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RESUMO

O céncer de cabeca e pescoco é o quarto em incidéncia e o quinto em mortalidade na lista das
neoplasias mais frequentes no mundo. Para 0 ano de 2014, s&o estimados pouco mais de 15

mil novos casos de cancer oral e de orofaringe no Brasil.

Assim como outros tumores, o cancer oral e de orofaringe € uma doenca multifatorial
decorrente de fatores ambientais e genéticos, envolvendo diversas alteraces em mecanismos

moleculares importantes para a homeostase celular.

A investigacdo de marcadores moleculares envolvidos nesses mecanismos tem sido o objeto
de estudo de muitos grupos de pesquisa, uma vez que, apesar do crescente avango em técnicas

terapéuticas, a sobrevida desses pacientes pouco tem aumentado nas ultimas décadas.

E sabido que a progressdo do tumor depende de que suas células adquirem algumas
competéncias, como por exemplo, evasdao da apoptose mediada pelo sistema imunoldgico,
disfuncdo no controle da proliferacdo celular, proliferacdo celular facilitada pela ativacao
angiogeénica, adaptacGes celulares como resposta a hipoxia tumoral, ativacdo do mecanismo

de sobrevivéncia celular e modificaces epigenéticas dependentes de hipdxia.

Considerando sua atuacdo nesses mecanismos, o presente trabalho teve o objetivo de avaliar o
potencial das proteinas FAS, FASL, FGFR4, LEPR, HIFl-a, NDRG1 e JMJDla e 0s
polimorfismos Gly388Arg no gene FGFR4 e GIn223Arg no gene LEPR, como possiveis
marcadores moleculares para as caracteristicas clinicopatolégicas e o prognostico de pacientes

com o carcinoma epidermdide oral e de orofaringe.

Nossos resultados mostraram a expressdo HIF1-alpha relacionada com a recidiva local da
doenca e sobrevida livre de doenca local nos pacientes submetidos a radioterapia pés-

operatdria, sendo também relacionada com a microdensidade vascular tumoral.

Adicionalmente, a expressao NDRGL1 foi diferente quando comparadas as amostras de tecido
tumoral e margem cirurgica ndo tumoral, também mostrando relagdo com a sobrevida da

doenca.

Com relagdo ao FGFR4, a expressdo e o polimorfismo Gly388Arg mostraram relagdo com a
ocorréncia do obito e com a sobrevida da doenga. Contudo, apenas a expressdo FGFR4



mostrou relacdo com com a metéastase linfonodal e a ocorréncia de recidiva. O perfil FGFR4
proposto mostrou relagédo com a sobrevida da doenca.

Sobre o sistema FAS/FASL, ambas expressdes mostraram relagdo com a ocorréncia do dbito

e o perfil FAS/FASL proposto foi significantemente relacionado com a sobrevida da doenca.

O polimorfismo GIn223Arg no gene LEPR mostrou relacdo com a sobrevida livre de doenga
e da doenca especifica, enquanto que a expressdo LEPR mostrou relacdo com a metéstase

linfonodal.

A respeito da proteina JMID1A, tanto a expressdo nuclear quanto a citoplasmatica mostraram
relagdo com a metastase linfonodal. Contudo, apenas a expressao nuclear JMJD1A mostrou

relagdo com a ocorréncia de recidiva e com a sobrevida da doenga.

Em conclusdo, nossos resultados sugerem que as proteinas e polimorfismos avaliados podem
ser utilizados como marcadores moleculares para auxiliar na predicdo progndéstica de

pacientes com carcinoma epidermdide oral e de orofaringe.

Palavras chaves: Cancer cabeca e pesco¢o; prognostico; apoptose; proliferacdo celular;

hipdxia; angiogénese.



ABSTRACT

Head and neck cancer is the fourth in incidence and the fifth in mortality among the most
frequent malignancies worldwide. For 2014, there has been estimated over 15 thousand new

oral and oropharynx cancers in Brasil.

Similar to other tumors, oral and oropharynx cancer is a multifactorial disease, caused by
multiple environmental and genetic factors, involving alterations in molecular pathways and

cellular homeostasis.

The investigation of molecular markers involved in this process has been the object of my
studies, especially because in spite of great advances in the molecular aspects of cancer, little

progress has been made in the clinical outcome during the last decades.

It is known that tumor progression depends on cellular aquisition of competences, such as
apoptosis evasion, cell proliferation disregulation, angiogenic activation, cellular adaptation to

hipoxia, cell survival mechanism activation and hypoxia dependent epigenetic changes.

Therefore, the present work had the purpose to evaluate the potential of proteins FAS, FASL,
FGFR4, LEPR, HIF1-a, NDRG1 and JMJD1a, as well as polymorphisms FGFR4 Gly388Arg
and LEPR GIn223Arg, as putative molecular markers for clinicopathological tumor features

or oral and oropharynx squamous cell carcinoma.

Our results show that HIF1-1 expression was associated with local disease relapse and local
disease-free survival in patients who undertook pos-operative radiotherapy and were also

related to tumor vascular microdensity.

In addition, NDRG1 expression was different in tumor tissue and non tumoral margins, but

also showing an association with disease survival.

FGFR4 polymorphism and expression showed a relation with death and disease survival.
However, FGFR4 expression alone showed an association with lymph node metastasis and

relapse. FGFR4 profile showed a relation with disease survival.

FAS/FASL expression showed a correlation with death and its proposed profise was related

with disease survival.



LEPR GIn223Arg polymorphism was realted with disease free survival and disease specific

survival, whereas LEPR expression was realted with lymph node metastasis.

JMJID1A nuclear and cytoplasmic expression were related with lymph node metastasis.

However, only nuclear expression was related with relapse and disease survival.

In conclusion, our results suggest that proteins ans polymorphisms can be used as molecular
markers to help predict prognosis in oral and oropharynx squamous cell carcinoma.

