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RESUMO

Introducao: O cancer de cabeca e pescoco (CCP) € o quinto cancer mais comum no
mundo. O papilomavirus humano (HPV) é um importante fator de risco para essa
neoplasia. Receptores hormonais t€ém sido implicados na patogénese de diversos
tumores. Estudos com animais sdo uteis para reproduzir processos bioldgicos em
ambientes controlados. O objetivo desse estudo foi determinar o status dos receptores
de estrogénio alfa e beta e de metaloproteinase-2 (MMP-2) no CCP em camundongos
transgénicos para HPV16.

Métodos: Foram estudadas 289 amostras de cabeca e pescogo provenientes de 149
camundongos (67 machos e 82 fémeas) transgénicos K14-HPV16 e 20 camundongos
selvagens (10 machos e 10 fémeas). Os animais foram acondicionados na Universidade
de Tras-os-Montes e Alto Douro (UTAD) e as amostras enviadas ao Biobanco de
Tumores € DNA do Maranhao (BTMA) para anélise histolégica com coloracdo em
Hematoxilina e Eosina e Picrosirius, € imunohistoquimica para receptor de estrogénio
alfa (REa), receptor de estrogénio beta (REP), receptor de progesterona (RP) e MMP-2.
A expressao de REa, REB, RP e MMP-2 foi quantificada utilizando o produto entre a
porcentagem de células marcadas e a intensidade da marcacdo (escore H). Os dados
foram analisados usando o programa GraphPad Prism para identificar diferencas
estatisticas entre machos e fémeas.

Resultados: As lesdes malignas estavam presentes em 23,1% das fémeas e 4,5% dos
machos (p = 0,0071). Quanto a localizacao das lesdes, estas se localizaram quase que
exclusivamente na lingua, sobretudo na base da lingua, porém sé foi verificada
diferenca estatisticamente significante nas fémeas (p = 0,0003). A rede de colageno foi
considerada aumentada em 77,8% das amostras de fémeas e normal em todas as
amostras de machos (p = 0,0307). Nao houve expressdao de RP nas amostras estudadas.
Os tumores de machos ndo tiveram expressao para receptores de estrogénio. Nas fémeas
houve 71% de positividade para REa, 43% de positividade para REP e 66% de
positividade para MMP-2. O escore H foi estatisticamente significativo em lesdes
intraepiteliais para MMP-2 (p = 0,0151), no estroma de lesdes intraepiteliais para REa e
REB (p = 0,0005) e no estroma tumoral para REa (p = 0,0278).

Conclusdo: Verificou-se a presenca de REo no estroma de lesdes pré-malignas e
malignas de cabeca e pescoco em fémeas transgénicas. Nao houve significancia
estatistica na expressao de receptores de estrogénio nos tumores. Houve uma correlacao
moderada entre a expressdo de REa e MMP-2 em lesdes intraepiteliais e tumorais de
cabeca e pescoco. Esses achados sugerem que a acdo do receptor pode se dar no
microambiente em que o tumor se encontra. A expressao de receptores hormonais pode
ter valor progndstico e terapéutica, no entanto mais estudos sao necessarios.

Palavras-chave: Cancer de Cabeca e Pescoco; HPV; Receptor de Estrogénio «;
Receptor de Estrogénio 3



ABSTRACT

Background: Head and neck cancer (HNC) is the fifth most common cancer in the
world. Human papillomavirus (HPV) is an important risk factor for this neoplasm.
Hormonal receptors have been implicated in the pathogenesis of several tumors. Animal
studies are useful for reproducing biological processes in controlled environments. The
aim of this study was to determine the status of alpha and beta estrogen and
metalloproteinase-2 (MMP-2) receptors in the CCP in HPV 16 transgenic mice.
Methods: 289 head and neck samples from 149 K14-HPV 16 transgenic mice (67 males
and 82 females) and 20 wild mice (10 males and 10 females) were studied. The animals
were packaged at the University de Tris-os-Montes e Alto Douro (UTAD) and the
samples sent to the Tumor and DNA Bank of Maranhdao (BTMA) for histological
analysis ~with  Hematoxylin and Eosin and Picrosirius staining, and
immunohistochemistry for receptor of alpha estrogen (ERa), estrogen beta receptor
(ERp), progesterone receptor (PR) and MMP-2. The expression of ERa, ERB, PR and
MMP-2 was quantified using the product between the percentage of marked cells and
the intensity of the marking (H score). The data were analyzed using the GraphPad
Prism program to identify statistical differences between males and females.

Results: Malignant lesions were present in 23.1% of females and 4.5% of males (p =
0.0071). As for the location of the lesions, they were located almost exclusively on the
tongue, especially at the base of the tongue, but only a statistically significant difference
was found in the females (p = 0.0003). The collagen distribution was considered
increased in 77.8% of the female samples and normal in all the male samples (p =
0.0307). There was no expression of RP in the studied samples. Male tumors had no
expression for estrogen receptors. In females there was 71% positivity for ERa, 43%
positivity for ERB and 66% positivity for MMP-2. The H score was statistically
significant in intraepithelial lesions for MMP-2 (p = 0.0151), in the stroma of
intraepithelial lesions for ERa and ERP (p = 0.0005) and in the tumor stroma for ERa (p
=0.0278).

Conclusion: The presence of ERa in the stroma of pre-malignants and malignant
lesions of the head and neck was verified in transgenic females. There was no statistical
significance in the expression of estrogen receptors in tumors. There was a moderate
correlation between the expression of ERa and MMP-2 in intraepithelial and tumor
lesions of the head and neck. These findings suggest that the receptor's action may occur
in the microenvironment in which the tumor is located. The expression of hormone
receptors can have prognostic and therapeutic value, however more studies are needed.

Keywords: Head and Neck Cancer; HPV; Estrogen Receptor a; Estrogen Receptor
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1. INTRODUCAO

A infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV) é a infeccdo sexualmente
transmissivel mais comum no mundo. Seu papel na carcinogénese foi confirmado em
1983 por Durst e colaboradores que verificaram a relagcdo entre o HPV 16 e o carcinoma
cervical (1). Desde entdo, diversos sitios de acometimento t€ém sido atribuidos a

infec¢do pelo HPV, incluindo malignidades na vagina, vulva, pénis, anus e orofaringe

2).

Muitos pacientes com cancer de cabeca e pescoco (CCP), principalmente
aqueles localizados na base da lingua e nas tonsilas, ndo apresentam os fatores de risco
tradicionalmente ligados a neoplasia (ex. tabagismo, alcoolismo), e etiologicamente tém
sido verificado a presenca de HPV, especialmente o subtipo 16, nesses espécimes
tumorais (3). Em 2007 a Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC)

reconheceu o HPV como fator de risco para a carcinogé€nese orofaringea (4).

Mudangas no comportamento sexual, tais como aumento da prevaléncia de sexo
oral e do niimero de parceiros, sdo consistentemente relacionadas ao aumento de CCP

relacionada ao HPV (5, 6).

Além da diferenca etioldgica, os CCP relacionados ao HPV também se
diferenciam dos ndo relacionados ao HPV quanto ao progndstico, apresentando uma
melhor sobrevida e a necessidade de tratamentos menos agressivos, motivo pelo qual,
atualmente, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) classifica o CCP em duas

entidades diferentes: CCP relacionados ao HPV e CCP nio relacionados ao HPV (7).

No subgrupo de CCP relacionados ao HPV se nota uma predilecao pelo sexo

masculino em uma razao de 4:1 (8). Embora parte dessa diferenca possa ser atribuida
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aos hébitos de vida e comportamento sexual, outros fatores parecem estar associados a

essa maior ocorréncia em homens, tal como a expressdo de receptores hormonais.

Os hormodnios desempenham papel importante em diversos tipos de cinceres
(ex. mama, endométrio, prostata), sendo a hormonioterapia uma das modalidades
terapéuticas para essas neoplasias (9). Diversos estudos tentaram determinar
participacdo dos hormodnios sexuais nos CCP, com resultados ainda inconclusivos (10-

14).

Em nosso grupo de pesquisa, verificamos que animais fémeas transgénicos para
HPV16 apresentam maior prevaléncia de lesdes sugestivas de tumor que animais
machos (dados nao publicados). Esse achado nos faz pensar se nas neoplasias de fundo
escamoso tais como as produzidas por HPV, ha uma influéncia hormonal que possibilite

uma maior expressao no sexo feminino que no masculino.

13



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer de Cabeca e Pescoco

O CCP, por defini¢do, compreende um grupo heterogéneo de doencas malignas
que se desenvolvem acima da caixa tordcica e abaixo da base do cranio. Afetam uma
variedade de sitios, incluindo pele, cavidade oral, orofaringe, nasofaringe, hipofaringe,
laringe, seios paranasais, e glandulas salivares (Figura 1). Apesar da doenca de origem
epitelial, chamada carcinoma escamoso, ser mais comum, neoplasias mesenquimais,
neurais e de outras células também podem ocorrer (15).

Figura 1: Localizacdo dos canceres de cabeca e pescoco

SEIOS
PARANASAIS

Disponivel em:_https://vivasaude.digisa.com.br/

Anualmente sdo mais de 650 mil novos casos € 330 mil mortes em todo o mundo
(16). Nos EUA, corresponde a 3% de todas as causas de cancer, com aproximadamente
53 mil norte-americanos desenvolvendo CCP anualmente e 10.800 mortes ao ano
atribuidas a doenca. Parece haver uma predilecio pelo sexo masculino, numa razao que

varia entre 2:1 e 4:1 (17).
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O tabagismo e a ingestdo de dlcool sdo importantes fatores de risco,
reconhecidos classicamente como causas do CCP (18). No entanto a infec¢ao pelo HPV
tem se mostrado um importante determinante para o desenvolvimento de carcinoma de
células escamosas, permitindo a distincdo de um subtipo com caracteristicas clinico-
patoldgicas diferenciadas (19). Outros fatores de risco incluem predisposicdo genética,

exposicao a substancias toxicas e dieta (20).

