C por 10 min, 37° C por 120 min e 85° C por 5 min.
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4.3.4 Reacao de PCR Quantitativo em Tempo Real (QRT-PCR)

Todas as reacdes de qRT-PCR foram realizadas pelo método de quantificacdo
relativa ao gene normalizador GAPDH. As reagdes foram preparadas em triplicata em
placas de 96 pocos, utilizando o sistema de detec¢cdo GoTag® qPCR and RT-gPCR
Systems (Promega) no aparelho StepOnePlus Real Time PCR System (Applied
Biosystems, Inglaterra) em um volume final de 10 yL. Em cada poco da placa foi
pipetado 4 pL do cDNA resultante e foi amplificado na reacdo 6 yL de Master Mix (5
ML de GoTag qPCR Mix; 0,5 de cada primer em uma concentracao final de 200nM e
0,1 yL de Rox). As condi¢cbes de amplificagéo foi de 2 min a 50° C para ativacao da
enzima AmpErase, 10 min a 95° C durante 15 s e 1 min a 60° C para pareamento dos
primers e extensdo. Ao final da amplificacdo, uma etapa adicional de dissociacao foi
realizada (40 ciclos com um decréscimo de 1° C a 15 s, iniciando-se a 95° C) para
geracao de uma curva de dissociagdo (curva de melting) necessaria para confirmacéo
da especificidade da amplificagéo.

As sequencias do gene de interesse e do controle interno utilizados nas
reacoes estdo descritos na quadro 2. As reacdes de qRT-PCR, foram baseadas na
concentracdo Otima de cada primer utilizado, através de diferentes diluicbes do gene

normalizador especifico.

Quadro 2 - Pares de primers que serdo utilizados nos ensaios de gRT-PCR

Gene Primer Sense (5’-3’) Primer Antisense (5’-3’)
GAPDH GAAGGTGAAGGTCGCAGTC GAAGATGGTGATGGGATTTC
CRT AGGATGAGTTTACACAC TCATCGATCTTGGCCCGCTC

Fonte: Elaboracao prépria.

4.3.4 Analise estatistica

Os dados das analises foram tabulados e inicialmente realizou-se a estatistica
descritiva. A distribuicdo normal foi avaliada pela assimetria e curtose e a presenca
de outliers foi verificada. A homocedasticidade foi avaliada por meio da variancia
pelo teste de Brown-Forsythe. Por fim, foi realizada a analise multivariada (ANOVA)
com pos teste de Tukey. O nivel de significancia adotado nas analises foi de 95%
(p=0.05) e o software IBM SPSS Statistics 20.0 (p=0,05) e a imagem grafica foi

construida usando GraphPad Prism verséao 6.0.
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5 RESULTADO

Os resultados obtidos nesse trabalho estdo descritos nas se¢des abaixo.

5.1 Revisdao Sistematica e Meta-analise

5.1.1 Resultado da pesquisa

A busca nas bases de dados identificaram: 132 artigos no PUBMED, 165 no
SCOPUS, 17 na COCHRAINE, 101 no LILALS, 1556 no SCIENCE DIRECT e 129
artigos no WEB OF SCIENCE, totalizando 2100 artigos. Dentre esses, 688 artigos
estavam em duplicatas foram removidos, deixando um total de 1412 artigos para a
primeira selecdo. A primeira selecéo realizada pela leitura de titulo e resumo excluiu
1352 artigos, entdo para a leitura completa ficaram 60 artigos dos quais 47 foram
excluidos pelos critérios de inclusdo determinado anteriormente. Sendo assim,
somente 13 artigos de estudos observacionais foram selecionados para 0 nosso

trabalho para a extragéo dos dados (Figura 2).
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Figura 2 - Fluxograma do PRISMA detalhando a busca de dados, selecéo por titulo e resumo,
e texto completo e estudos inclusos na revisao sistematica
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5.1.2 Sintese de resultados

A extracdo de dados dos artigos foi realizada pela leitura completa dos estudos,
distribuindo os dados em uma tabela (Quadro 3) contendo: autor e o ano de publicacao
do estudo, a populacdo na qual foi realizada o estudo, a idade dos pacientes que
participaram da amostra, o estagio TNM quando presente, o tamanho da amostra do
estudo e por fim os resultados que foram apresentado em cada estudo.

Todos os artigos inclusos no nosso trabalho séo estudos observacionais que
relatam a expressao (alta ou baixa) de CRT em diferentes neoplasias. A neoplasia
mais presente no nosso estudo foi o cancer de mama e de célon. A idade dos
pacientes participantes dos estudos variaram de pacientes pediatricos (1-15 anos) até
adultos mais velhos (> 29 anos). Bem como, o estagio TNM quando presente nos
estudos variou entre eles. A expressao da CRT nos carcinomas presente em nosso
estudo foi na grande maioria de alta expressdo, sendo que poucos artigos

apresentaram uma baixa expressdo da CRT.