Keywords: Head and neck cancer; prognosis; apoptosis; cell proliferation; hypoxia;

angiogenesis.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

A - Adenina

ARD1 - Acetyltransferase Arrest-defective-1

Arg - Arginina

ARNT - Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator

bHLH-PAS - basic Helix-Loop-Helix-Per-ARNT-Sim

CD178 - Nomenclatura alternativa para FASL

CD95 - Nomenclatura alternativa para FAS

C-TAD - C-terminal

DNA - Deoxyribonucleic Acid (em portugués, Acido desoxirribonucleico)
FADD - FAS-associated Death Domain

FAS - Fas Cell Surface Death Receptor

FASL - Fas Cell Surface Death Receptor Ligand

Fe - Ferro

FGF - Fibroblast growth factor

FGFR - Fibroblast Growth Factor Receptor

G - Guanina

GlIn - Glutamina

GIn223Arg - Substituicdo de uma glutamina por uma arginina no aminoacido 223
Gly - Glicina

Gly388Arg - Substituicdo de uma glicina por uma arginina no aminoacido 388



H3K9mel - Lisinas 9 das Histonas H3 monometilada
H3K9me2 - Lisinas 9 das Histonas H3 dimetilada

HIF - Hypoxia-inducible factor

HIF1-a - Hypoxia-inducible factor 1-alpha

HPV - Human Papillomavirus

HRE - Hypoxia Response Element

JAK - Janus Kinase

JMJD1A - JMJ C-domain-containing histone demethylase 1A
LEPR - Leptin Receptor

Lys - Lisina

MMP-9 - Matriz Metalloproteinase-9

NDRG1 - N-myc downstream regulated gene 1

N-TAD - N-terminal

ODD - Oxygen-regulated Degradation

p53 - Protein 53 (em portugués, proteina 53)

PHD - Prolyl Hydroxylation

pVHL - protein von Hippel-Lindau

SIRTL1 - Sirtuin 1

SNP - Single Nucleotide Polymorphism

STAT - Signal Transducer and Activator of Transcription

TNM - Tumor, Linfonodo e Metéstase
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1. INTRODUCAO




O carcinoma epidermdide de cabeca e pescoco é uma causa significativa de morbidade
e mortalidade em todo o mundo, com aproximadamente 780.000 casos e 391.000 mortes por

ano, sua taxa de mortalidade atinge 50% dos casos em 5 anos [1,2].

A doenca diagnosticada em seu estagio inicial tem expectativa de sobrevida livre da
doenca variando entre 60 a 90%. Nos casos restantes, quando a doenca é detectada em estagio
avancado, cerca de 50% dos casos tém tumores potencialmente ressecaveis com chance de
sobrevida variando em 40-50%. Nos casos avancados e ndo ressecaveis, o prognostico é pior,
com uma taxa de sobrevida variando de 10 a 40% em 5 anos [3-5].

O céancer de cabeca pescoco € uma doenca multifatorial, decorrente de fatores
ambientais e genéticos. A maioria das alteracGes genéticas e epigenéticas importantes para o

desenvolvimento do cancer ocorrem em genes atuantes em vias de sinalizagéo [6-9].

O comportamento tumoral, assim como seu prognéstico, pode ser definido
molecularmente pelo quantitativo e qualitativo destas alteracdes, incluindo um potencial
ilimitado de replicacdo, sinalizacdo da proliferacdo autossuficiente, habilidade de evadir a

apoptose, angiogénese, ineficiente reparo do DNA, invasdo e metéstase [10].

A agressividade da doenca estd diretamente relacionada com a capacidade de
adaptacdo da célula tumoral as condicdes desfavoraveis, ao crescimento da massa tumoral,
tais como escape da vigilia imunoldgica e sobrevivéncia em condicdes de hipdxia, além de

migracdo para outras regides do corpo no desenvolvimento de metéstases [11,12].

A maior precisdo progndstica do carcinoma epidermoide oral e de orofaringe pode ser
realizada através de testes moleculares com expectativa de aumento da sobrevida dos
pacientes em 80%. Estes dados confirmam a importancia da investigacdo do potencial de

marcadores moleculares para a doenca [13,14].

Pesquisa envolvendo expressdo e polimorfismos de genes que fazem parte de vias
metabolicas complexas abre perspectiva de melhor compreenséo da doenca e de novos alvos

terapéuticos. Dessa forma, o trabalho teve o objetivo de avaliar o potencial das proteinas Fas

2



Cell Surface Death Receptor (FAS), Fas Cell Surface Death Receptor Ligand (FASL),
Fibroblast growth factor receptor 4 (FGFR4), Leptin Receptor (LEPR), Hypoxia-inducible
factor 1-alpha (HIF1-a), N-myc downstream regulated gene 1 (NDRG1) e JMJ C-domain-
containing histone demethylase 1A (JMJD1A) e os polimorfismos Gly388Arg no gene
FGFR4 e GIn223Arg no gene LEPR, como possiveis marcadores moleculares para as
caracteristicas clinicopatoldgicas e o prognoéstico de pacientes com o carcinoma epidermoide

oral e de orofaringe.

A presente tese serd apresentada na seguinte forma: Introducdo, com a
contextualizagdo, importancia e objetivos; Revisdo da literatura e as respectivas referéncias
bibliogréaficas. A metodologia, bem como os resultados e as discussdes serdo apresentados na

forma de artigos que foram publicados ou submetidos para periodicos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA




2.1. Carcinoma Epidermdide Oral e de Orofaringe

O cancer de cabeca e pescogo € o quarto em incidéncia e o quinto em mortalidade na
lista das neoplasias mais frequentes no mundo [1], sendo a sobrevida de 5 anos alcangada por

apenas 30% dos pacientes com o cancer oral ou de orofaringe [5].

No Brasil, estimam-se para que no ano de 2014 sejam detectados 11.280 novos casos
de cancer oral em homens e 4.010 em mulheres. Tais valores correspondem a um risco
estimado de 11,54 casos novos a cada 100 mil homens e 3,92 a cada 100 mil mulheres [15]. O
carcinoma epidermoide € o tipo histolégico predominante, ocorrendo em mais de 90% dos

casos [16].

Do ponto de vista epidemioldgico, sabe-se que existe uma associa¢do entre 0 consumo
de tabaco e o aparecimento de tumores na cavidade oral e orofaringe. O risco de
desenvolvimento do cancer é de até nove vezes maior em individuos tabagistas, do que em
ndo tabagistas, mantendo relacdo direta com a quantidade consumida [13,17]. O uso do alcool
também é fator de risco para o desenvolvimento do cancer das vias aerodigestivas superiores,

além de atuar como potencializador dos efeitos carcinogénicos do tabaco [18].

Além dos fatores de risco quimicos, o carcinoma epidermdide oral e de orofaringe
pode ser decorrente de infeccdo por Human Papillomavirus (HPV) ou de fatores de
suscetibilidade genética [19]. Existe ainda a associacdo entre a condi¢do socioecondmica do
paciente e o aparecimento do tumor, essa associacdo pode ser explicada pela pobreza,

alimentacdo deficiente e dificuldade de acesso ao servico de saude [20,21].