O céancer de orofaringe € o CCP mais comum. A incidéncia geral € de
11,2/100.000, no entanto homens sdo mais acometidos em uma razao de 16,9 novos
casos para cada 100.000 pessoas, comparados a 6,2/100.000 em mulheres. Esses dados
fazem com que essa neoplasia ocupe a 9* posi¢do dentre as mais diagnosticadas em
homens, correspondendo a 4% de todos os novos diagndsticos de cancer. A sobrevida

em 5 anos é estimada em 64,7% (8).

A incidéncia tem crescido nos ultimos anos. Este aumento € associado ao
aumento da prevaléncia da infeccio oral pelo HPV. Entre 2005 e 2014, a incidéncia de
doencas malignas relacionadas a infeccdo pelo HPV, principalmente em tonsilas,
orofaringe, cavidade oral e lingua tiveram um acréscimo de 3%, enquanto doencgas
malignas associadas com fatores de risco tradicionais para o CCP (como o tabagismo e
ingesta de élcool) tiveram um decréscimo de 2%. No entanto, cinceres de orofaringe
relacionados ao HPV sdo reconhecidamente mais sensiveis aos tratamentos que aqueles
ndo relacionados, o que representa um aumento da incidéncia com uma queda na

mortalidade (21).
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2.1.1 Cancer de Cabega e Pescoco Ndo Relacionado ao HPV

O tabagismo € a causa lider de mortes passiveis de prevencdo e de mortes
relacionadas ao cancer no mundo (22). Em relagdo ao CCP ha relacdo causal direta com
canceres da cavidade oral, laringe e faringe (23). A IARC classifica o tabagismo como
grupo 1 de carcindgenos, definido como agente com evidéncia suficiente para

carcinogenicidade em humanos (24).

O risco de desenvolver CCP relacionado ao cigarro € fortemente dose
dependente, no entanto existe ainda em quem faz uso de pequenas quantidades. Dados
do Consoércio Internacional sobre Epidemiologia de Cancer de Cabeca e Pescoco
(INHANCE) mostram que o uso de cigarros, em qualquer quantidade, aumenta o risco
de desenvolver cancer de cabeca e pescoco em 50% e que esse risco mais que dobra

quando o uso supera 5 cigarros didrios (25).

A ingesta de dlcool € outro fator de risco bem estabelecido para muitos canceres
de cabeca e pescogo, esdfago e estomago (26, 27). O élcool tem sido descrito como um
carcindgeno do trato aero digestivo superior pelo IARC desde 1988, principalmente
relacionado a céanceres da cavidade oral, orofaringe, hipofaringe e laringe (28). A
suscetibilidade para o desenvolvimento de céinceres relacionados ao dlcool também
parece ter alguma associacdo a fatores genéticos, com alguns polimorfismos
apresentando maior prevaléncia (29). E dificil isolar o papel do 4lcool do tabagismo,
pois muitas vezes esses fatores coexistem, sendo um fator de confundimento nos
calculos estatisticos. O uso concomitante de dlcool e tabaco confere um risco 35 vezes
maior de CCP. Parece haver uma associacio entre o numero de doses com a ocorréncia

de CCP, em que a ingesta de 3 ou mais doses por dia dobra o risco de desenvolver este
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tipo de cancer (30). As mulheres sd@o mais suscetiveis aos efeitos carcindgenos do dlcool

que os homens (31).

2.1.2 Cancer de Cabega e Pescoco Relacionado ao HPV

A ligacdo entre HPV e carcinoma de orofaringe foi primeiramente descrita por
Gillison e colaboradores em 2000. Em seu estudo, foi identificado que 25% de todos os
canceres de cabeca e pescoco eram positivos para HPV e quando avaliados os canceres
de tonsilas e base da lingua, esse nimero subia para 62%. O sorotipo mais comum foi o
HPV16, presente em 90% dos canceres positivos para HPV. Também foram notadas
importantes diferencas entre os tumores relacionados ao HPV e os nao relacionados, em

que os primeiros tiveram desfechos mais favoréveis (32).

Histologicamente, tumores relacionados ao HPV diferem dos ndo relacionados
por apresentarem morfologia predominantemente ndo queratinizada (33). Os tumores
HPV positivos estdo mais associados a presenca de linfadenopatia cervical com
degeneracdo cistica, porém, diferentemente dos tumores HPV negativos, o
acometimento nodal ndo confere um pior progndstico (34). Essa diferenca progndstica
ainda ndo € totalmente explicada. A principal hipétese € de que esteja relacionada a
mutagdo na pS53, a qual estd geralmente presente no CCP associado ao tabagismo e ao

etilismo e ausentes no CCP relacionado ao HPV, no qual as oncoproteinas virais

promovem sua supressao (35).

Estudos ja demonstraram a associacdo entre a infec¢do oral pelo HPV de alto
risco com o desenvolvimento de CCP (36-38). O HPV16 tem sido o sorotipo mais
fortemente associado. Um estudo multicéntrico mostrou que a presenga de HPV16 na
cavidade oral resultou em um risco aumentado de desenvolver CCP (37). A coexisténcia

dos fatores infeccao pelo HPV e tabagismo, também resulta em um risco aumentado
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para CCP quase que duplicado quando comparado a infec¢do pelo HPV em nao

fumantes (39).
2.2 Carcinogénese Relacionada ao HPV

O HPV € um virus DNA de dupla-hélice que pertence a familia Papilomaviridae
que infecta humanos com tropismo por pele e mucosas (40). Caracteriza-se por
apresentar simetria icosaédrica, ndo ser envelopado e conter 72 capsdmeros formados
por duas protefnas, L1 e L2 (41-43). E um virus transmitido pelo contato direto que
compreende mais de 200 sorotipos conhecidos, a grande maioria deles causando lesdes
epiteliais benignas (44). No entanto, certos sorotipos de HPV sdo conhecidos por
promover carcinogénese, como os tipos 16, 18 e 31, envolvidos no desenvolvimento de
cancer anogenital e de orofaringe (45). De acordo com dados norte americanos, a
prevaléncia da infeccdo pelo HPV gira em torno de 32,9% a 53,8%, com um pico de
prevaléncia entre os 20 e 24 anos, configurando a mais comum infeccdo sexualmente

transmissivel conhecida (46).

Seu genoma codifica proteinas relacionadas a formacdo do capsideo viral (L1-
L2), replicacdo e transcripcao génica (El, E2, E4 e E5) e transformacdo tumoral (E6 e

E7) por meio da supressdo da p53 e da proteina retinoblastoma (pRB) (47) (Figura 2).
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Figura 2: Genoma do papilomavirus humano tipo 16 (HPV16)
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Adaptado de Mallory et al., 2017 (47)

Por ser um virus que ndo provoca uma reacdo imune imediata no hospedeiro,
estima-se que pelo menos 75% da populacdo terd contato com o HPV em algum
momento da vida (40). Contudo, na maioria dos casos a infeccio € transitdria, podendo
ocorrer eliminagdo espontinea do virus em 90% dos casos dentro de 6-18 meses (48).
Mesmo existindo essa eliminacdo espontanea, algumas infec¢cdes com alto risco ou por
tipos oncogénicos do HPV irdo evoluir para cancer de colo do utero, vulva, vagina,
anus, pénis, orofaringe, e/ou cancer na cavidade oral (49, 50). A carcinogénese
relacionada ao HPV envolve a infec¢do dos queratindcitos na camada basal do epitélio

escamoso e replicacdo em seus nticleos (51).

O processo pelo o qual o HPV influencia a formacido de carcinomas ocorre
através das alteracOes do ciclo celular por meio da expressdo das proteinas E6 e E7, as
quais inativam e eliminam os produtos de genes supressores de tumor (p53 e Rb). Tanto
0 p53 quanto o Rb atuam como um sensor de danos no DNA e auxiliam o sistema de
reparo, no entanto o Rb atua no ponto de checagem mais inicial situado no Gl,
enquanto o pS3 atua em um ponto diferente localizado no G2 (52, 53) (Figura 3). As

lesdes malignas associadas ao HPV 16 e 18 ocorrem devido ao fato, do DNA viral
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interagir com o cromossomo do hospedeiro. Para que ocorra essa incorporagdo no DNA
do hospedeiro € necessdrio que haja a quebra de DNA viral, principalmente nas regides
El e E2 do virus, essa quebra faz com que essas regides percam suas funcdes (controle
na replicacio e transcricdo viral), além de concomitantemente ocorrer umas
desregulacdo dos genes E6 e E7, resultando na transformacgdo da célula hospedeira (52,

54).

Figura 3: Vias de sinalizagio das oncoproteinas do HPV de alto risco

Ubiquitination
Degradation

Adaptado de Kobayashi et al., 2018 (19)

2.3 Receptores de Hormonios Sexuais

Hormonios sdo moléculas sinalizadoras, produzida por glandulas de organismos
multicelulares, transportadas pelo sistema circulatério e que desempenham funcio
regulatéria em Orgdos a distancia. Quando um hormonio alcanga um tecido-alvo, o
tecido precisa reconhecé-lo e distingui-lo das inimeras outras substiancias as quais a

célula € exposta. Este evento de reconhecimento deve ser transformado em uma
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resposta apropriada. Tais processos sdo mediados por receptores hormonais que se

ligam aos hormonios especificamente e com alta afinidade (55).

Os receptores hormonais estdo presentes na superficie celular ou no interior das
células. Os receptores da superficie celular geralmente medeiam a¢des de hormonios
polipeptidicos, catecolaminas e prostaglandinas, cujas ligacdes resultam na deflagracdo
da sinalizacdo do “segundo mensageiro”. Os hormonios que atuam no interior das
células se ligam a um dos receptores pertencentes a superfamilia de receptores que
compreende mais de 100 membros diferentes. Estes receptores medeiam as agdes dos
hormonios esteroides, tireoidianos, retinoides e varios outros ligantes, atuando como

fatores de transcri¢c@o regulados por ligantes (56).