Quadro 3 — Dados extraidos dos artigos selecionados para 0 nosso estudo

Autor/Ano Populacéo Idade Estagio TNM Tamanho da amostra Desfecho
Cooney et | Amostra de 45 anos e G1: n=9 amostras de G1: 100% apresentaram
al. 2017 pacientes da jovens carcinoma hepatocelular moderada e forte expresséo de
Universidade fibrolamelar (FL-HCC) e CRT no tumor e hepatécitos
de Stanford, tecido normal adjacente. normais adjacentes.
Departamento G2: n=21 carcinoma G2: 71% apresentaram
de Patologia hepatocellular (HCC) e moderada e forte expressao,
tecido normal adjacente. 19% fraca e 10% sem
expressao de CRT.
Yang etal. | China CRT baixa Proteomica: CRT é super-regulada no ACC
2013 expressao: n=12 adrenocortical identificada pela analise
45 anos carcinomas primarios (ACC) | proteomica.
CRT alta e tecido normal adjacente. Ha uma alta expressédo de CRT
expressao: Imuno-histoquimica: no ACC comparada a tecido
37 anos G1: n=39 ACC e tecido adrenocortical normal.
adrenocortical normal. CRT esta superexpressa e mais
G2: n=31 adenoma frequente em estégios
adrenocortical (ACA). avancados de adrenocortical
G3: n=39 tecido carcinoma do que em estagios
adrenocortical normal. iniciais (65% vs 31.6%).
Ye et al. First Affiliated | <60: n=9 Estagio N: n=32 tecido de cancer de CRT est4d aumentada em 25/32
2021 Hospital od 260: n=23 | NO: 28 vesicula e tecido normal nos tecidos de cancer de
Zhengzhou N1/2:13 adjacente vesicula comparada ao tecido
University Tamanho do normal e a tecidos de colecistite
tumor (cm): cronica.
<5:21 A expressédo mRNA de CRT
>5:11 estava mais expressa em
Estagio clinico: pacientes com tumor =25cm
I-1l: 7 comparado com pacientes com
-1V: 25 tumor de <5cm.

Pacientes com alta expresséo
de CRT tém a prognostico ruim
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e alto risco de morte comparado
a baixa expressao de CRT.

A expressao de CRT nao tem
associacdo com linfonodos
metastaticos, estagio TNM, grau
histolégico e outros parametros
clinico-patoldgico.

Lee, et al. Penang 36-85 anos | NO: n=13 38 pares tecidos de Proteomica:
2012 General pacientes carcinoma de ducto CRT est4 superexpressao nos 3
Hospital N1: n=13 infiltrado (IDC) comparado estagios N: NO - 77%, N1 -
pacientes com tecido normal e tumoral | 92%, N2 — 83% .
N2: n=12 Western Blotting:
pacientes CRT teve alta expresséo no
tecido tumoral comparado ao
tecido normal.
Kabbage et | Tunisia Pacientes n=66 tecido de tumor de Houve uma elevada expresséo
al. 2013 com mama e seu Soro de CRT nas células epiteliais do
cancer de n=65 soro de mulheres tumor quando comparada com o
mama: voluntérias saudaveis ductos normais.
29-85 anos (controle). CRT expressa nos IDCAs esta
(média=48 Proteomica e ELISA: n=15 restrita ao citoplasma..
anos) tumores e arredores de A superexpressao de CRT foi
Mulheres tecido normal. encontrada em 3 subtipos de
voluntarias Imuno-histoquimica: Cancer de mama: 5/7 carcinoma
saudaveis n=35 amostras de de infiltrado lobular, 2/6
(controle): carcinomas de ducto carcinoma medular, 1/3
26-75 anos mamario infiltrado (IDCAs) e | carcinoma de ducto in situ.
(média=45 outros tipos de cancer de
anos) mama.
Vaksman et | Noruega 39-79 anos 102 espécimes de RT-PCR mostrou uma
al. 2013. (média=61) carcinoma de ovario (55 expressdo de CRT em mRNA

efusdo, 47 espécimes solido)

em 54 de 55 efusbes e todos
espécimes sdlidos.
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MRNA CRT estava
superexpressa em metastases
sélidas comparada com efuséo
e carcinomas primarios.

A expressao de CRT estava
significantemente maior nas
metastases solidas e
carcinomas primarios
comparadas com as efusdes.
CRT secretada possuia niveis
elevados no periténio

comparado com efuséo pleural.

Peng et al.
2010.