O tratamento do carcinoma epidermoéide oral e de orofaringe € frequentemente
baseado em uma estratégia de multimodalidade terapéutica, envolvendo cirurgia,
quimioterapia e radioterapia. O planejamento terapéutico e progndstico da doenca é

estabelecido com base nos parametros clinicos, radioldgicos e histopatoldgicos, os quais



consistem no local do tumor primério e o sistema de classificagdo TNM (T - Tumor, N -
Linfonodo, M - Metastase) [22,23].

Apesar dos avancos das técnicas cirdrgicas e do surgimento de novas abordagens
terapéuticas, a sobrevida média dos pacientes em estagio avancado da doenca ndo tem
aumentado substancialmente nas Ultimas décadas. Pacientes portadores de carcinoma
epidermoide oral e de orofaringe geralmente apresentam um padrdo clinico heterogéneo, com
um prognéstico ruim relacionado ao estagio avancado da doenca. Enquanto o tratamento do
tumor primario e da metastase regional permite um aumento da sobrevida, mais de 50% dos
pacientes desenvolvem, em um periodo de cinco anos, recorréncia da lesdo primaria ou

metastases [24].

O tamanho do tumor priméario, a presenca de metastases linfonodais, margens
positivas ap0s excisao cirdargica, tém sido indicadores de uma pior evolucdo clinica em
pacientes com carcinoma epiderméide oral e de orofaringe. No entanto, pacientes com
caracteristicas clinicas semelhantes podem apresentar padrdes diferentes de crescimento e

evolucdo tumoral [25].

Muitos relatos mostram que as variacbes nos mecanismos moleculares da ativacédo
apoptdtica, estimulos da proliferacdo celular e na resposta as condi¢Ges de hipdxia estdo
relacionadas com a agressividade e o prognostico dos pacientes oncolégicos [11,12]. Isto
demonstra a necessidade da analise de outros fatores complementares capazes de nortear com

maior precisao o tratamento e progndstico da doenca.

Desta forma estudos nos mecanismos de evasdo da apoptose mediada pelo sistema
imunolégico (FAS/FASL), disfuncdo no controle da proliferagdo celular (FGFR4),
proliferacdo celular facilitada pela ativacdo angiogénica (LEPR), adaptacGes celulares como
resposta a hipoxia tumoral (HIF1-a), ativacdo do mecanismo de sobrevivéncia celular
(NDRG1) e modificacdes epigenéticas dependentes de hipdxia (JMID1A) podem oferecer

caminhos para a descoberta de marcadores moleculares prognosticos.



2.2. Evasdo da apoptose mediada pelo sistema imunoldgico: FAS/FASL

Multiplos fatores sdo responsaveis pela modulacdo do crescimento tumoral e
modulacdo do prognostico de pacientes com tumores malignos. Acredita-se que 0
desequilibrio entre os mecanismos de apoptose e proliferacdo seja o essencial para o
desenvolvimento e prognostico tumoral, podendo fornecer uma previsdo mais realista do

comportamento do tumor [26].

A apoptose € um programa de morte celular com funcéao crucial no desenvolvimento e
homeostase de organismo multicelulares. Este processo complexo envolve muitos genes,
mutacdes e polimorfismos, podendo levar a sinalizacdo de morte deficiente, potencializando a

agressividade tumoral [27].

Algumas células tumorais podem adquirir com sucesso a habilidade de resistir ao
estimulo apoptético ou de induzir a apoptose de linfdcitos tumor especifico, favorecendo a
progressao tumoral [28]. A capacidade de resistir aos estimulos apoptéticos é compartilhada
por quase todos os tipos de doencas malignas. Modificacbes nos componentes da via
apoptotica sdo associadas ao desenvolvimento do cancer, a agressividade tumoral e ao

prognostico dos pacientes [29,30].

A apoptose pode ser ativada por duas vias, a intrinseca, também conhecida como via
mitocondrial, e a extrinseca, também conhecida por via citoplasmatica. A via intrinseca ocorre
através da presenca de sinais de estresse intracelular, ativando o apoptossomo executor, com a
liberacdo do Citocromo-c do espaco intramembranoso da mitocéndria para o citoplasma. A
apoptose pela via extrinseca ocorre através de estimulos externos, por meio da ativacéo de
receptores especificos presentes na membrana celular denominados receptores da morte.
Ambas as vias culminam na ativacdo de proteases conhecidas como caspases executoras, que

clivam o DNA nuclear levando a célula a morte [31-34].

Dentre 0s oito receptores pertencentes a familia de proteinas transmembranicas do tipo
1, o FAS, também conhecido como CD95, tem sido extensamente investigado pela sua
atuacdo apoptotica, assim como seu ligante, o FASL, alternativamente denominado como
CD178 [35,36].



Assim como o0s outros membros de sua familia, o FAS é caracterizado por conter trés
dominios extracelulares ricos em cisteina, seguidos por uma regido intracelular composta por
uma sequéncia de 80 aminoacidos denominada dominio de morte. A molécula é funcional
apenas depois de oligomerizada em trimero, acdo dependente de uma sinalizacdo extracelular

desencadeada pelo seu ligante FASL [37].

O FASL é uma proteina de membrana tipo 11 e apresenta 281 residuos de amino&cidos,
sendo 150 presentes na sua regido extracelular e 77 na regido citoplasmatica. O FASL

também pode clivado por protedlise, tomando uma forma livre soltvel bioativa [38,39].

Logo apo6s a ativacdo do receptor FAS pelo seu ligante FASL, o sinal apoptético €
transmitido por transducdo de sinal através da molécula adaptadora intracelular FAS-
associated Death Domain (FADD), que é recrutada por possuir complementacdo ao dominio
de morte do receptor FAS. Esta fara a adaptacdo da forma zimogénica da cisteino-aspartato
protease (caspase-8) que sofrera autoclivagem passando para sua forma ativa, dando inicio a
cascata de ativacdo de diversas outras caspases. Por fim, esta cascata ird culminar na ativacéo
da DNAse que ira fragmentar o DNA nuclear entre os nucleossomos, levando a modificacfes
morfologicas e bioquimicas caracteristicas da apoptose, com consequente morte celular
[32,36,40].

Enquanto a expressdo do FAS € uma caracteristica comum da maioria dos tecidos ndo
neoplasicos, a expressdo do FASL é restrita as estruturas anatomicamente bem definidas.
Além de células do sistema imune, como linfocitos T e células Natural Killers, a expressdo
FASL é constitutiva nas células de Sertoli nos testiculos, células epiteliais da cdmara anterior
do olho e células de Kupffer dos sinusoides hepéticos. Estudos revelaram que a expressao do
FASL nestes sitios confere um privilégio imunolédgico ao tecido, onde os linfécitos FAS

positivos sdo rapidamente destruidos apos ligacdo com FASL [38].