As acOes de andrégenos, como testosterona e di-hidrotestosterona, sdo mediadas
pelo receptor de androgénio (RA), um fator de transcricdo nuclear dependente de
ligantes e membro da familia de receptores nucleares de hormonio esteroide. Dada sua
ampla expressdo em muitas células e tecidos, a RA possui uma ampla gama de acdes
biolégicas, incluindo papéis importantes no desenvolvimento e manuten¢do dos
sistemas reprodutivo, musculoesquelético, cardiovascular, imunoldgico, neural e
hemopoiético. A sinalizacdo de RA também pode estar envolvida no desenvolvimento

de tumores na prostata, bexiga, figado, rim e pulmao (57).

O receptor de progesterona (RP) € um dos principais reguladores dos tecidos
reprodutivos femininos. Controla os processos de desenvolvimento e a proliferacdo e
diferenciacdo durante o ciclo reprodutivo e a gravidez. O RP também desempenha um

papel na progressao do cancer de mama hormonio dependente (58).

Os estrogénios influenciam muitos processos fisioldgicos em mamiferos,

incluindo, entre outros, reproducdo, saide cardiovascular, integridade dssea, cognicdo e
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comportamento. Dado esse amplo papel do estrogénio na fisiologia humana, o
estrogénio também estd implicado no desenvolvimento ou progressdo de intimeras
doencas, que incluem varios tipos de cancer (mama, ovdrio, colo retal, prostata,
endométrio), osteoporose, doencas neurodegenerativas, doengas cardiovasculares,
resisténcia a insulina, ldpus eritematoso, endometriose e obesidade. Em muitas dessas
doencas, o estrogénio medeia seus efeitos através do receptor de estrogénio (RE), que
serve de base para muitas intervencdes terapéuticas (59). Existem duas variantes de RE,
alfa e beta (60). REa e REP sdo proteinas distintas codificadas por genes distintos
(ESR1 e ESR2, respectivamente). REa estd localizado no cromossomo 6 ¢ REf esta
localizado no cromossomo 14, no entanto possuem uma sequéncia gendmica bem
semelhante e, como RE, funcionam como fatores de transcripcdo ativados por um

ligante (estrogénio) (61).

A poténcia como promotor do crescimento tumoral relacionada ao estrogénio
nos tecidos estd bem estabelecida e € atribuida ao incremento da transcripcao no ciclo
celular via REo. Por outro lado, o REP apresenta fun¢do anti-proliferativa e esse
antagonismo de forcas coexiste para promog¢do da homeostase. Baseado nessa
proposicdo sugere-se que o aumento da relagio REa / REP possa ter algum papel no

crescimento tumoral (61) (Figura 4).

Figura 4: Receptores de estrogénio no cancer
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Adaptado de Munoz et al., 2015 (61)
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2.4 Hormonios e Canceres

A estimulagdo hormonal excessiva da proliferacdo celular aumenta o risco de
mutacdo e subsequente proliferacio de clones de células mutadas. Portanto, os
hormoénios sdo capazes de agir como agentes cancerigenos poderosos e sdo
considerados um “agente cancerigeno” completo devido a sua capacidade de iniciar e
promover o desenvolvimento de canceres (9).

Os hormonios tém sido implicados na gé€nese de cincer de mama, prostata,
uterino, ovdrio, testicular, tireoide e ossos (62). Foi demonstrado que o aumento da
exposicao aos hormonios estrogénio e progesterona nas mulheres aumenta o risco de
cancer de mama (58). O inicio precoce da menstruagdo, a gravidez tardia, a obesidade, a
menopausa tardia € o uso de contraceptivos orais aumentam a exposi¢ao do tecido
mamario ao estrogénio, estimulando o aumento da proliferacao (63). Da mesma forma,
0 hormonio sexual masculino testosterona tem sido implicado no desenvolvimento do

cancer de prostata (64) (Figura 5).

Figura 5: Mecanismo de acao das terapias anti-hormonais
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23



2.4.1 Horménios nos Canceres de Cabeca e Pescogco

Estudos confirmam que ha relacdo entre receptores de estrogénio e progesterona
e risco de CCP em mulheres. As evidéncias indicam um efeito favoravel,
principalmente em mulheres jovens, as quais possuem biologicamente elevados niveis
de estrogénio, o que estaria associado a um menor risco de CCP quando comparado aos

homens (65).

O REP, em particular, funciona como um supressor de tumor pela inibicdo da
proliferacdo e diferenciacdo celular, e sua positividade em CCP € relacionada com
melhor sobrevida dos pacientes (14). O papel protetivo do B estd associado a correlagdo
positiva com E-caderina e -catetina nas jungdes celulares e negativa com o acréscimo
no estadiamento TNM (66). No entanto, em casos selecionados, a terapia com
tamoxifeno (um modulador do receptor de estrogénio) teve resultado satisfatério em

pacientes selecionados (67).

Kano et al., em 2019, encontraram associacao entre o REa e CCP HPV positivo.
Essses tumores também foram associados a um prognostivo favoravel. REa foi positivo
em aproximadamente 45% dos tumores, sem predilecio para sexo. O mecanismo
proposto pelos autores ¢ de que os valores elevados de REa estdo diretamente
relacionados ao aumento da apolipoproteina APOBECA3, a qual facilita a integracao do
genoma viral ao genoma celular (13). Esses dados foram confirmados por Kwon et al.
que determinaram o REa presente em 35% das amostras estudadas e consideraram este

um biomarcador de melhor sobrevida no CCP associado ao HPV (68).

Canceres da cavidade oral, laringe e hipofaringe expressam REa e RE, assim
como RP em 50% dos casos. Um receptor de hormdnio sexual isolado é um evento raro,

na maioria dos casos a expressao de REa € associada a expressao de RP, sendo esse o
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fenétipo mais encontrado. Esse achado pode sugerir comportamento semelhante ao de
outros canceres, como no cancer de mama. A localizacdo do CCP parece nado alterar

esse fenotipo (12).

Um estudo recente de Mohamed et al. (2018) encontrou que a expressao de RA
estd associada com tumores de cabega e pesco¢o invasivos relacionados ao HPV, ja a
expressdo de RP estd associada com tumores nao relacionados ao HPV (10). Tumores
que expressam RA estdo associados a um maior risco de metéstases e isso pode ser
explicado pelo fato de que o RA desempenha papel importante na promoc¢do da

migracao celular (69, 70).

2.5 Estudos com Modelos Animais

O camundongo € o organismo modelo mais comumente usado na pesquisa de
doencas humanas (71). Modelos de camundongos tém sido usados extensivamente para
fornecer informacdes sobre 0os mecanismos subjacentes a muitas doencgas, para explorar

a eficicia de medicamentos candidatos e para prever as respostas dos pacientes (72).

Para conseguir simular a genética e a histologia de tumores humanos, animais
geneticamente modificados foram desenvolvidos. O wuso de camundongos
geneticamente modificados para avaliagdo da cacinogenicidade ja tem mais de 20 anos.
Especificamente para o estudo do HPV e a carcinogénese relacionada ao virus, diversos
modelos de engenharia genética ja foram estabelecidos, para diversas finalidades. Um
dos modelos mais utilizados é o KI4HPV 16, desenvolvido por Arbeit et al. em 1994 em
que os genes early do HPV16 sao expressos na camada basal de queratindcitos do
animal (73). Este € um modelo util para reproduzir o processo carcinogénico de
multiplos estdgios que ocorre em doencas humanas e compartilha caracteristicas

histolégicas semelhantes as dos seres humanos (74).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Analisar a expressdo de receptores de estrogénio alfa e beta no CCP usando um modelo

de animais transgénicos para HPV 16.

3.2 Especificos

- Analisar a morfologia do tecido através da histopatologia de tecidos de cabeca e

pescoco de animais com HPV 16 corados com Hematoxilina e Eosina e Picrosirius;

- Analisar a expressao de receptores estrogénicos alfa e beta e metaloproteinase-2,

através de imunohistoquimica, em tecidos de cabeca e pesco¢o de animais com HPV16;

- Correlacionar os achados da histopatologia e imuno-histoquimica em ambas as

amostras de animais machos e fémeas transgénicos para HPV.

- Comparar o envolvimento de receptores de estrogénio e metaloproteinase-2 na
fisiopatologia de tumores de cabecga e pesco¢o de animais machos e fémeas transgénicos

para HPV16.
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4. RESULTADOS
4.1 Artigo Original

Expressao de receptores de estrogénio alfa e beta em lesdes malignas e pré-

malignas de cabeca e pescoco de um modelo animal para HPV16
(Revista International Journal of Cancer — Qualis A1)

Clariano Pires de Oliveira Neto', Veronica Mestre?, Beatriz Medeiros-Fonseca®, Paula
Oliveira>?, Rui Medeiros*”, Margarida Bastos®, Haissa Oliveira Brito!, Rui Miguel Gil

da Costa" > * 6, Luciane Maria Oliveira Brito'

Introducao

O cancer de cabeca e pesco¢o (CCP) € o quinto tipo de cancer mais comum no
mundo (1). Apesar dos avancos diagndsticos e terapéuticos, ainda apresenta baixa
sobrevida em 5 anos (2). Classicamente o tabagismo e o alcoolismo sdo apontados
como os principais fatores de risco (3), no entanto, principalmente nos tltimos anos, o
papilomavirus humano (HPV) tem ganhado protagonismo na carcinogénese do CCP,
principalmente nos paises desenvolvidos, com cerca de 50-70% das lesdes tumorais

associadas a infeccao pelo virus no Japao, Estados Unidos e Europa (4-8).

]Programa de P6s-Graduacdo em Sadde do Adulto, Universidade Federal do Maranhao
— UFMA, Sao Luis, Brasil

2CITAB, Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro - UTAD, Vila Real, Portugal
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4Grupo de Oncologia Molecular e Patologia Viral, CI-IPOP, Porto, Portugal
SFaculdade de Medicina, Universidade do Porto, Porto, Portugal

6LEPABE, Faculdade de Engenharia, Universidade do Porto, Porto, Portugal
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Desde 2007 a Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC) reconhece
o HPV como agente carcindgeno para neoplasia orofaringea (9). Devido as grandes
diferencas clinicas e progndsticas, a ultima classificacdo de CCP da Organizacdo
Mundial da Saide (OMS), publicada em 2017, classifica os canceres HPV positivo e

HPV negativo como entidades diferentes (10).