China

<60 years
=44,1%
=260 years
=55.9%

T3N1IMO

68 amostras de cancer de
coldn.

A CRT estava marcada no
citoplasma.

A expresséo de CRT estava
baixa e no cancer de colén
comparado ao epitélio normal
adjacente.

61,8% de amostra estavam
positivas ha CRT.

Du et al.
2007

China

Proteomica

n=41 tecido fresco de
carcinoma espinocelular de
esbfago (ESCC) e tecido
normal adjacente.

Western blotting:

n=4 tecido tumoral e tecido
normal de esb6fago.
Imuno-histoquimica:

n=89 amostras de tecido de
ESCC parafinado.

Proteomica:

CRT estava superregulada no
ESCC.

Western blotting:

CRT estava elevada em todos
os tecidos de ESCC.
Imuno-histoquimica:

Células epiteliais normal de
esb6fago mostraram marcacao
negative no citoplasma na
maioria dos casos.

Células tumorais mostram forte
marcacao positive no
citoplasma.
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A expressao elevada de CRT foi
encontrada em 65 de 89 de
tumores comparado com células
normais do eséfago.

A superexpressao de CRT
estava relacionada com
progndstico ruim.

Chiang et E-Da Hospital 110 amostras de pacientes A expressdo de CRT estava
al.2013 diagnosticados com maior em 6 linhas de OSCC cell
carcinoma espinocelular de lines comparado com o grupo
cabeca e pescoco. controle.
Imuno-histoquimica: 96,1%
estava positive para CRT.
Liu et al. China 25-75 80 tecidos de cancer de A CRT estava significativamente
2012 (media de pulmé&o, 10 tecidos normal maior no cancer de pulméo do
idade, 57 de pulméo que pacientes saudaveis.
anos)
Lwin et al. Singapura 23 -89 Tecidos de 228 pacientes A expressdo de CRT no mRNA
General (media de diagnosticados com estava com niveis alto no MDA-
Hospital idade, 55.6 carcinoma ducto mama MB-231comparado a MCF-7.
anos) invasivo. A CRT estava localizada no
citoplasma das células MCF-7 e
MDA-MB23, especificamente na
regido perinuclear.
Chignard et Tecidos tumorais e néo As isoformas de CRT foram
al. tumorais de 7 pacientes com | reduzidas no carcinoma

carcinoma hepatocelular.
Soros obtidos de 27
individuos saudaveis, 33
pacientes com hepatite
cronica, 28 de pacientes
com cirrose, 34 de pacientes
com carcinoma
hepatocelular.

hepatocelular em comparacao
com os tecidos ndo tumorais.
Diferenca estatisticamente
altamente significativa nos niveis
séricos de CRT18 entre
pacientes com carcinoma
hepatocelular e pacientes
saudaveis.
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Vera et al. Chile
2020

67 amostras de ovario de
mulheres

Houve um aumento nos niveis
de mRNA de CRT em amostras
de céancer de ovario em
comparagao com ovarios
inativos normais, tumores
benignos e tumores limitrofes.
A analise semi-quantativa dos
niveis de proteina CRT revela
um aumento desta proteina em
amostras de cancer epitelial de
ovario em comparacao com
tumores limitrofes e tumores
benignos.

Houve uma coloragéo positiva
em todos 0s humanos

Fonte: Elaboracgéo prépria.
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5.1.3 Taxa de risco de viés para estudos ndo-randomizados
Nesta etapa foi utilizado o critério de pedagio RoBANS. Houve vieses
relacionados a selecdo dos participantes, o que pode ser explicado pelo fato de alguns
Fonte: Elaboracéo propria  os controle pareados, ou pela pequena amostra ou
diferenca significativa entre o tamanho da amostra do grupo experimental em relacéo
ao grupo de controle. Além disso, para todos os artigos incluidos na revisao
sistematica, foram detectados vieses relacionados a avaliagdo do cegamento (Quadro
4).

Quadro 4 — Ferramenta de risco de viés (RoBANS) para os artigos inclusos no estudo

Estudo Selecéo de Variaveis Medida da Mascaramento Dados de Relatério de

participantes confusas intervencgéo do resultado resultado resultados

avaliado incompleto seletivos
Chignard et al. 2006 Baixo Baixo Baixo Alto Baixo Baixo
Du et al. 2007 Pouco claro Baixo Baixo Alto Baixo Baixo
Lwin et al. 2010 Pouco claro Baixo Baixo Alto Baixo Baixo
Peng et al. 2010 Pouco claro Baixo Baixo Alto Baixo Baixo
Lee et al. 2012 Baixo Baixo Baixo Alto Baixo Baixo
Liu et al. 2012 Alto Baixo Baixo Alto Baixo Baixo
Vera et al. 2020 Alto Baixo Baixo Alto Baixo Baixo
Chiang et al. 2013 Baixo Baixo Baixo Alto Baixo Baixo
Kabbage et al. 2013 Baixo Baixo Baixo Alto Baixo Baixo
Vaksman et al. 2013 Pouco claro Baixo Baixo Alto Baixo Baixo
Yang et al. 2013 Baixo Baixo Baixo Alto Baixo Baixo
Cooney et al. 2017 Baixo Baixo Baixo Alto Baixo Baixo
Ye et al. 2021 Baixo Baixo Baixo Alto Baixo Baixo

Fonte: Elaboragao prépria.