O sistema FAS/FASL ja demonstrou desempenhar um papel importante na regulacdo
da apoptose em células tumorais. Estudos em diversos tipos tumorais indicam que
imunomodulacgdes causadas pela alteracdo da expressdo do FAS/FASL pode ter um impacto

significante na sobrevida dos pacientes [40].



A perda ou reducdo da expressdo FAS ocorre frequentemente e progressivamente no
processo de progressao tumoral em seres humanos. A expressdo FAS ja foi relatada como
diminuida em cancer colorretal, es6fago, mama, melanoma, hepatico, gastrico e pulméo [39-
43].

O baixo indice apoptético € associado com baixa ou nula expressdo FAS e
consequente piora da sobrevida, sugerindo que a expressao tumoral FAS seja um fator
biolégico importante no controle da doenca, mas que € perdido de acordo com a evolugédo
tumoral [26].

Estudos tem demonstrado que o FASL pode ser expresso por Varios tipos de tumores
solidos, tais como no cancer de mama [44,45], ovério [46], figado [47,48], colorretal [49],
melanoma [50] e em cabeca e pescoco [51,52], frequentemente sendo associado com o pior

prognostico.

Esses resultados sugerem que tumores FASL positivos podem induzir a supressao
imunologica contra os linfocitos do infiltrado tumoral, representando o modelo de evasdo
imunologica tumoral denominada “contra-ataque” (do inglés, counterattack) [53]. Neste
modelo, as células tumorais podem, atraves da expressdo FASL, explorar a sinalizacdo
extrinseca da apoptose para se livrar das células linfocitarias FAS positivas, de modo a

minimizar seu reconhecimento e combate pelo sistema imunoldgico [54].

Contudo, evidéncias controversas dificultam a compreensdo clara do papel exercido
pela expressdo tumoral FASL, na qual esta relacionada com a rejeicdo tumoral em modelos
experimentais [55,56]. Colocando em duavida a capacidade real de tumores malignos
expressarem FASL [57].

Os conflitos de evidéncias sugerem que a funcdo e expressdo FASL podem ser
diferentes entre os diversos tipos tumorais. No carcinoma epidermdide oral e de orofaringe, a
relacdo entre as expressdes FAS e FASL e seu progndstico nao € clara, tornando necessario

este tipo de investigacao.



2.3. Disfuncao no controle da proliferacéo celular: FGFR4

O cancer é causado por uma série de modificacbes moleculares na maquinaria
regulatéria celular [58]. Assim como descrito anteriormente, o desequilibrio entre apoptose e
proliferacdo celular é o ponto chave para o desenvolvimento e progressdo tumoral [26]. A
perda do controle da proliferacdo celular pode ser decorrente da superexpressao ou variagoes

genéticas em fatores criticos para o seu bom funcionamento [59].

Atuantes no controle da proliferacao celular, os membros da familia do Receptor do
Fator de Crescimento de Fibroblasto (FGFR) estéo divididos em duas principais classes. A
primeira composta por FGFRs com baixa afinidade, que necessitam da ligagdo de moléculas
de heparano sulfato proteoglicanos na superficie celular para acoplamento de seus ligantes. A
segunda classe dos FGFRs sdo as de alta afinidade e englobam os FGFRs de 1 a 4. Cada
subtipo pode ser diferentemente expresso gerando isoformas, ativadas por ligantes distintos,
levando a dimerizacao e fosforilagdo de residuo tirosino-quinase na porcéao citoplasmatica da
célula [11,60,61].

Ainda ndo completamente compreendidas, essas sinalizacfes sdo mediadoras de
processos celulares importantes como proliferacdo, diferenciacdo, sobrevida e motilidade,
ocorrendo principalmente durante o desenvolvimento embrionario. Em adi¢do ao FGFR1 e
FGFR3, o FGFR4 pode induzir a transformacdo celular, atuando como oncogenes. [62-64].
Estes receptores possuem um papel decisivo no desenvolvimento do cancer e estdo

envolvidos no crescimento da célula tumoral e sua migragdo [11].

Diversos estudos tem examinado o papel do FGFR4 na carcinogénese de diferentes
tipos tumorais, provendo evidéncias da complexidade envolvida na via de sinalizacdo
FGF/FGFR, devido ao grande nimero de proteinas que interagem diretamente com o FGF e 0
FGFRA4 [65-69].

No céancer de cabeca e pescogo, a investigacdo de 104 casos por imunohistoquimica
apontou a expressdo forte FGFR4 relacionada com o pior progndstico, sugerindo que a maior
quantidade de proteina FGFR4 pode levar a maior ativagdo para a proliferacdo das células

tumorais [70].
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Adicionalmente, trabalhos apontam para alteracbes genéticas nos genes FGFRs,
associadas a diversos tumores. A maioria dos SNPs é silenciosa, porém, alguns estdo

diretamente relacionados com a progressdo da doenca. [61,70].

Assim como a expressdo FGFR4 tem sido relacionada com diversos aspectos da
progressdo tumoral, a transicdo de uma Guanina por uma Adenina (G>A) que ocorre no gene
FGFR4, tem sido associada com a progressao e progndstico de varias neoplasias como

sarcomas, mama, prostata, bexiga e de cabeca e pescoco [11,61,70-79].

Presente no éxon 9 do gene FGFR4, este polimorfismo resulta na substituicdo de uma
glicina (Gly) por uma arginina (Arg) na posi¢cdo 388 do dominio transmembranico, localizada
em uma regido hidrofébica e altamente conservada [59,80].

Contudo, o nimero de evidéncias que confirmam a importancia da expressdo FGFR4 e
0 do polimorfismo Gly399Arg na progressdo tumoral e progndéstico é insuficiente para um
consenso final. Adicionalmente, o mecanismo de sinalizacdo FGF/FGFR pode ser variavel
entre os diversos tipos tumorais, tornando incerto o papel do FGFR4 no carcinoma

epidermdide oral e de orofaringe.
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2.4. Proliferacéo celular facilitada pela ativacéo angiogénica: LEPR

Para o crescimento de tumores solidos é essencial a manutencdo dos niveis de
oxigénio e nutrientes para que a maquinaria celular esteja em constante funcionamento, sendo
a falta destes um bloqueio em seu desenvolvimento. A proliferacdo celular tumoral pode ser
facilitada por estimulos angiogénicos desencadeados pela acdo do hormonio Leptina. Atuando
no crescimento, proliferacdo e migracdo de células endoteliais, a Leptina tem sido associada
com o surgimento de diversas neoplasias, tais como o cancer de mama, colorretal, figado e
prostata [81-83].