Pacientes com CCP relacionados ao HPV costumam ser homens jovens, em uma
propor¢ao de sexo de 4:1, ndo fumantes, com tumores pequenos e metdstase linfonodal
no diagnoéstico, porém geralmente com bom progndstico, necessitando de terapias
menos agressivas (11). No entanto, variacdes individuais existem e conhecer fatores
associados ao comportamento tumoral pode ser ttil para determinacdo de terapéuticas

direcionadas.

As razdes para maior incidéncia de CCP em homens que em mulheres
permanecem desconhecidas. O meio hormonal é um importante fator de progressao
tumoral, classicamente em se tratando de receptores de hormdnios sexuais, com
implicacdes diagndsticas e terap€uticas nos canceres de mama (12) e prostata (13),
contudo esses receptores também sdo expressos em diversos outros tecidos como o

endotélio vascular (14), laringe (15) e epitélio pulmonar (16).

O papel dos receptores de hormonios sexuais no CCP ainda ndo estd bem
definido, com muita divergéncia na literatura. O receptor de estrogénio alfa (REa) tem
sido o principal receptor hormonal associado ao CCP, considerado um biomarcador de
melhor progndstico (17, 18). O receptor de estrogénio beta (REB) ¢ uma isoforma da
variante o, também associada a bom prognostico (19). O receptor de progesterona (RP)

esta presente na mucosa oral normal e nos carcinomas laringeo e oral, geralmente com
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bom prognéstico (20). J4 o receptor de androgénio (RA) parece estar associado a um

pior prognostico, relacionado a uma maior chance de metéstases (21).

Recentemente o nosso grupo descreveu que camundongos fémeas transgénicos
para HPV16 desenvolvem CCP especificamente na base da lingua, uma regido
tipicamente afetada em pacientes com esse tipo de cincer (22). O objetivo do presente
estudo foi comparar a incidéncia de CCP em camundongos machos e fémeas
transgénicos para HPV 16 e analisar a expressao dos receptores de estrogénio alfa e beta

no CCP usando o modelo animal de animais transgénicos para HPV 16.
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Metodologia
Animais e Amostras

Foram estudadas 289 amostras de cabeca e pescogo provenientes de 149 animais
do modelo de animal transgénico K14-HPV16, escolhido por reproduzir o processo
carcinogénico de multiplos estdgios que em doencas humanas (23). Destes 67 eram
machos e 82 eram fémeas. Foram utilizados 20 camundongos selvagens para grupo
controle (10 machos e 10 fémeas). Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica da
Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro (aprovacgdo n.° 10/2013) de acordo com a
Legislacdo Portuguesa (Portaria 1005/1992) e pela Legislacdo Europeia (EU Directive
2010/63/EU). Os animais foram acondicionados com temperatura (22 + 2°C), ciclo
claro/escuro (12/12hs) e umidade relativa (50 + 10%). Comida e &4gua foram
disponibilizadas a vontade (ad libitum). Os animais foram mantidos no Biotério da
Universidade De Tréds-os-Montes e Alto Douro, em Vila Real, Portugal. Ao término da
30 semana de vida os animais foram sacrificados usando overdose de xilazina e
cetamina seguida de exsanguina¢do por puncdo cardiaca. As amostras de cabeca de
pescoco foram retiradas e parafinadas para estudo. A pesquisa foi realizada através da
parceria entre a Universidade De Tras-os-Montes e Alto Douro, em Vila Real, Portugal
e o Biobanco de Tumores e DNA do Maranhao (BTMA). A Universidade coletou as
amostras de tecido e o Biobanco realizou o armazenamento e as coloracdes de

histologia e imunohistoquimica dessas amostras.
Andlise histologica para coloracdo de Hematoxilina e Eosina (H&E) e Picrosirius

As amostras foram coletadas para andlise histolégica e fixadas em formalina a
10% durante 48hs. Logo em seguida, os tecidos foram fixados e desidratados através de

graduagdes de dlcool e xileno e incorporados em parafina utilizando um processador
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automatico STP 120 (Micro, Boise, ID). Os blocos de parafina foram cortados em
seccoes de 2 um de espessura e corados com Hematoxilina e Eosina (H&E) e
Picrosirius para avaliacdo sob um microscépio optico. Os resultados foram expressos
como a percentagem de animais mostrando um tipo histolégico especifico dentro do
nimero total de animais em cada grupo. Para a coloroagdo com H&E, os tipos
histolégicos estudados foram o normal, constituido de epitélio pavimentoso
estratificado queratinizado apoiado sobre uma camada basal constituida de tecido
conjuntivo; lesdo intra-epitelial (LIE) com preservacdo da estrutura do epitélio, porém
com a presenca de atipias celulares, hiperplasia da camada basal e a presenca de
coildcitos; e carcinoma escamoso com verificacdo de desarranjo arquitetural do tecido,
invasdo de vasos e tecidos celulares adjacentes, aumento da relagdo nucleo/citoplasma
das células e pleiomorfismo celular (24). Para coloracdo com Picrosirius, a rede de
colageno foi caracterizada com normal, aumentada ou muito aumentada segundo a

avaliacdo de um patologista experiente.

Reagoes de Imunohistoquimica

Foram realizadas as reagdes de imunohistoquimica (IHQ) para receptores de
estrogénio alfa e beta e para metaloproteinase - 2 (MMP-2). Para confec¢do das
laminas, as amostras de camundongos foram cortadas com 5 um de espessura. Em
seguida foi realizada a desparafinizagdo das laminas, com 02 banhos em xilol de
10minutos cada. Em seguida, as laminas foram hidratas em 02 banhos de dlcool 99%,
seguidos de 02 banhos de alcool 96% e 01 banho de alcool 70%. Apos, foram lavadas
em 4gua corrente e dgua destilada e tratadas com perdxido de hidrogénio a 10% (H202)
para inativar a atividade da peroxidase endégena. A recuperacio antigénica ocorreu em
panela de pressdo elétrica em solucdo Trilogy (Cell Marque) por 15 minutos. Seccdes

foram realizadas com um bloqueador proteico por 20 minutos e, em seguida, foram

31



incubados em camara imida durante a noite com os seguintes anticorpos primdrios na
diluicdo 1:50: anti REa (sc542 — Santa Cruz), anti REB (orb100531 — Biorbyt), anti-RP
(1E2 — Roche) e anti MMP-2 (sc1076 — Santa Cruz). As sec¢des foram lavadas trés
vezes com TBS (pH 7,2). Apés, as seccdes foram expostas ao anticorpo secundario por
30 minutos. O produto da reacdo foi obtido apds sec¢des de imersao em DAB liquido
por 5 minutos. Na sequéncia foi feita coloracdo com hematoxilina e montagem das
laminas para andlise. Os resultados foram analisados por um patologista experiente que
quantificou as amostras quanto a porcentagem de células marcadas para os receptores (0
a 100%) e a intensidade das marcagdes (1 a 3). Com esses dados, foi calculado o escore
H, resultante do produto entre a porcentagem de células marcadas e a intensidade da
marcagdo, com variacdao entre 0 e 300 (25). Laminas com no minimo 1% de

positividade foram consideradas positivas.

Andlise, processamento de dados e testes estatisticos

Os dados coletados foram armazenados num banco de dados no programa Excel
versao 2013 (Microsoft®) para a realizacdo da analise descritiva das varidveis em
estudo. A normalidade das varidveis continuas foi verificada por meio do teste de
Kolmogorov-Smirnov. Foi utilizado o teste do Qui-quadrado para avaliar as varidveis
categoricas e o teste de Mann Whitney para avaliar as varidveis continuas. Para a
andlise dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism versdao 8.4.3. Os dados
categoricos foram apresentados em frequéncias absoluta e relativa e os dados continuos
foram apresentados em média + desvio padrdo. Foram consideradas estatisticamente

significativas as diferencas com p < 0.05.
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Resultados

Caracteristicas das amostras

As fémeas apresentaram um maior nimero de lesdes malignas (23,2% versus
4,5% nas fémeas) enquanto os machos apresentaram um maior nimero de lesdes pré-
malignas (73,1% versus 64,6%). As fémeas apresentaram 12,2% de lesdes benignas, os
machos, 17,9%. Houve relevancia significativa quanto ao tipo de lesdo em comparacao

com o sexo, com p = 0,0071 (Figura 6) (Tabela 1).

Nenhum dos animais dos grupos controle apresentou lesdes benignas, pré-

malignas ou malignas.

Figura 6: Padrio de coloracdo com Hematoxilina/Eosina de tecidos de cabega e
pescoco em diferentes estiagios da carcinogénese. A: tecido da lingua normal
(amplificagdo 100x); B: papiloma com presenca de coildcitos, sem alteragdo da
camada basal (amplificacdo 100x). C: displasia com alargamento da camada
basal, atipias celulares e menor nimero de coilécitos sem alteracdo arquitetural
do epitélio (amplificacdo 100x). D: carcinoma de células escamosas com ilhas
invasivas em tecido normal, distor¢do arquitetural, invasdo vascular, aumento da
relacdo nucleo/citoplasma celular e pleiomorfismo celular (amplificagdo 100x).
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Tabela 1: Avaliacio histolégica quanto a natureza patolégica das amostras de cabeca e pescoco
de machos e fémeas HPV positivo e HPV negativo

Normal LIBG LIAG Papiloma  Carcinoma p
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Q HPV+ 0 37(45,1%) 16 (19,5%) 10(12,2%) 19 (23,2%) 0,0071*
Q HPV- 10 (100%) 0 0 0 0

d HPV+ 3(4,5%) 30 (44,8%) 19 (28,3%) 12 (17,9%) 3(4,5%)

Jd HPV- 10 (100%) 0 0 0 0

LIBG: lesdo intraepitelial de baixo grau; LIAG: lesdo intraepitelial de alto grau;?: fémea;
&' macho; * Diferenga estatisticamente significativa, com p < 0,05.