5.1.4 Meta-analise

ApOs a andlise podemos observar que os homens afetados por carcinomas tem
2.613 [1.2456; 5.5590] mais chances de apresentar altos niveis de CRT do que baixos
niveis de CRT (p=0.0112/ 1°=12.8%) (Figura 3A). Além disso, ndo houve viés de
publicacdo e, consequentemente, ndo houve viés de meta-andlise para esses
resultados (Figura 3B). Em contrapartida, ndo foram encontrados resultados
significativos para o género feminino (p=0,1401 / 1°=83,7%) (Figura 4A) e quando
comparado se os niveis de CRT poderiam ser influenciados por diferencas entre os
sexos (p=0,8816 / I°= 0%) (Figura 5A). Embora dos altos niveis de CRT serem
encontrados com mais frequéncia em linfonodos metastaticos e em estagio clinico

avancado em neoplasias, nenhum resultado significativo na meta-analise (Figura 6).
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Bem como, foram encontrados vieses de publicagdo para o género feminino (Figura

4B) e diferenca entre os sexos (Figura 5B)

Figura 3 — Resultado da meta-analise em relacdo ao género masculino

A

Study

Pengetal 2010
Yang et al 2013
Yeetal 2021

Experimental Control
Events Total Events Total
23 38 15 38

10 18 8 18

11 15 4 15

71 7

Fixed effect model
Random effects model

Heterogeneity: ksquared=12.8%, tau-squared=0.0605, p=0.3176
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Peng et al. 2010
Yang et al. 2013
Ye et al 2021

TE seTE

0.85 0.4694
0.45 0.6708
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Random effects model
Heterogeneily: Fsquared=12.8%, tau-squared=0,0605, p=0.3176
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] OR
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P 235 [0.94; 5.90]
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_'_i_|
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55.2%
27.0%
17.8%

100%

95%-Cl W(random)

51.9%
28.5%
19.6%

100%
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51.9%
28.5%
19.6%

100%

A) Resultado da meta-analise do género masculino ilustrado em gréfico do tipo forest plot.
O grupo experimental foi formado por niveis alto e positivo de CRT, enquanto o grupo
controle foi formado por niveis baixos e negativos de CRT. B) Resultado do método
Trim-and-fill ilustrado em um gréfico tipo forest plot. OR=0dds ratio; Cl= intervalo de
confianga; W=peso; TE= valores estimados para a média; seTE= valores estimados
para o desvio padréo.

Fonte: Elaboracgéo prépria.
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Figura 4 — Resultados da meta-analise em relacdo ao género feminino

A

Experimental Control Odds Ratio
Study Events Total Events Total B OR 95%-Cl W{fixed) W(random)
Peng etal 2010 19 30 11 30 . 298 [104; 853] 475% 36.6%
Yang et al. 2013 10 21 11 21 —— 083 [025 277] 357% 34.8%
Ye et al 2021 14 17 3 17 ._'_ 21.78 [3.73,127.02] 168% 28.5%
Fixed effect model 68 68 -:::t‘.:- 264 [1.28; 544] 100% -
Random effects model e 3.36 [0.67; 16.87] - 100%

Heterogeneity: Fsquared=T8%, tau-squared=1.56, p=0.0106

001 01 1 10 100

Study TE seTE Odds Ratio OR 95%-Cl W(random)
Peng et al. 2010 1.09 0.5358 I—* 298 [1.04, 853] 27.3%
Yang et al. 2013 -0.19 0.6179 —a 083 [0.25, 2.77] 26.5%
Yeetal 2021 3.08 0.8997 j = 21.78 [3.73,127.02] 23.1%
Filled: Ye et al. 2021 -2.00 0.8997 — 014 [002; 0.79] 23.1%

Random effects model
Heterogeneity: Fsquared=03,7%, tav-squared=2.564, p=0.0004
T T