Esse hormonio atua como mitégeno em diversos tipos de células, como em células
endoteliais, células musculares lisas, células normais e neoplasicas epiteliais. A Leptina atua
também no processo de formacdo de vasos sanguineos em tecidos normais e neoplasicos,
atuando como promotora na expressao de genes que promove a angiogénese, resultando no

aumento da vascularizagdo endotelial [84-86].

A Leptina é um hormonio produzido predominantemente pelo tecido adiposo branco,
responsavel pela regulacdo da massa de tecido adiposo atraves dos efeitos hipotalamicos da
saciedade e gasto de energia [87,88]. Além da regulacdo da massa corporea, a Leptina e seu
receptor estdo relacionados com o0s processos de hematopoiese, formacdo dos 0Ssos,
angiogénese, cicatrizacdo, reproducdo e resposta imunoldgica, dentre outras funcdes ainda em
estudo [82,89,90].

A Leptina atua através de seu receptor, 0 LEPR. Um receptor transmembranico da
familia de receptores de citocinas de classe 1, conhecido por estimular a transcricdo génica
através da ativacdo citosélica de proteinas Signal Transducer and Activator of Transcription
(STAT) [88,91,92]. O LEPR € expresso principalmente no hipotdlamo, sistema vascular

humano e em culturas primarias de células endoteliais [93].

Quando a Leptina se liga com o seu receptor, ocorre uma mudancga na conformacao da
molécula, levando a fosforilacdo cruzada de moléculas Janus Kinase (JAK) e consequente
fosforilagdo das proteinas (STAT). Posteriormente, a STAT transloca-se para 0 nlcleo, onde

se liga na regido promotora de genes alvos da ativagdo transcricional. Dentre os genes
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ativados pela STAT, muitos sé&o enzimas conhecidas por sua atuagdo no desenvolvimento e

progresséo de diversos tipos tumorais [90,94].

O LEPR tem sido frequentemente identificado em células malignas de diferentes
origens, incluindo o cancer de mama, pulmao, gastrico e leucemias [95-98]. Algumas
investigacOes tém relacionado a expressdo LEPR com o desenvolvimento, diferenciagdo e
prognostico em cancer de mama e gastrico, sugerindo que sua atuagdo no controle da

proliferacdo celular seja importante nestes aspectos [98-101].

A eficiente sinalizacdo via Leptina/LEPR em tumores foi associada a expressao
aumentada da Matriz Metalloproteinase-9 (MMP-9). Por sua vez, a MMP-9 atua na
degradacdo do colageno tipo 1V constituinte da membrana basal, processo relacionado com a
invasdo e metastatizacdo tumoral, sugerindo seu impacto no prognostico destas neoplasias
[102].

Dentre os diversos polimorfismos descritos no gene LEPR, a transicdo de uma
Adenina para uma Guanina leva a troca de uma Glutamina (GIn) para Arginina (Arg) no
aminoacido 223. Localizado no dominio extracelular do receptor, esta troca de um
aminoacido neutro por um aminoacido com carga positiva, altera a funcdo e capacidade de

sinalizagéo do receptor [103,104].

O polimorfismo GIn223Arg no gene LEPR foi relacionado com o risco do cancer de
mama, sendo o risco aumentado nos individuos homozigotos para o alelo Arg223 [98].
Resultados contrarios foram apresentados em estudos com céancer de prdstata, onde 0s
individuos homozigotos para o alelo GIn223 possuem um maior risco de desenvolver esta
neoplasia [105,106].

A primeira investigacao deste polimorfismo no cancer de cabeca e pescoco confirma
sua relacdo com o desenvolvimento da doenca. O autor ainda sugere que seus achados
reforcam o importante papel do LEPR na promocdo do crescimento tumoral angiogénese,

metéstase e invasdo tumoral [107].

Quando moléculas pro-angiogénicas tem sua expressdo aumentada em relacdo as
moléculas angiostaticas, o tumor adquire o fendtipo angiogénico que permite a formacéo de

novos vasos sanguineos [108].
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A terapia tumoral antiangiogénica representa uma estratégia promissora para o
tratamento do céncer e provavelmente exibira potencial clinico conjuntamente com as terapias
antitumorais classicas [109]. No entanto, muitos dos mecanismos envolvidos neste processo
devem ser mais bem esclarecidos de modo a ser utilizado no carcinoma epidermdide oral e de

orofaringe.
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2.5. Adaptacoes celulares como resposta a hipoxia tumoral: HIF1-a

O sistema de resposta celular as condi¢fes de hipoxia é essencial para a progressao de
tumores sélidos [110,111], como por exemplo, os tumores de mama, pulméo, ovario e cabeca
e pescogo [112-116].

A hipoxia é encontrada na maioria dos tumores sélidos devido as alteragdes estruturais
e quantitativas nos vasos, levando a diminuicdo das concentracbes de oxigénio [117].
Contudo, a hipdxia ndo é um mecanismo exclusivo da progressdo tumoral [118], sendo
também encontrada durante o desenvolvimento embrionédrio [119-121] e em doencas
Isquémicas [122-126].

Para manter a homeostase do oxigénio, muitos organismos eucariotos adaptaram
evolutivamente um mecanismo especializado para reforcar a ingestdo e distribuicdo do
oxigénio. Consequentemente, uma via responsiva dependente de oxigénio foi conservada e

presente em quase todas as células de mamiferos [127,128].

O complexo transcricional Hypoxia-inducible factor 1 (HIF1) é o principal mecanismo

de regulacdo para a homeostase do oxigénio celular e sistémico [119,127,129-137].

Quando ligado ao DNA gendmico, o complexo HIF1 pode promover a transcri¢ao de
mais de 100 genes que atuam em mecanismos especificos para evitar a morte celular causada
pela hipdxia. Por sua vez, as proteinas produzidas aumentam as concentraces de oxigénio
através da angiogénese [138], aléem de enzimas do transporte de glicose e metabolismo
[116,136].

O complexo HIF1 é um fator de transcricdo composto por uma subunidade -alpha e
uma -beta, a ultima também conhecida como Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear
Translocator (ARNT), ambas pertencem a familia de proteinas basic Helix-Loop-Helix-Per-
ARNT-Sim (bHLH-PAS) [139,140].

A subunidade HIF1-beta € expressa constitutivamente, mantendo os seus niveis de
MRNA e proteina constantes, independente das condi¢es de oxigénio [141]. Igualmente, a

transcricdo e sintese protéica da HIFl-alpha sdo constitutivas e particularmente ndo séo
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afetadas pelo teor de oxigénio [139,141-144]. Contudo, sob normdxia, a HIF1l-alpha é
rapidamente degradada quando detectada [139].