Com relacdo ao sitio de acometimento das lesdes, a grande maioria, tanto em
machos quanto em fémeas, se localizava na lingua, sobretudo na base da lingua. As
lesdes malignas e benignas se localizaram quase que exclusivamente na base da lingua,
enquanto as lesdes pré-malignas apresentaram distribui¢do principalmente em base da
lingua e lingua dorsal. Houve diferenca significativa na comparagdo entre o tipo de
lesdo e a localizacdo em fémeas (p = 0,0003), significancia essa ndo verificada nos
machos (p = 0,5321) (Tabela 2).

Tabela 2: Caracterizacdo das lesdes de cabeca e pescoco quanto ao sitio de localizacdo em

camundongos machos e fémeas HPV positivo

Base da Lingua Lingua Palato Labio Outro p
lingua dorsal ventral
n (%) n (%) n (%) n (%) n(%) n(%)
Q HPV+ 0,0003*
LIE 53 (40,7%) 61 (46,9%) 12 (9,3%) 0 4 (3,1%) 0
Papiloma 10 (83,3%) 2 (16,7%) 0 0 0 0
Carcinoma 19 (90,4%) 1(4,8%) 1(4,8%) 0 0 0
& HPV+ 0,5321

LIE 49 (44,5%) 43 (39,1%) 12 (10,1%) 2 (1,8%) 3 (2,7%) 1 (0,9%)
Papiloma 12 (92,3%) 1(7,7%) 0 0 0 0

Carcinoma 3 (100%) 0 0 0 0 0

LIE: lesdo intraepitelial; * Diferenca estatisticamente significativa, com p < 0,05.
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A rede de coldgeno foi avaliada nas amostras tumorais de machos e fémeas por
meio da coloracdo com Picrosirius (Figura 7). Foi considerada normal em todas as
amostras de machos e aumentada em 77,8% das amostras de fémea, com aumento muito

expressivo em 38,9% das amostras. Em comparacao com os resultados dos machos,

houve diferenca estatisticamente significativa com p = 0,0307. (Tabela 3)

Figura 7: Coloracéo histoquimica pelo picrosirius em tecidos de camundogos, 100x.
A: Fémea HPV", mucosa oral normal. Papila circunvalada. Notar rede de coldgeno na
lamina prépria com coloragdo vermelha. B: Fémea HPV*, carcinoma escamoso da
base da lingua. Notar desorganizagdo do coldgeno no estroma tumoral.

Tabela 3: Caracterizagfo da rede de coldgeno segundo a coloragéo por Picrosirius em lesdes de

cabeca e pescogo camundongos machos e fémeas HPV positivo

Fémea Macho P

n (%) n (%)
Normal 2 (22,2%) 5 (100%) 0,0307*
Aumentado 3 (38,9%) 0
Muito aumentado 3 (38,9%) 0

* Diferenca estatisticamente significativa, com p < 0,05.

Avaliagcdo Imunohistoquimica

Nas fémeas, o REa esteve presente em 71% e o REPB em 43% das amostras
tumorais avaliadas. Nos tumores de machos ndo houve expressio de REa ou REf

(Figuras 8, 9, 10 e 11). Nao houve coloracdo para RP nas amostras estudadas (Figura

12).
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Foram avaliadas células tumorais, células de lesdes intraepiteliais (LIE) e células
do estroma tumoral e do estroma das LIE. Houve uma maior expressao tanto de REa
quanto de REP nas células de fémeas, com diferenga considerada estatisticamente
significativa para REa no estroma de lesdes pré-malignas e estroma tumoral (p igual a
0,0005 e 0,0278 respectivamente) e para REPB no estroma de lesdes pré-malignas (p

igual a 0,0005) (Figuras 13 e 14).

Figura 8: Imunohistoquimica para detec¢do dos receptores de estrogénio alfa (REa) e
beta (REB) em mucosa oral normal de camundongos, DAB-hematoxilina de Harris,
400x. A: Fémea HPV-, imunohistoquimica para REoa. B: Macho HPV-,
imunohistoquimica para REa. C: Fémea HPV-, imunohistoquimica para REB. D:
Macho HPV-, imunohistoquimica para REp.
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Figura 9: Imunohistoquimica para detecgdo dos receptores de estrogénio alfa (REa) e
beta (REB) na papila circunvalada lingual de camundongos, DAB-hematoxilina de
Harris, 100x. A: Fémea HPV-, imunohistoquimica para REa. B: Macho HPV-,
imunohistoquimica para REa. C: Fémea HPV-, imunohistoquimica para REB. D:
Macho HPV-, imunohistoquimica para REP. Notar auséncia de expressdo na jungdo

escamosa-colunar com os ductos da glandula de von Ebner (setas).

. , , L
Figura 10: Imunohistoquimica para deteccdo dos receptores de estrogénio alfa (REa) e
beta (REP) em lesdes intraepiteliais orais de camundongos transgénicos para o HPV 16,
DAB-hematoxilina de Harris, 400x. A: Fémea HPV®, imunohistoquimica para REa. B:
Macho HPV*, imunohistoquimica para REa. C: Fémea HPV™*, imunohistoquimica para
REB. D: Macho HPV*, imunohistoquimica para REp.
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Figura 11: Imunohistoquimica para deteccdo dos receptores de estrogénio alfa
(REa) e beta (REB) em carcinomas escamosos orais de camundongos
transgénicos para o HPV16, DAB-hematoxilina de Harris, 400x. A: Fémea
HPV®, imunohistoquimica para REa. B: Macho HPV*, imunohistoquimica
para REa. C: Fémea HPV*, imunohistoquimica para REf. D: Macho HPV*,
imunohistoquimica para REP.
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Figura 12: Imunohistoquimica para detec¢do do receptor de progesterona em tecidos
de camundongos, DAB-hematoxilina de Harris, 400x. A: Fémea HPV-, mucosa oral
normal. B: Macho HPV", mucosa oral normal. C: Fémea HPV*, lesdo intraepitelial.
D: Macho HPV*, lesdo intraepitelial. E: Fémea HPV*, carcinoma escamoso da base
da lingua. F: Macho HPV*, carcinoma escamoso da base da lingua.
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Figura 13: Escore H da expressdo de REa de lesdes malignas e pré-malignas e seus respectivos

estromas em amostras de cabeca e pescoco de animais transgénicos para HPV16. LIE: lesdo

intraepitelial; * Diferenca estatisticamente significativa, com p < 0,05
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Figura 14: Escore H da expressdao de REP de lesdes malignas e pré-malignas e seus respectivos

estromas em amostras de cabeca e pescoco de animais transgénicos para HPV16. LIE: lesdo

intraepitelial; * Diferenca estatisticamente significativa, com p < 0,05.
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A expressio de metaloproteinase-2 (MMP-2) esteve presente em 67% das

amostras tumorais de fémeas e 20% das amostras tumorais de machos.

Nas fémeas, o REa esteve presente em 71% e o REB em 43% das amostras
tumorais avaliadas. Foram avaliadas células tumorais, células de LIE e células do
estroma tumoral e do estroma das LIE. Houve uma maior expressaio de MMP-2 nas
células de fémeas, com diferenca considerada estatisticamente significativa verificada
nas células de LIE das fémeas (p = 0,0151). (Tabela 4) (Figura 15)

Tabela 4: Escore H da expressio de MMP-2 de lesdes malignas e pré-malignas e seus

respectivos estromas em amostras de cabeca e pescogo de animais transgénicos para HPV16.

Macho Fémea »
Média + DP Média + DP
Tumor 12 +£26,83 28,89 + 28,04 0,2948
Estroma tumoral 4 +8,94 57,78 £ 59,32 0,0712
LIE 16 £21,91 107,78 £ 69,42 0,0151%*
Estroma LIE 32+£16,43 113,33 + 107,24 0,1237

LIE: lesao intraepitelial; * Diferenca estatisticamente significativa, com p < 0,05.
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Figura 15: Imunohistoquimica para detec¢do de metaloproteinase-2 em tecidos de
camundogos, DAB-hematoxilina de Harris, 400x. A: Fémea HPV-, mucosa oral
normal. B: Macho HPV", mucosa oral normal. C: Fémea HPV*, lesdo intraepitelial.
Notar intensa imunomarcagao no epitélio e tecido conjuntivo subjacente. D: Macho
HPV*, lesdo intraepitelial. Notar imunomarcacdo minima no epitélio e tecido
conjuntivo subjacente. E: Fémea HPV®, carcinoma escamoso da base da lingua. Notar
imunomarcagdo leve nas células tumorais e intensa no estroma. F: Macho HPV*,
carcinoma escamoso da base da lingua. Notar imunomarcagdo leve e restrita ao
estroma tumoral.
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Discussao

Nesse estudo, analisamos a expressdo de receptores de estrogénio em tecidos
normais e patologicos de cabega e pescogo. Encontramos expressao positiva para REa e
REP em lesdes pré-malignas e malignas de fémeas transgénicas para HPV 16, o que ndo
foi verificado nos machos. Porém nao foi encontrada diferenca estatisticamente
significativa para expressdo de REa e RE em lesdes pré-malignas (p = 0,1983 e p =
0,2308, respectivamente) nem em lesdes malignas (p = 0,2500 e p = 0,5000,
respectivamente). Um dado que chama atencao é a maior prevaléncia de lesdes tumorais
(carcinomas) em fémeas (23,2%) que em machos (4,5%) (p = 0,0071), resultado que
confronta a literatura vigente, pois epidemiologicamente o CCP acomete mais homens

que mulheres (11).

O REua foi expresso em 71% das lesdes tumorais das fémeas, dados semelhantes
aos encontrados por Kwon et al. (17) que encontrou positividade na metade das
amostras estudadas. O REP foi verificado em 43% das lesdes tumorais das fémeas,
confirmando os achados de Grsic et al. que verificaram positividade em 42% dos
canceres estudados (19). Apesar desses achados, a frequéncia da expressdao de
receptores de estrogénio € varidvel, provavelmente devido a positividade para HPV

(18).