1.65 [0.29; 9.29] 100%

I: | 1
001 01 1 10 100

A) Resultados da meta-analise do género feminino ilustrados em um gréfico do tipo forest
plot. O grupo experimental foi formado por niveis alto e positivo de CRT, enquanto o
grupo controle foi formado por niveis baixos e negativos de CRT. B) Resultados do
método de Trim-and-fill ilustrados em um gréfico do tipo forest plot. OR=0dds ratio; Cl=
intervalo de confianca; W=peso; TE= valores estimados para a média; seTE= valores
estimados para o desvio padrao.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Experimental Control
Study Events Total Events Total
Peng et al. 2010 19 30 23 38
Yang et al. 2013 10 21 10 18
Ye etal 2021 14 17 1 15
Fixed effect model 68 T1

Random effects model
Heterogeneity: Fsquared=0%, tau-squared=0, p=0.7216

Odds Ratio

Figura 5 — Resultado da meta-analise comparando os géneros masculino e feminino
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A) Resultados da meta-andlise da diferenca entre os géneros para altos niveis de CRT
ilustrados em um grafico do tipo forest plot. O grupo experimental foi formado pelo
género feminino, enquanto o grupo controle foi formado pelo género masculino. B)
Resultados do método de Trim-and-fill ilustrados em um grafico do tipo forest plot.
OR=0dds ratio; Cl= intervalo de confianca; W=peso; TE= valores estimados para a
média; seTE= valores estimados para o desvio padrao.

Fonte: Elaboracgéo propria.
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Figura 6 — Resultado da meta-anélise em relacéo a linfonodos metastaticos

A

Experimental Control Odds Ratio
Study Events Total Events Total . OR 95%-Cl W(fixed) W(random)
Kabbage et al. 2013 8 19 5 16 ——'— 160 [0.40 646] 63.0% 63.0%
Yeetal 2021 1" 13 14 19 - 196 [0.32,1212] 37.0% 37.0%
Fixed effect model 32 35 —=——— 173 [057; 522] 100% -
Random effects model —— 1.73 [0.57; 5.22] - 100%
Heterogeneity: Fsquared=0%, tau-squared=0, p=0.8608 : | :I .
01 05 1 2 10
Experimental Control Odds Ratio
Study Events Total Events Total . OR 95%-Cl W(fixed) W{random)
Kabbage etal 2013 1 7 12 28 ' 030 [0.06, 165 28.0% 32.4%
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Heterogeneity: ksquared=63.2%, tau-squared=1.168, p=0.0660
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Kabbage et al. 2013 -1.19 0.8620 0.30 [0.08; 1.65] 32.4%

Yang et al. 2013 1.30 0.6327 368 [1.07,1272] 39.5%

Yeetal 2021 0.49 1.0181 1.63 [0.22; 11.96] 28.1%

Random effects model = 1.30 [0.28; 6.10] 100%
Hi ity: Fsquared=63.2%, tau-squared=1.168, p=0.0660 | |

0.1 051 2 10

A) Resultado da meta-andlise da presenca de linfonodos metastaticos com alto nivel de
CRT. O grupo experimentar foi formado pela presenca de linfonodos metastaticos
enguanto o grupo controle foi formado pela auséncia de linfonodos metastéaticos. B)
Resultados da meta-analise do estagio clinico da doenca tumoral com alta expressao
de CRT. O grupo experimental foi formado pelos estégios clinicos avangados (ll1-1V),
enquanto o grupo controle foi formado pelos estagios clinicos iniciais (I-1). C)
Resultado do método Trim-and-fill ilustrado em um grafico do tipo forest plot para o
estagio clinico da doenca tumoral com alto nivel de CRT. OR=odds ratio; Cl= intervalo
de confianga; W=peso; TE= valores estimados para a média; seTE= valores estimados
para o desvio padrao.

Fonte: Elaboracéo prépria.
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5.2 Andlise Imuno-Histoquimica de CRT em DPMOs

Apés a quantificacdo da expressao da CRT por imuno-histoquimica, dos dados
foram tabulados e realizou-se inicialmente a estatistica descritiva. A partir desta
analise checamos que os dados sdo normais através da assimetria e curtose.
Posteriormente realizou-se o teste de Brown-Forsythe o qual determinou que os dados
sdo homocedasticos. Apos a realizagéo dos testes ANOVA one-way e 0 poés teste de
Tukey.

Notamos que hd uma diferenca de expressao de CRT entre os grupos HFI, LVP
e LO, como representado na Figura 7.Contudo, observamos que houve uma diferenca
estatistica relevante somente entre os grupos LO e LVP no qual houve um aumento
na expressao de CRT na LVP quando comparada com o grupo da LO (p=0,0043)
(Figura 8).
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Figura 7 — Representacdo da marcagao imuno-histoquimica entre os grupo HFI, LO e LVP

A) Representacdo da marcacdo imuno-histoquimica de CRT no grupo controle (HFI); B)

Representa¢do da marcagdo imuno-histoquimica de CRT no grupo LO; C) Representacéo da
marcacao imuno-histoquimica no grupo LVP.