Assim como as proteinas da familia bHLH-PAS, a subunidade HIF1-alpha possui 0s
dois dominios bHLH e PAS, necessarios para a heterodimerizacdo com a subunidade HIF1-
beta [145]. Mais dois dominios presentes na HIF1l-alpha, o N-terminal (N-TAD) e o C-
terminal (C-TAD), localizados nas por¢des C-terminal e mediana da proteina [146].

Outro importante dominio presente na subunidade HIF1-alpha é o Oxygen-regulated
Degradation (ODD — Degradacdo regulada por oxigénio), que media sua estabilidade de
acordo com a disponibilidade de oxigénio [147]. ModificacBes poOs-traducionais, como a
hidroxilagdo, acetilacdo e ubiquitinacdo no dominio ODD da proteina HIFl-alpha é o

primeiro passo de sua degradacdo [148-150].

Sob condic¢des normais de oxigénio, a HIF1-alpha é hidroxilada pela proteina Prolyl
Hydroxylation (PHD) em seu dominio ODD [134,135, 151-155]. Em seguida, a proteina von
Hippel-Lindau (pVHL) reconhece a hidroxilagdo adicionando ubiquitina, marcando-a para a

degradacéo proteossomal [133,156-162].

Alternativamente, a degradacdo da HIF1-alpha pode ser dada através da acetilacdo
pela proteina Acetyltransferase Arrest-defective-1 (ARD1), no residuo de lisina 532 (Lys532)
de seu dominio ODD, e consequente ubiquitinacdo e degradacdo proteossomal [135,151,163].

Sob condicdo de hipdxia, a subunidade HIF1l-alpha é estabilizada e traslocada do
citoplasma para o nucleo, onde dimeriza com a subunidade HIF1-beta, formando o complexo
HIF1 trascricionalmente ativo [136,141,164].

Entre os genes regulados pela HIF1 importantes para o processo tumorigénico estao os
fatores angiogénicos, de proliferacdo celular, transportadores de glicose, enzimas glicoliticas
anaerobidticas [136,165,166]. O aumento da densidade vascular, a permeabilidade tecidual e,
consequente diminuicdo da distancia para a difusdo do oxigénio séo resultados da ativacao

angiogénica, favorecendo a progressdo tumoral [161,167].
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Em diversos tipos tumorais, a expressdo da HIF1-alpha foi associada com o processo
de carcinogénese e 0 prognostico e sobrevida dos pacientes, como por exemplo, no cancer
renal [168], bexiga [169], colorretal [170], mama [171,172], ovério [173] e Utero [174,175].

No carcinoma epidermdide de cabeca e pescoco, os trabalhos apontam a expressdo
HIF1-alpha associada a carcinogénese e fatores progndsticos e de sobrevida [176-182],
porém, sem um consenso entre os trabalhos. D& um lado, a expressdo HIF1-alpha fraca é
relacionada com a pior sobrevida dos pacientes [177,183], enquanto que outros trabalhos

sugerem que a pior sobrevida seja determinada pela expresséo forte [176,184,185].

Os marcadores de hipoxia, como a proteina HIFl-alpha, podem auxiliar na
estratificacdo dos pacientes em categorias, facilitando identificar a conduta terapéutica mais
adequada para cada estrato, assim como predizer o progndstico com maior precisdo [186].
Deste modo, a expressdo HIFl-alpha é um forte candidato a marcador molecular no
carcinoma epidermoide oral e de orofaringe, principalmente pelo tratamento destas neoplasia
visarem, em segundo plano, a preservacdo da estrutura e funcdo de érgdo essenciais para a

qualidade de vida dos doentes [187].
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2.6. Ativacao do mecanismo de sobrevivéncia celular: NDRG1

A hipdxia e a inducdo da angiogénese sdo fatores cruciais para a progressao de
tumores solidos [110,111]. Nos mais de 100 genes conhecidos por serem alvos do complexo
HIF, é comum a presenca de Elementos Responsivos a Hipoxia (HRE - Hypoxia Response
Element) em suas sequencias nucleotidicas [138].

Um gene que apresenta trés motivos HRE em sua sequéncia e alvo do complexo HIF é
o0 N-myc downstream regulated gene 1 (NDRG1) [188,189]. A sequéncia do gene NDRG1 ¢
altamente conservada [190] e esta localizada na banda cromossdmica 8q24 [191]. O gene
codifica uma proteina com 394 aminoacidos e geralmente estd presente no citoplasma e

membrana de células epiteliais [192].

A proteina codificada pelo gene NDRG1 parece ter um papel no controle do ciclo
celular, na diferenciagdo celular e no crescimento, na resposta hormonal e ao estresse,

podendo atuar como uma proteina sinalizadora entre o citoplasma e o nucleo [193].

A expressao NDRG1 também pode ser regulada por outros fatores, como a presenca
de danos no DNA, niquel, androgénio e homocisteina, possivelmente atuando como supressor
tumoral [194,195]. Estudos funcionais tem relatado que a expresséo NDRG1, quando
induzida por danos no DNA, esta associada com a expressdo da Protein 53 (p53), sugerindo

sua cumplicidade na inducéo da apoptose via p53 [196].

Outros trabalhos indicam ainda que a expressdo do NDRG1 é regulada pela Sirtuin 1
(SIRT1), uma proteina com fungdo de promover a sobrevivéncia celular, com expressdo
aumentada em situacOes de hipdxia. Neste caso, aumentos nos niveis de NDRG1 reduzem a
expressao de p53, levando a diferenciacdo de trofoblastos e diminuicdo da injuria celular
[197].

O preciso papel do NDRG1 é desconhecido, mas sua proteina parece ser
multifuncional, com participacdo em diversas vias moleculares [198]. Diversas evidéncias
sugerem o envolvimento da proteina NDRG1 na proliferacdo e diferenciacao celular, atuando
no papel de supressor tumoral [199,200].
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A expressdo anormal NDRG1 tem sido observada em diferentes tipos de tumores, em
algumas vezes associada com o estagio avancado da doenga e o prognostico [188,201-203].

Apesar das perspectivas dos resultados de pesquisas, o papel do gene NDRG1 no
cancer ainda € incerto. Sua relagdo com a progressdo tumoral e o prognostico em diversos
tipos tumorais sugere fortemente a atuacdo do NDRG1 como um mecanismo de sobrevivéncia
celular [195], abrindo a possibilidade de considerar o NDRG1 como um potencial alvo de

diagnostico, prognostico ou terapéutico no carcinoma epidermoide oral e de orofaringe.
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2.7. ModificacOes epigenéticas dependentes de hipdxia: IMID1A

O mecanismo de resposta da célula tumoral as condigdes de hipoxia envolve a
ativacdo de mais de 100 genes [204]. Atualmente, pouco se sabe sobre a regulacdo
epigenética durante a ativacdo transcricional gerada pelo sistema HIF [205]. Contudo, as
adaptaces trascricionais mediada pela hipdxia e pelas HIFs (HIF1a, HIF2a, HIF3a e HIF1b)

sugerem a ocorréncia de modificacGes epigenéticas das histonas [206].