Embora o papel do REa no CCP ainda ndo seja bem determinado, ja existe
evidéncia suficiente de que o REa desempenha fun¢do na carcinogénese do cancer do
colo do utero, além de acdo no estabelecimento e progressdao tumoral, observados em
estudos com modelos de camundongos transgénicos. A exposicdo dos animais ao
estrogénio teve relagdo com o tamanho e com a agressividade tumoral em uma relagdo

dose e tempo dependentes (26-29). Um estudo realizado por Roura et al. em 2016
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encontrou que situacdes relacionadas ao hiperestrogenismo, como a gravidez e o uso de
contraceptivos hormonais orais, estiveram relacionados a um maior risco de
desenvolver cancer cervical, enquanto que mulheres em menopausa € mesmo aquelas

que faziam uso de terapia hormonal tiveram um menor risco (30).

Além disso, a aromatase expressa por células tumorais tem sido relacionada a
conversao de androgénio em estrogénio, induzindo a expressdo cervical de REa (31).
Esses achados podem indicar um mecanismo semelhante envolvendo o REa na
patogénese do CCP HPV positivo, embora esses tecidos apresentem perfis diferentes de
expressdao de REa, com positividade em 93% de tecido cervical normal e 18,7% de
tecido de cabeca e pescoco normal (17). Com relagdo a expressdo de REa em tecidos de
cabeca e pescoco, hd uma distribuicdo ndo uniforme, em que o REa ¢ verificado
principalmente nas tonsilas e nas criptas epiteliais, o que poderiam ser sitios favoraveis
a infeccdo viral pelo HPV, integracdo gendmica e culminar com o desenvolvimento
neopldsico (32). No que diz respeito as lesdes tumorais, o REa parece ser expresso
apenas no CCP HPV positivo, sugerindo que o REa possua influéncia no
desenvolvimento do cancer por meio da interacdo com o HPV. Kano et al. encontraram
uma correlagdo positiva entre REa e a APOBECA3, uma apolipoproteina que facilita a
integracdo do genoma do HPV ao genoma celular, favorecendo o processo de

transcri¢do e carcinogénese (18).

Apesar de esclarecedores, esses resultados ndo sdo unanimes. Bekkers et al
sugeriram o contrdrio, que a baixa expressao de REa seria o a alteracdo inicial a ocorrer
no epitélio normal na carcinogénese cervical relacionada ao HPV (33). Essa informacgao
¢ refor¢ada pelos achados de Nonogaki et al. que nos anos 90 também correlacionaram
a perda da expressao cervical de REa com a presenca de tumores e com a agressividade

dos mesmos, sobretudo quando relacionados aos HPVs de alto risco (34). Outro estudo
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em tumores do colo uterino também mostrou que as células malignas perderam sua
expressao para REa, mas mantém a expressdo de REP (35). Nao existe evidéncia
suficiente para extrapolar esses resultados para o CCP, no entanto, as divergéncias na
literatura podem ser justificadas com base nessas diferencas, em que a positividade para

REa se correlaciona a um melhor prognoéstico (17, 18).

Ainda no céncer cervical hd grande importancia do microambiente do estroma
tumoral no processo de carcinogénese. Ao que parece, a sinalizagdo estromal de
estrogénio apresenta sinergismo com a expressao dos oncogenes do HPV, promovendo
a carcinogénese cervical (36, 37). Estudo conduzido por Spurgeon et al. em 2017 com
camundongos transgénicos para HPV16 verificou que a expressdo dos oncogenes do
HPV induziram mudangas significativas na expressdo génica no compartimento
estromal e o tratamento estrogé€nico afetou exclusivamente o microambiente cervical
dos camundongos transgénicos (37). Em 2013, Chung et al ja haviam demostrado que a
delecdo do REa estromal induziu a regressdo completa de displasia cervical em
camundongos transgénicos (38). Em nossos resultados, encontramos uma expressao
significativa de REa no estroma de lesdes intraepiteliais (p = 0,0005) e tumorais (p =
0,0278) de CCP, o que corrobora a hipdtese proposta no cancer cervical a cerca da

carcinogénese do HPV relacionada ao receptor de estrogénio.

Apesar de estudos identificarem a presenca de ambos REs nos CCPs, poucos
estudos investigaram a relacdo entre a expressao de REP e a infeccao pelo HPV nesses
tumores, e isso tem sido atribuido ao conhecimento limitado acerca de sua funcdo e
significado clinicopatolégico, tendo em vista a sua descoberta recente (39, 40). Em
nosso estudo, encontramos expressao de REP tanto em lesdes pré-malignas quanto em
lesdes malignas de fémeas, porém sem diferenga estatisticamente significativa quando

comparada as lesdes dos machos. A primeira correlacao entre REB e CCP foi
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estabelecida em 2016 por Grsic et al. que encontraram positividade para REB em 42%
dos pacientes estudados e esse resultado esteve associado a uma melhor sobrevida. No
entanto, esse estudo nao definiu o status de HPV das amostras (19). Outro estudo
avaliou a expressao de REP no cancer de laringe e demonstrou que esta apresentou
correlacdo positiva com a manutencdo de E-caderina e -catenina nas jungdes celulares
e negativa com estdgios avangados na classificagio TNM, o que sugere um papel

protetivo do REP nessa neoplasia (41).

Lukits et al. estudaram a expressdo de REs nos CCPs e encontraram positividade
para REa e REP em 50% dos pacientes estudados, contudo a positividade para esses
receptores ndo demonstrou influéncia no prognéstico (42). Mohamed et al. verificaram
presenca de REB em 63% dos tumores avaliados, no entanto ndo foi verificada
associacdo estatistica com a positividade para HPV ou com a sobrevida dos pacientes
(43). Ishida et al. encontraram a expressao apenas de REf} em CCP e demonstraram, em
estudo com cultura de células, que o tratamento com antagonistas do RE resultou em

apoptose de células tumorais (44).

Um achado adicional que encontramos foi a positividade para REf no estroma
de lesdes pré-malignas nas fémeas, com significancia estatistica quando comparado as
lesdes nos machos (p = 0,0005). Nao encontramos na literatura dados referentes a
expressdao de REP no estroma de lesdes malignas ou pré-malignas, sendo este, para o

nosso conhecimento, o primeiro estudo a encontrar esse resultado.

Chama atencdo em todo esse contexto a associagdo entre o estrogénio, um
hormonio sexual feminino, com o CCP, um cincer mais comum no sexo masculino.
Estudos ndo encontraram associagdo entre sexo e a expressdao de RE no CCP (18, 19). A

hipétese que hoje mais justifica esse achado se baseia no fato de que no sexo feminino
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os niveis de estrogénio variam ao longo da vida, com dréstica diminui¢cdo apds a
menopausa. Ja no sexo masculino os niveis permanecem praticamente estaveis durante
toda a vida, inclusive em valores maiores que em mulheres na pés-menopausa. Assim, a
combinagdo entre idade avancgada e niveis elevados de estrogénio poderiam, quando
associados, ser o motivo do maior acometimento de CCP em homens que em mulheres

(45).

Alguns estudos reportaram que pacientes com CCP associado ao HPV possuem
melhor progndstico e melhor resposta terapéutica que aquele associado ao tabagismo
(46-48). Esse achado tem sido atribuido a condic¢io da p53, que na neoplasia associada
ao HPV apresenta-se supressa pelos oncogenes virais, enquanto naquele associado ao
tabagismo hd uma mutagdo desse supressor tumoral e isso se associa a pior sobrevida
(49, 50). Assim como a presenca de HPV e a mutacdo da p53, a identificacdo de outros
biomarcadores para melhor e pior progndstico € importante para a melhor tomada de

decisdes, e o REa tem sido um biomarcador promissor nesse sentido (17, 18).

As metaloproteinases de matriz (MMP) sdo endopeptidases dependentes de
zinco com fungdes implicadas em vdrios processos normais e patolégicos (51). Seu
papel no cancer tem sido bastante estudado nos ultimos anos e, em relacdo ao CCP, é
associada a proliferacdo celular, angiogénese, invasdo e metdstase, sugerindo sua
utilizacdo como fator progndstico em lesdes malignas e pré-malignas (52,53). Sua
correlacdo com tumores hormonio dependentes € estudada mais extensamente no cancer
de mama, principalmente em relacdo ao papel de MMP-2 e MMP-9, as quais sdo
implicadas na degradagdo do coldgeno tipo IV da membrana basal e associadas a pior
prognéstico, com aumento do nimero de metdstases e menor sobrevida (54). Nesses

canceres o estrogénio desempenha um papel fundamental de ativacdo das MMPs e o
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tamoxifeno, um antagonista seletivo do receptor de estrogénio, demonstrou um

potencial de inativacdo dessa via de propagacdo tumoral (55).

Em nosso estudo, encontramos expressaio de MMP-2 em tecidos de lesdes
malignas e pré-malignas de machos e fémeas transgénicos, no entanto diferencga
estatistica s6 foi verificada nas amostras de LIE (p = 0,0151). Verificamos uma
correlagdo de forca moderada (r = - 0,64) entre a expressao de MMP-2 e REa, o que
sugere que a mesma de ativacdo de MMP-2 observada no cancer de mama possa ocorrer
no CCP. Outros estudos ja relacionaram MMP-2 ao aparecimento de lesdes pré-

malignas de cabeca e pesco¢co como demonstrado em nossos resultados (56).

No geral, ¢ possivel que a sinalizagdo de estrogénio via REa e/ou REP
desempenhe um papel significativo no CCP positivo para HPV, nomeadamente
promovendo a integracdo viral no genoma da célula hospedeira, conforme observado no
cancer cervical. Evidéncias adicionais sdo necessdrias para definir o possivel papel de

outros receptores hormonais.

Em conclusdo, nosso estudo verificou a presenca de REa no estroma de lesoes
pré-malignas e malignas de cabeca e pesco¢o em animais fémeas transgénicas para
HPV16. Esse achado corrobora com a literatura vigente sobre o papel dos receptores de
estrogénio na fisiopatologia do CCP relacionado ao HPV. Encontramos ainda uma
correlagdo moderada entre a expressdo de REa e MMP-2 em lesdes intraepiteliais e
tumores de cabeca e pescoco. A expressdo de receptores hormonais pode ter valor
progndstico, se estudada nos subgrupos de tumores especificos. O uso desses receptores
como alvos terapéuticos ainda nio é uma realidade. No entanto, € tentador especular

que os subgrupos ou até mesmo estagios de CCP podem se beneficiar de terapias
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combinadas de moduladores de receptores hormonais com medicamentos anti-RE (por

exemplo, tamoxifeno).
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4.2 Artigo de Revisao

Is there a role for sex hormone receptors in head-and-neck cancer? Links with

HPYV infection and prognosis.