Fonte: Elaboracéo propria.
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Figura 8 — Determinacéo dos niveis de expressdo de CRT nos grupos LO, LVP e HFI
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Podemos observar a diferenca nos niveis de expressdo de CRT entre os grupos LO, LVP e
HFI.

Fonte: Elaboragéo propria.

5.3 A expressdo Génica de CRT Esta Aumentada na LVP Quando Comparada
ComalO

A andlise estatistica dos dados de quantificacdo por qRT-PCR nas amostras
de HFI, LO e LVP revelou algumas modulagdes na expressao de CRT (Figura 9).

Podemos observar uma reducéo na expressao da CRT nos grupos LO e LVP
em relacdo ou grupo controle. Houve uma diferenca estatistica relevante entre os
grupos LVP e LO, sendo que na LVP teve-se o0 aumento na expressdao da CRT
(aumento de ~ 0,5 vez ; p=0,05) em relacdo a LO. Além disso, observamos uma
reducao significativa na expressao de CRT no grupo LO (reducéo de ~0,8 vez; p=0,01)

em relacdo ao grupo HFI.
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Figura 9 — gRT-PCR para marcador de CRT
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Expressao génica de CRT em HFI (controle), LO, LVP evidenciada por gqRT-PCR. * p<0,05

Fonte: Elaboracao prépria.
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6 DISCUSSAO

O cancer ao longo do século XXI é a principal causa de morte prematura e
consequentemente uma barreira para o aumento da expectativa de vida . E esperado
gue o numero na incidéncia de cancer dupligue em 2070 comparado a 2020, e isto
esta relacionado ao envelhecimento e crescimento da populagdo bem como nas
mudancas demograficas?®. Embora se tenha muitas pesquisas de neoplasias
malignas, é necessario uma mudanca no cenario de forma a acentuar programas de
prevencdo do cancer uma vez o diagndéstico precoce € essencial para um melhor
progndstico do paciente.

Estudos que buscam compreender o mecanismo da oncogénese e a busca por
biomarcadores é uma forma de entende melhor o curso clinico das neoplasias bem
como desenvolver novas terapias terapéuticas para uma melhor qualidade e
expectativa de vida do paciente. Desta forma, o estudo da CRT pode ser uma boa
forma de entender os mecanismos da tumorigenese na qual ela esta envolvida.

A CRT é uma proteina multifuncional que apresenta dupla propriedade: acéo
anti-oncogénica e acdo oncogénica 6. Quando esta proteina esta relacionada com as
células cancerigenas ela pode apresentar uma alta expressdao ou uma baixa
expresséo, dependendo do comportamento na neoplasia em questao, de forma que
esta expressdo pode estar relacionada a um progndéstico favoravel ou desfavoravel da
doenca.

Na revisdo sistematica obtivemos como resultado que a grande maioria das
neoplasias apresentaram uma superexpressao de CRT quando comparadas com
tecidos normais. Apenas trés estudos que foram inclusos na nossa revisao sistematica
apresentaram uma baixa expressao de CRT como no cancer de endométrio, em tumor
de cérebro, carcinoma de ovario.

Uma das acbes da CRT que esta envolvido na tumorigenese é a sua a agao
pro-fagocitose, a qual facilita a absorcdo de células apoptéticas atraves das células
apresentadoras de antigeno, em especial as células dendriticas, que posteriormente
ativara células T e células B para combater a progressao do tumor3!. Além disso, outra
atividade oncogénica da CRT é relacionada com a mutacao presente no gene que
sintetiza esta proteina. Estas mutacdes produzem uma mudanca na estrutura da
proteina, em especifico no dominio C no qual afetara o sinalizador KDEL e como

consequéncia ativara as vias de sinalizacdo JAK2 e MAPK3141, Bem como a alteragéo
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na estrutura afeta ainda a sua atividade na funcdo homeostase de célcio, na
apresentacdo de antigenos as células MHC classe |, na sinalizacdo de sinais
fagociticos!.

Além disso, a meta-analise revelou que em pacientes do sexo masculino ha
2.613 vezes mais probabilidade de expressar altos niveis de CRT do que baixos
niveis. Podemos hipotetizar que esse achado seria responsavel pelo diferente curso
da doenca e pelo diferente progndstico em pacientes do sexo masculino, variando de
acordo com o tipo de tumor. Contudo este achado néo teve relevancia estatistica em
pacientes do sexo feminino e também na analise entre ambos os sexos, o0 que
consolida que a alta expressdo da CRT no sexo masculino pode ser um sinalizador
de progndéstico desfavoravel para a doenca.