Um numero crescente de estudos tem identificado o papel da metilacéo de histonas na
adaptacdo tumoral a hipéxia mediada pelo sistema HIF [207-209]. Sabe-se que o sistema HIF
facilita a adaptacdo metabolica da célula tumoral por meio da transcricdo direta de enzimas
com atividade desmetilase, como a Jumonji Domain-Containing Protein 1A (JMJD1A)
[209,210].

A JMID1A regula a expressdo de genes pré-angiogénicos induzidos pela hipoxia
diminuindo a metilagdo das histonas em suas regides promotoras. A diminuicdo do

crescimento tumoral foi relata em estudo onde a JMJD1A foi silenciada [211].

A atuacdo da proteina JMID1A consiste na desmetilacdo de histonas em residuos de
lisina e arginina em reacdo oxigénio dependente, sendo necessarios ions de Fe (II) e a-
cetoglutarato como cofatores. Seu alvo de acéo séo as Lisinas 9 das Histonas H3, dimetiladas
ou monometiladas (H3K9me2 e H3K9mel) [212].

A metilacdo de histonas contribui para uma mudanca na estrutura da cromatina, de
modo a aumentar ou diminuir a facilidade do acesso de enzimas, podendo influenciar na

expressao génica, replicacéo e reparo do DNA. [213].

Um nivel baixo da JMJD1A resulta em uma baixa atividade desmetiladora e
consequentemente, a uma ativacdo génica ineficiente. A inducdo da JMJD1A pela hipoxia
pode aumentar a atividade das desmetilases de histonas nos promotores de genes alvos,

podendo levar a célula tumoral a um fendtipo indiferenciado [209].
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A perda global de metilagdo da H3K9 foi observada em muitos tipos de cancer [214].
Estas evidéncias sugerem que a regulacdo epigenética imposta pelas condigdes de hipoxia €

um fator importante para caracterizar a agressividade tumoral [215,216].

A expressao da proteina JMJD1A tem sido relacionada com o desenvolvimento e
prognostico de diversos tipos de tumores, tais como o cancer colorretal [211], hepatocelular
[216], nasofaringeo [217].

Com relacédo ao de cancer de cabeca e pescogo, este tipo de investigacao ainda néo foi
consolidada. Dessa forma, é necessario que a JMJD1A seja avaliada com relagdo ao seu
potencial em ser um marcador molecular de progndstico em pacientes com carcinoma

epidermaoide oral e de orofaringe.
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4.1. Artigo 1: HIF1-alpha expression predicts survival of patients with squamous

cell carcinoma of the oral cavity

O artigo intitulado “HIF1-alpha expression predicts survival of patients with
squamous cell carcinoma of the oral cavity” foi publicado em Setembro de 2012, pela revista
Plos One, a qual possui fator de impacto de 3.73 (JCR2012).
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ABSTRACT

Background: Oral squamous cell carcinoma is an important cause of death and morbidity
wordwide and effective prognostic markers are still to be discovered. HIFla protein is
associated with hypoxia response and neovascularization, essential conditions for solid
tumors survival. The relationship between HIFlo expression, tumor progression and

treatment response in head and neck cancer is still poorly understood.

Patients and methods: In this study, we investigated HIFlo expression by
immunohistochemistry in tissue microarrays and its relationship with clinical findings,
histopathological results and survival of 66 patients with squamous cell carcinoma of the

lower mouth.

Results: Our results demonstrated that high HIFlo expression is associated with local
disease-free survival, independently from the choice of treatment. Furthermore, high
expression of HIFla in patients treated with postoperative radiotherapy was associated with
survival, therefore being a novel prognostic marker in squamous cell carcinoma of the mouth.
Additionally, our results showed that MVD was associated with HIF 1o expression and local

disease relapse.

Conclusion: These findings suggest that HIF1o expression can be used as a prognostic
marker and predictor of postoperative radiotherapy response, helping the oncologist choose

the best treatment for each patient.
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INTRODUCTION

Head and neck cancer is a significant cause of mortality and morbidity worldwide,
presenting approximately 600,000 new cases yearly [1], whereas tumors of the oral cavity

show 389,000 new cases per year, with a mortality rate of 50% [2].

Currently, the most important prognostic factor is the presence of regional lymph node
metastases, which correlates with a 50% reduction in life expectancy [2-4]; however,

micrometastases may not be detected by routine histology [5].

Oral squamous cell carcinoma is a solid tumor that relies on a hypoxia cellular
response system for tumor progression [6-12]. Focal hypoxia is found in the majority of solid
tumors due to quantitative and qualitative alterations in tumor vasculature, leading to local

reduction of oxygen availability [13].

Tumoral response to radiotherapy has been studied through hypoxia measurements in
cervical cancer, as well as other tumors, including head and neck tumors [14, 15]. Hypoxia-
inducible factor-1 (HIF1) is a heterodimeric transcriptional complex that functions as the
main regulator of systemic and cellular oxygen homeostasis [16-25]. When activated, HIF1
can induce the transcription of over 60 genes, as an attempt to avoid hypoxia-mediated dell
death. Among HIF1-regulated genes, there are angiogenic and proliferating factors, glucose
transporters, anaerobic glycolytic enzymes and others, that are important for tumorigenesis
[25-28].

Expression of HIFla has been studied in renal, bladder, colorectal, breast, ovary and
cervical tumors and it was often associated with patient prognosis [29-36]. Positive HIFla
expression has been associated with improved prognosis in head and neck tumor patients that
underwent surgery [37]. Additionally, Fillies and cols, described a better prognosis for
patients with high HIFla expression in squamous cell carcinomas of the tongue basis treated
with radiotherapy [38]. Nonetheless, lower survival and higher disease relapse in irradiated
patients has been associated with strong HIF 1 a protein expression, as reported by Aebersold
et al. [39]. These contradicting results indicate a high complexity of the hypoxia signaling

pathway and its participation in radiotherapy treatment response.
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A tempting hypothesis to explain these observations would envision HIF1a activation
as an inducer of higher tumor vascularization and oxygenation due to Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) expression [40], which would ultimately increase the concentration of
intratumoral reactive oxygen species after radiotherapy and therefore render such tumors

more responsive to this type of therapy.