(Revista Cancer Research — Qualis A1)

Clariano Pires de Oliveira Neto!, Haissa Oliveira Brito!, Rui Miguel Gil da Costal" 6,

Luciane Maria Oliveira Brito'

Introduction

Head-and-neck cancer comprises a group of malignancies affecting multiple sites
including the oral cavity, the oropharynx, nasopharynx, hypopharynx, larynx and the
salivary glands. Histologically, these lesions are most commonly squamous cell
carcinomas (HNSCC) [1]. An estimated 650 000 new cases occur yearly worldwide,
along with 330 000 deaths from HNSCC [2]. In the USA, HNSCC corresponds to 3% of
all cancers with approximately 53 000 new cases and 10 800 deaths yearly. Males seem
to be at higher risk, with a male to female ratio varying between 2:1 and 4:1 [3].
Classically, alcohol and tobacco consumption have been identified as major risk factors
for developing HNSCC [4, 5]. Recently, infection with high-risk human papillomavirus

(HPV) has been recognized as a risk factor for developing HNSCC [6]. HPV-positive
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HNSCC is preferentially located at oropharyngeal sites, especially the tonsils and the
tongue base, and shows distinguishing clinico-pathologic features [7]. Other risk
factors for developing HNSCC include dietary or workplace exposure to environmental
toxicants and genetic predisposition [8-10]. Between 2005 and 2014, the incidence of
HPV-positive HNSCC increased by 3% while that of classical lesions decreased by 2%
[11]. The increasing incidence of HPV-positive HNSCC motivated a significant effort
to understand the biopathology of these lesions and adapt the current therapeutic
approaches [12]. A number of markers is currently in use or under study for identifying
these lesions (e.g. immunohistochemistry for p16™&!4) or to predict response to specific
therapies (e.g. infiltration of T lymphocytes to predict response to immune checkpoint
inhibitors) [13, 14]. However, the role of hormonal receptors in HNSCC remains poorly

defined.

Hormonal receptors play a major role in some malignancies like breast [15] and
prostate [16] cancers and have also been implicated in HPV-driven lesions like cervical
cancer [17, 18]. Multiple studies have addressed the expression patterns of hormonal
receptors in HNSCC, as well as their association with HPV and their potential clinical
significance, but the data concerning this subject remains dispersed and difficult to
interpret. The present review brings together those data, contributing to clarify the
expression patterns of hormonal receptors in HPV-positive and HPV-negative HNSCC.
The contributions of hormonal receptors for the biopathology of these cancers and their
potential impact on therapy are also discussed. For these purposes, PubMed-indexed
research articles and reviews were retrieved and critically analyzed. Preference was
given to recent literature published between 2015 and 2020, but older works were

included whenever useful to define the timeline of research in this field.

56



HPV-positive versus HPV-negative HNSCC

Classical HNSCC is strongly associated with tobacco and alcohol consumption:
data from the International Head and Neck Cancer Epidemiology Consortium
(INHANCE) show that cigarette smoking increases HNSCC risk by 50% and smoking
more than 5 cigarettes per day increases HNSCC risk by over two fold [19]. Alcohol is
another well-known risk factor for HNSCC, oesophageal and gastric cancer, and
cooperates with tobacco to increase HNSCC risk [20-22]. Genetic polymorphisms have
been suggested to increase the risk of HNSCC associated with alcohol [23]. Similarly,
tobacco consumption seems to cooperate with HPV infection to increase the risk of
HNSCC [24, 25]. In fact, mice transgenic for the HPV16 E6 and E7 oncogenes showed
increased susceptibility to oral carcinogenesis induced by the tobacco-related

carcinogen 4-nitroquinoline-1-oxide [26].

The connection between HPV and certain HNSCC subtypes was first pointed out
twenty years ago [6]. This seminal study identified HPV in 25% of HNSCC samples
and in 62% of those located in the tonsils and the tongue base, with HPV16 being most
commonly found. HPV-positive tumours showed a more favourable biological
behaviour compared with HPV-negative HNSCC. Over the years, these initial
observations were reinforced by multiple reports from different groups and oral
infection with high-risk HPV, especially HPV16, was consistently associated with
increased HNSCC risk [27-29]. Studies on bovine [30], canine [31], feline [32] and
murine [33] models showed the ability of papillomaviruses to infect and induce
different types of lesions in the oral cavity, as previously reviewed [34-36]. More
recently, our group demonstrated the ability of HPV16 to specifically induce tongue
base HNSCC in transgenic mice [37], providing experimental evidence to support the

etiologic role of HPV16 in this type of cancer. There are over 200 HPV types, which are
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transmitted by direct contact and most often cause benign lesions [38]. The host's
immune system is generally able to clear HPV infections, leading to spontaneous
regression of lesions within two years as previously reviewed [39, 40]. However, some
HPV types, known as high-risk HPVs (e.g. HPV16, 18 and 31) show increased ability
to establish persistent infections and induce lesions that may progress towards
anogenital and oropharyngeal cancers [41-43]. The carcinogenic activity of high-risk
HPVs is largely attributed to their E6 and E7 oncoproteins with some less-understood
contributions by the E5 oncoprotein [44, 45], as recently reviewed [46]. The E6 and E7
oncoproteins interact with two tumour suppressor proteins, pS3 and the retinobastoma
protein (pRb), inducing their degradation and dysregulating key cellular functions such
as proliferation, survival and DNA repair [46]. High-risk HPVs also have mechanisms
to promote the immune evasion of infected cells [47, 48] and are able to interfere with
the epigenetic modulation of gene expression through microRNA networks, as

previously reviewed [49].

Histologically, HPV-positive HNSCC tends to be less differentiated than HPV-
negative tumours [50]. Since the beginning of the XXI century, the incidence of HPV-
positive HNSCC has been steadily increasing while that of HPV-negative HNSCC
decreased a trend that is speculated to be caused by changing sexual habits [51]. HPV-
positive tumours tend to respond better to therapy [52-54] and specific therapeutic
modalities, including de-escalation of aggressive chemo-radiation treatment, are

currently under study [11, 55, 56].

Hormone receptors in HNSCC

The role of hormone receptors is well characterized in several types of cancer.

This is particularly true in the case of sex hormone (estrogen, androgen, progesterone)
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receptors in malignancies like breast cancer [15, 57] and prostate cancer [16], where the
expression of sex hormone receptors is critical to define tumour subtypes with
distinguishing biopathological characteristics and different responses to therapy. The
use of hormonal therapies for treating androgen-dependent prostate cancer (e.g.
enzalutamide) and some types of breast cancer (e.g. tamoxifen) is well established [58-

60].

Androgen receptors (AR) were detected in the normal oral mucosa using
immunohistochemistry on frozen samples [61]. More recently, [62] reported low levels
of AR expression in only a minority of laryngeal samples. The same authors reported
similar results concerning the expression of prolactin receptors in the normal laryngeal
mucosa. There are two types of oestrogen receptors commonly located in the cell
nucleus, the well-known alpha and beta (ERa and ERP), located in the cell nucleus [63]
in contrast, the G-protein-coupled estrogen receptor (GPER) is associated with the cell
membrane rather than the nucleus and triggers a number non-genomic effects [64].
Although GPER has been implicated in some types of cancer [65], its role is not so well
characterized as that of ERa and ERp. Initial studies performed in the 1980s showed
conflicting results regarding the expression of ER or the progesterone receptor in the
laryngeal mucosa [66, 67]. In the early 2000s, Valimaa et al. reported that the normal
oral mucosa and salivary glands express ERB [68] but another study using paraffin-
embedded samples from a small patient cohort (n=5) reported that the oral mucosa was
negative for ERa and progesterone receptors [69]. Lukits et al., using frozen and
paraffin-embedded samples from 10 patients obtained different results. When analyzing
frozen samples, both the oral mucosa and the glottis were positive for ERa, ERP and
progesterone receptors on the mRNA level. Using immunofluorescence techniques, the

authors observed expression of ERa on the oral and glottic mucosa while ER was more
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abundant in the glandular epithelium [70]. These findings suggest that the methods for
studying the expression of those markers in the oropharyngeal cavity need to be
standardized, especially the use of frozen versus paraffin-embedded material and the
immunohistochemical techniques employed. Due to the complexity of the
oropharyngeal and laryngeal cavities, it is also possible that specific anatomic areas

(e.g. larynx versus tongue) express some hormone receptors while others do not.

The expression patterns of sex hormone receptors in HNSCC is also unclear,
which is unsurprising considering these difficulties and the heterogeneity of these
tumours. Androgen receptor was found to be expressed in salivary gland duct
carcinomas and other non-squamous head and neck cancers, as recently reviewed [71].

The present review will focus on data concerning HNSCC.

An initial study performed in 1984 using a dextran-coated charcoal method for
determining oestrogen and progesterone receptors in HNSCC samples found ER in only
2 out of 75 samples and no progesterone receptors [66]. Virolainen et al. (1986)
detected AR, ER and PR in 31%, 69% and 35% respectively of frozen laryngeal SCC
samples, using hormone binding assays [72]. In contrast, Ferguson et al. (1987) using
immunohistochemistry on frozen samples reported that neither ER nor PR were
expressed by laryngeal carcinomas [67]. Twenty years later, Lukits et al. studied the
expression of progesterone receptors (PR), and the two distinct estrogen receptors, ERa
and ERp in 67 frozen oral, laryngeal and hypopharyngeal SCC samples at the mRNA
and protein levels [70]. The authors observed that all three receptors were expressed by
epithelial cells in these cancers and that ERa was more frequently expressed than ER.
These two receptors were expressed in their wild-type form or as splice variants 63 and
05 for ERa and ERp, respectively. Most lesions expressed both ER and PR (41.8% of

lesions), rather than ER or PR alone (8.9%). Almost 10 years later, another study
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compared the expression on the progesterone receptor (PR) and ERa in male and female
patients and in normal oral mucosa, intraepithelial lesions and oral SCC, and only
observed expression of ERa in 11% of intraepithelial lesions and SCCs [69]. In the
same year, Grsic et al. (2016) studied the expression of ERf in a larger cohort (174
patients, 165 of which were male). Interestingly, this study showed ERJ expression in
42% of patients [73]. Most negative tumours were laryngeal primaries (p=0.04), and the
expression of ERB was consistently higher in tumours from other sites (oral cavity,
hypopharynx, oropharynx) without further anatomy-related differences. Another study
found that 16% of oropharyngeal cancers expressed AR, 27% expressed PR and 63%
expressed ERf, while ERa expression was not detected [74]. In contrast, Kano et al.
(2019) detected both ERa and ERP in 29% and 36% of oropharyngeal cancer samples,
respectively. [75]. Table 3 summarizes data on the expression of sex hormone receptors

in HNSCC.
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Table 3. Expression of sex hormone receptors in HNSCC.