O cancer de péancreas, mais comum em homens adultos, é um tipo de cancer
agressivo, de dificil diagnéstico em seus estagios iniciais e, consequentemente,
consegue afetar outros 6rgdos*?. Estudos mostram que a superexpressdo de CRT
nesse tipo de cancer esta associada ao estagio de UICC e metastase linfonodal,
sendo assim pode ser um indicador de prognostico desfavoravel para essa
neoplasia*®. Assim como no carcinoma espinocelular de esbfago, que também
apresenta prevaléncia para o sexo masculino e alta expressdo de CRT com
prognostico desvaforavel da doenca*t. Outro tipo de neoplasia mais comum em
homens e com alta expressédo de CRT € o cancer géastrico. Chen et al. em seu estudo
conclui que a associacdo da superexpressdo de CRT com eventos de angiogénese
facilita a proliferacédo de células tumorais, invasdo de metastases linfonodais tumorais
e, conseqguentemente progndstico ruim*®,

Héa poucos estudos na literatura que relatam a expresséo da CRT com CECO.
Hadara et al, em seu estudo mostrou que a alta expressdo com o CECO esta
associada com um prognéstico desfavoravel e uma alta progressao tumoral3°. Porém,
€ necessario outros estudos para elucidar a acdo da CRT e a possibilidade desta
proteina ser um biomarcador no CECO. Este carcinoma representa 95% das lesdes
malignas que acometem a cavidade oral e tem como fatores de risco associado o
consumo excessivo de alcool e tabaco®. Apesar das pesquisas sobre CECO ha ainda
uma alta incidéncia e a taxa de sobrevida de 5 anos permanece em 50% dos casos?.
Sendo assim, € de extrema importancia prevenir e diagnosticar a doenga em estagios

iniciais para um bom prognadstico ao paciente.
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Partindo deste principio, o entendimento dos mecanismos moleculares
relacionados a taxa de transformacdo maligna das DPMOs € uma estratégia
primordial. Anteriormente, nosso grupo de pesquisa através da analise proteomica
gue revelou uma alta expresséo de CRT em LVP quando comparada com a LO e o
grupo controle. Desta forma, buscamos estudar a expressdo desta proteina em
DPMOs para correlacionar com o potencial de transformacao maligna destas lesdes.

A LO é a mais comum dentre as DPMOs e possui uma taxa de transformacgéo
maligna de 0,6 a 61% dos casos?®. J4 a LVP, mais rara e tem um curso clinico
agressivo e desafiador, apresenta um incide maior de transformac&o maligna acima
de 63,9%°%. A alta expressdo de CRT em LVP comparada a LO observada tanto pela
marcacao imuno-histoquimica quanto pelo gRT-PCR no nosso estudo pode ser devido
ao seguintes mecanismos: a ativacao do sistema imunolégico, a acao pro-fagocitose
ou também com a presenca da CRT mutada, sendo que estes podem estar
correlacionado com a alta taxa de transformag&o da maligna da LVP.

Quando a CRT se transloca do RE e se expressa na superficie celular das
células tumorais como também antigenos através de moléculas MHC classe 1#1. Desta
forma, a exposicdo da CRT pelas células cancerigenas caracteriza a MClI, isto é, ha
uma mudanca na composicéo da superficie celular mediada por padrdes moleculares
associados a danos (DAMPs) bem como uma diminuicio de CD47 e
consequentemente ha o inicio da fagocitose de células neoplasicas'®1632, Deste
modo, quando a CRT esta expressa na superficie de células tumorais ela emite um
sinal de “coma-me”, isto é, um sinal pré-fagocitico para as células apresentadoras de
antigenos, em particular células dendriticas e posteriormente células T CD8+ serem
ativadas e atuarem na supressédo do tumor#l. Sendo assim, a provavel associacdo
dessa expressdo da CRT o papel que esta proteina assume nas células tumorais, isto
€, estas células que ndo expressam CRT selvagem ou expressam a CRT mutada elas
apresentam pouca quantidade ou nenhuma quantidade de antigeno para as células
MHC classe I, favorecendo assim a imunoevasdo e consequentemente um
progndstico desfavoravel*:.

J4 a atividade pro-fagocitose da CRT pode apresentar dois possiveis
mecanismos. Um ja descrito anteriormente, que é a expressdo de CRT em células
neoplasicas que apresentam antigeno e ativam posteriormente células T e e células

B31. O outro mecanismo pode ser através da superexpressédo de CD47 em relacéo a
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CRT, de modo que ha uma inibicdo da fagocitose de células cancerigenas e
consequentemente tem-se um aumento tumoral e um maior risco de metastase?’.