In this study, we demonstrate that high HIFla expression is associated with local
disease-free survival. Moreover, in patients treated with postoperative radiotherapy, high
HIF1a expression was associated with survival, therefore being a novel prognostic marker in
squamous cell carcinoma of the oral cavity. We also show that microvessel density (MVD) is
associated with HIFla expression and local disease relapse. These findings suggest that
HIFla expression can be used as a prognostic marker and a tool for choosing the best

treatment for each patient.

MATERIALS AND METHODS
Ethics

The present study was approved by the Ethics Committee of the Heliopolis Hospital
on 06/10/2008 (CEP # 619).

Sample

Samples were collected by the Head and Neck Genome Project (GENCAPO), a
collaborative consortium created in 2002 with more than 50 researchers from 9 institutions in
Sdo Paulo State, Brazil, whose aim is to develop clinical, genetic and epidemiological
analysis of head and neck squamous cell carcinomas. In this study, we analyzed 66
parafinized tumor samples of squamous cell carcinomas of the lower mouth, surgically treated
in the Head and Neck Surgery Department of the Helidpolis Hospital, Sdo Paulo, Brazil,
during the period of January/2001 to December/2007. Exclusion criteria were: previous
surgical or chemotherapy treatment, presence of distant metastasis, no removal of cervical

lymph nodes and positive surgical margins.
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Postoperative radiotherapy was indicated when the tumor invaded adjacent tissues
(pT4) or cervical lymph nodes were compromised (pN+). Histopathologycal characteristics of
all samples were revised by A.M.C.M. (pathologist,author) of the Heliépolis Hospital.
According to TNM classification (3" edition) [41], 27 tumors were T1 and T2, 13 tumors
were T3 and 26 tumors were T4. Thirty six cases showed metastasis to cervical lymph nodes.
Well differentiated tumors were found in 30 samples, moderately differentiated tumors in 31
and poorly differentiated in 5 (Table 1).

A gender and age characterization of the 66 patients showed a predominance of males
(85%) and age varying from 34-81 years, with a mean age of 55 years. According to the
anatomical localization of the tumor, 26 (39.4%) were on the tongue, 12 (18.2%) on inferior
gums, 22 (33.3%) on the floor of the mouth and 6 (9.1%) on the retromolar area (Table 1).

Postoperative radiotherapy was indicated for 36 patients, but 3 deceased before the
end of treatment and were excluded from the survival after radiotherapy analysis. After a
follow up of at least 24 months, 36 patients (54.5%) were alive, 27 (41.0%) died due to the
disease and 3 (4.5%) died of other causes. Local reccurrence was observed in 23 cases
(34.8%).

Tissue microarray

Formalin-fixed, paraffin-embedded tissue sections from 66 primary oral squamous
cell carcinomas treated at the Head and Neck Surgery Department of Helidpolis Hospital,
Sdo Paulo, SP, were used for immunohistochemistry (IHC) analysis. Histological
characterization of all samples was done by Hematoxylin and Eosin staining, followed by
immunohistochemistry analysis of tissue microarrays (TMA). Two 1mm cylinders taken
from tumor central regions were used to represent each sample in the TMA slide (Beecher
Instruments®, Silver Spring, MD, USA).

Immunohistochemistry
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Anti-HIF1a polyclonal antibody (Millipore Corporation®, USA) was used in the IHC
reaction, at a 1:150 dilution [42-44]. Positive (breast cancer controls) and negative (absence
of primary antibody) controls were used. Sample scoring was performed by semi-quantitative
microscopic analysis, considering the number of stained cells and signal intensity. Two spots
were evaluated for each sample and a mean score was calculated. Considering the percentage
of HIF1a immune-positive tumor cells, a score of 1 was given when <10% of cells were
positive; 2 when 10-50% of cells were positive and 3 when >50% of cells were positive.
Signal intensity was scored as negative (0), weak (1), moderate (2) and strong (3). Both scores
were multiplied [45, 46] and the resulting score was used to categorize HIF1a expression as

negative (<1), weak (1-6) and strong (>6).

Angiogenic activity was assessed by MVD analysis using anti-CD34 antiboby (Santa
Cruz Biotecnology®, USA) for the IHC reaction, at a 1:150 dilution. Endothelial cell
cytoplasmic staining was considered the positivity criterion. MVD was scored in four areas of
the tissue array and categorized as <20, 20-40 and >40%. These analyses were performed by
A.M.C.M. (pathologist, author).

Statistical Analysis

The chi square and Fisher exact tests were used for association analysis and
confirmation was obtained by the Lilliefors test (significance considered when p < 0.05).
Multivariate logistic regression was used to obtain odds ratio (OR) and confidence intervals
(CI>95%). Survival was calculated by the number of months between surgery and death for
each patient or the last appointment in case patients were alive. In order to calculate disease-
free survival, the time endpoint was the date of local disease relapse. The Kaplan-Meier
model was used for survival analysis, using the Wilcoxon p-value and the Cox Proportional
Hazards to adjust p-values and obtain hazard ratio (HR). Statistical calculations were
performed using the Epi Info® v3.4.3, 2007 and Statsoft Statistica® v7.0.61.0 softwares.
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RESULTS

HIF1a expression was detected in all 66 tumors. However, expression was considered
weak in 34 samples (51.5%), strong in 32 (48.5%) and it did not show association with tumor

characteristics, such as size (p=0.284), positive lymph nodes (p=0.787) and others (Table 1).

In spite of being more frequent in surviving cases, strong expression of HIF1a did not
show a significant correlation with the status alive (p=0.094), but showed a significant
association with cases with no local disease relapse (p=0.002, Table 2). Multivariate analysis,
considering pTNM, showed that HIF1a weak expression is an independent marker for local
disease relapse, representing an increased risk of over 7 times in relation to strong expression
(OR=7.59, C1=1.94-29.75).

Although overall survival did not show a significant association with HIFla
expression intensity (p=0.185), a strong expression was associated with local disease-free
survival (p=0.013, Figure 1). According to a 12 month after surgery follow up, approximately
10% of cases with high HIFla expression showed local disease relapse, as compared to
approximately 50% of relapse in patients with low HIF1a expression (Figure 1). Multivariate
analysis, considering pTNM, revealed that a weak expression of HIFla is an independent
marker for a faster local disease relapse, with a 3-fold increased risk when compared to strong
expression (HR=3.22, CI=1.16-8.93).

HIFla low expression was associated with increased local disease relapse,
independently from the choice of treatment (p=0.038 for operated and irradiated patients;
p=0.039 for operated, but not irradiate