Hormone Positivity Sample Method References
receptor

8/21 Laryngeal SCC, frozen = HBA Virolainen et al.

AR 1986 [72]

31/199 OPSCC, FFPE HC Mohamed et al.

2018 [74]
None Normal larynx, frozen IHC Ferguson et al.
PR 1987 [67]
None Laryngeal SCC, frozen ~ IHC Ferguson et al.
1987 [67]
None Oral CSS, FFPE IHC Grimm et al.
2016 [69]

21/43 Laryngeal and IHC Lukits et al.
hypopharyngeal SCC, 2007 [70]
frozen

8/15 Laryngeal SCC, frozen =~ HBA Virolainen et al.

1986 [72]

54/199 OPSCC, FFPE IHC Mohamed et al.

2018 [74]
5/46 Oral SCC, FFPE IHC Grimm et al.
ERa 2016 [69]

16/43 Laryngeal and IHC Lukits et al.
hypopharyngeal SCC, 2007 [70]
frozen

None OPSCC, FFPE IHC Mohamed et al.

2018 [74]
19/68 OPSCC, FFPE IHC Kano et al. 2019
[75]
73/174 Larynx, IHC Grsic et al. 2016
ERp oral cavity, [73]
hypopharynx,
oropharynx SCC, FFPE

11/43 Laryngeal and HC Lukits et al.
hypopharyngeal SCC, 2007 [70]
frozen

126/199 OPSCC, FFPE IHC Mohamed et al.

2018 [74]
23/64 OPSCC, FFPE IHC Kano et al. 2019

[75]

IHC- immunohistochemistry, FFPE- formalin-fixed paraffin embedded, HBA- hormone

binding assays
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HPYV and hormonal receptors

Mohamed et al. (2018) observed a correlation between HPV-positive tumours
with increased expression of AR and reduced expression of PR (p<0.001 for both
markers). Kano et al, (2019) reported that ERa expression is associated with HPV-
positive oropharyngeal cancers (p=0.018 versus HPV-negative) and suggest that ERa
facilitates the integration of HPV DNA into the host's genome by promoting DNA
hypermutation through the apolipoprotein B mRNA-editing catalytic polypeptide 3
(APOBEC3). In fact, HPV-positive HNSCC has a specific mutational landscape
associated with APOBEC, as previously described [76]. In the cervical transformation
zone, estrogen exposure promotes neoplastic transformation and the development of
cervical cancer induced by HPV16 [17, 18]. In 35% of cervical cancers, expression of
aromatase, the rate-limiting enzyme involved oestrogen synthesis, is up-regulated
compared to normal cervical mucosa and to precancerous lesions [77]. Aromatase
expression was associated with increased expression of ERo/ERPB and reduced PR
expression, as well as with up-regulation of HPV oncogenes E6 and E7 and increased

cell proliferation.

Overall, it is possible that estrogen signaling via ERa and/or ERP plays a
significant role in HPV-positive HNSCC, namely by promoting viral integration into
the host cell's genome, as observed in cervical cancer (Figure 1). Additional evidence is

needed to define the possible role of other hormone receptors such as AR and PR.
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Figure 16 A possible association between ERa and HPV-positive HNSCC, as proposed
by Kano et al, (2019). Estrogen receptor alpha (ERa) up-regulates the apolipoprotein B
mRNA-editing catalytic polypeptide 3 (APOBEC3), inducing DNA double-strand
breaks which facilitate the integration of HPV DNA into the host cell's genome

Therapeutic and prognostic relevance of hormone receptors in HNSCC

The clinical significance of sex hormone receptors in HNSCC has been
addressed by multiple recent studies and pre-clinical studies of hormonal therapy have
been attempted with limited success. As mentioned in the previous section, AR
expression is associated with HPV infection in HNSCC [74]. Interestingly, AR up-
regulation was correlated with reduced survival (p<0.005) in HNSCC patients and was
found to be driven by microRNA-21 [78]. Concerning female sex hormone receptors,
Lukits et al. (2007) did not find any significant associations between the expression of

PR, ERa or ERf and patient prognosis. However, PR expression was associated with
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reduced disease-specific survival (p=0.001) by a recent study [74]. Egloff et al. (2009)
suggested the existence of a cross-talk between ERa and the epidermal growth factor
receptor (EGFR) in HNSCC and showed that the simultaneous expression of both
receptors significantly reduced progression-free survival compared with tumours with
only one of those receptors (hazard ratio 4.09, p=0.01). Interestingly, this was not
observed for ERP. In line with these observations, the authors also showed that a
combined in vitro treatment of HNSCC cells with estradiol and EGF significantly
increased cell invasion, compared with treatments with each single ligand [79]. Lin et
al. (2011) also reported that ERa cooperates with EGFR to promote chemoresistance of
HNSCC cell lines in vitro [80]. The authors reported that ERa up-regulates the anti-
apoptotic protein B cell lymphoma 2 (Bcl-2) and rescues EGFR levels, promoting
survival and proliferation (Figure 2). Early in vivo trials of anti-oestrogen therapies
against cervical cancer in HPV-transgenic mouse models [81, 82] showed positive
results. Trials of tamoxifen against HNSCC [83] allowed researchers to overcome
cisplatin resistance in vitro. However, the mechanism of action of tamoxifen in ER-
negative HNSCC cell lines remains unclear [84]. If a rationale for hormonal therapy in
HNSCC is to be found the role of hormonal receptors in this type of cancer needs to be

clarified.
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Figure 17 The estrogen receptor alpha (ERo) was proposed to activatr multiple
signaling pathways leading to cell survival and proliferation. Up-regulation of B-cell
lymphoma 2 (Bcl2) blocks the mitochondrial apoptotic pathway The release of ligands
for the epithelial growth factor receptor (EGFR) via matrix metalloproteinases activates
leads to the phosphorilation of mitogen-activated protein kinase (MAPK) and drives cell
proliferation

Interestingly, ERa was associated with improved overall survival in patients
with HPV-positive oropharyngeal cancer (p=0.029) [75], possibly because the

APOBEC mutational signature of these tumors makes them more immunogenic. More
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recently, Grsic et al (2016) reported that ERP expression in oropharyngeal cancer
correlated with improved 5 years survival (35% versus 25% in patients with ERp-
negative cancers, p=0.045). The same was not observed in other anatomic sites. The
HPV status of these tumours was not reported and may have been a confounding
variable in this study. Grunow et al. (2017) made additional and more complex
observations on the role of ERP. Radiotherapy-treated oropharyngeal cancers
expressing ERP showed higher progression-free survival (p=0.002) and disease-specific
survival (p=0.01), compared with negative cases. However, the authors also observed
that ERp up-regulated the submaxillary gland androgen-regulated protein 3A (SMR3A)
and promoted the resistance to radiation therapy in vitro [85]. Tumours expressing both
ERB and SMR3A had poor prognosis, similar to the ERB-negative subgroup. These
observations suggest that ER[} activates multiple pathways in HNSCC and may either
play a protective role or, on the contrary, promote radio-resistance. The membrane
associated GPER has also been implicated in laryngeal cancer, even if only by an in
vitro study [86]. GPER was shown to up-regulate interleukin-6 expression in response

to bisphenol A in vitro, increasing cell proliferation and invasion.

Overall, sex hormone receptors seem to influence the biopathology of HNSCC
mainly by promoting DNA hypermutation and facilitating HPV integration or by
cooperating with EGFR in the case of ERa. The role of ERf seems to be more complex
and requires additional investigation. The expression of sex hormone receptors may be
of prognostic value, if studied in the right tumour subgroups. The use of these receptors
as therapeutic targets is still not in close sight. However, it is tempting to speculate that
HNSCC subgroups may benefit from combination therapies of hormone receptor

modulators with anti-EGFR drugs (e.g. erlotinib).
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Aprovacao Comité de Etica em Pesquisa Animal

utad«
-
UNIVERSIDADE DE TRAS-0S-MONTES E ALTO DOURO E

COMISSAQ DE ETICADA UTAD_ ~+****

Comissio de Etica da UTAD

Parecer da Comissdo 10/2013

de Etica N°.

Data: 08-07-2013

Assunto: ' Doc8/CE/2013
Projeto de investigagdo “Mecanismos de carcinogénese e
estratégias preventivas/terapéuticas em murganhos K14-
HPV16".

Requerente: ' Paula Alexandra Martins De Oliveira

(0] projeto "Mecanismos de carcinogénese e estratégias

preventivas/terapéuticas em murganhos K14-HPV16" apresenta contributos
para perceber a interagdo dos papilomavirus na carcinogénese, estratégias
profilédticas e métodos de monitorizagdo nZo-invasivos. Este projeto tem em
conta os requisitos regulamentares para salvaguarda do bem-estar animal e
sdo definidos os numeros de animais a utilizar. A anélise ética e de custo
beneficio apontam para a importancia do projeto estando salvaguardados os
principios dos 3Rs.

Embora referido que vao ser assegurados a introdugéo de “Human Endpoints”
e formas de facilitar o seu diagnéstico mais precoce, a CE sugere a introdugéo
de registos de escalas clinicas para melhor implementagéo dos mesmos.

Assim, a CE é de parecer positivo a realizagdo deste projeto na sua
componente de investigagao animal.
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