Embora em nossos resultados ainda ndo tenha uma diferenca estatistica
relevante entre a diferenca de expressao de CRT entre HFI e LVP, notamos que no
NOsso grupo controle ha uma alta expressao desta proteina. Por ser uma lesdo que
possui um infiltrado inflamatorio, e ndo possuir caracteristicas de neoplasia, a CRT
nesta lesdo esta relacionada com o a sua agdo anti-oncogeénica, isto é, ela atua na
morte celular imunogénica através dos efeitos pro-fagocitose, de modo que ela se
expressa nas células para que os fagoécitos encontrem as células que precisam ser
eliminadas*..

Apesar de ainda ndo estudada na literatura a agdo oncogénica da CRT mutada
em DPMOs € um mecanismo que precisa ser elucidado. As doencas
mieloproliferativas sédo exemplo de que a mutagédo da CRT pode ser um marcador
diagnéstico da doenca e até mesmo progndéstico dela, uma vez que pacientes que
possuir a mutacado no gene da CRT do tipo 1, tem na doenga um comportamento mais
agressivo®+#1, Portanto, é necessario estudos adicionais para buscar entender melhor
0 mecanisco de acdo da CRT nas DPMOs e correlaciona-la melhor com o seu

processo de transformagéao maligna.
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7 CONCLUSAO

A expressao de CRT nas neoplasias diferem quanto a sua localizacéo,
podendo apresentar alta ou baixa expressao;

Os niveis de CRT esta aumentado em mais de duas vezes em paciente do
genéro masculino;

Ha um aumento na expresséao de CRT na LVP comparada a LO;

Pela expressdo génica da CRT ela esta aumentada no comparada a LO, e
reduzida na LO quando comparada a LVP;

A alta expressao de CRT na LVP pode estar associada com a sua alta taxa

de transformacao maligna.
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individuos, bem como evitara exposi¢cao dos dados dos prontuarios ja que apenas os pesquisadores terao
acesso as informagoes. Além disso, todos os procedimentos serao sempre realizados de acordo com as
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Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa esta em andamento, e ainda nao ha resultados, pois a etapa de imuno-histoquimica nao esta
finalizada. As pesquisadoras solicitam aumento do numero de participantes/amostras da pesquisa de 90
para 301 e adigao de um novo objetivo ao projeto. O novo objetivo sera avaliar a expressao génica da
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foram atendidos no Servigo de Medicina Bucal da Faculdade de Odontologia de Araraquara — FOAr, que
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39015420.2.0000.54186).
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Universidade de Sao Tiago de Compostela (Espanha) e 113 da Universidade de Helsinki (Finalandia). As
amostras oriundas da Finlandia e da Espanha foram doadas por pesquisadores responsaveis por elas.
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Odontologia de Araraquara — UNESP; FOAr), retrospectivo e de carater académico. Serao utilizadas de 301
amostras, das quais 241 sao amostras parafinadas para a realizagao da técnica da imuno-histoquimica [97
sao oriundas da FOAr, 31 da Universidade de Sao Tiago de Compostela (Espanha) e 113 da Universidade
de Helsinki (Finalandia)] e 60 sao amostras congeladas para realizagao do ensaio de qRT-PCR, oriundas de
biopsias de pacientes que foram atendidos no Servico de Medicina Bucal da FOAr. Além disso, serao
coletadas, dos prontuarios dos prontuarios dos pacientes atendidos no Servigo de Medicina Bucal da FOAr,
informagodes clinicas, demograficas, de tratamento, recidiva e transformagao maligna da lesao O estudo sera
patrocinado/financiado pelo CNPq, e sera realizado de 02/11/2020 a 31/05/2022, de acordo com o
cronograma.
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Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Enderego: HUMAITA 1680, SALA 512

Bairro: CENTRO
UF: SP
Telefone:

CEP: 14.801-903

Municipio: ARARAQUARA
(16)3301-6459

E-mail: cep@foar.unesp.br
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UNESP - FACULDADE DE
<€ ODONTOLOGIA - CAMPUS e e
—— ARARAQUARA

Continuacéo do Parecer: 5.092.643

ARARAQUARA, 09 de Novembro de 2021

Assinado por:
Andréa Gongalves
(Coordenador(a))
Endereco: HUMAITA 1680, SALA 512
Bairro: CENTRO CEP: 14.801-903
UF: SP Municipio: ARARAQUARA
Telefone: (16)3301-6459 E-mail: cep@foar.unesp.br
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Autorizo a publicacao deste trabalho pelo prazo de 2 anos ap6és a data da
defesa

(Direitos de publicacao reservado ao autor)

Araraquara, 14 de fevereiro de 2022

Mariana Paravani Palagon



