Ao

\ \l

/ f\
) L u

Nt o

L2 21

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CAMPUS SOBRAL
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE

JEFFERSON DOUGLAS LIMA FERNANDES

ASSOCIACAO DA SOX2 NO PROGNOSTICO E SOBREVIDA EM
PACIENTES COM CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS ORAL: UMA
REVISAO SISTEMATICA E METANALISE

SOBRAL - CE
2023



JEFFERSON DOUGLAS

LIMA FERNANDES

ASSOCIACAO DA SOX2 NO PROGNOSTICO E SOBREVIDA EM
PACIENTES COM CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS ORAL: UMA
REVISAO SISTEMATICA E METANALISE

SOBRAL
2023

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-graduacdo em Ciéncias da Salde da
Universidade Federal do Ceara - Campus
Sobral como requisito parcial a obtencéo
do titulo de Mestre em Ciéncias da Saude.
Area de concentracdo: Medicina Il -
Neoplasias Benignas e Malignas da
Cavidade Oral.

Linha de Pesquisa: Doengas Cronicas e
Cancer.

Orientador: Prof. Dr. Filipe Nobre
Chaves.

-CE



Dados Intemacionitis de Catalogagdo na Publicagdo
Universidade Federal do Ceani
Sistema de Bibliotecas
Gemda sutomaticamente pelo modulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Fla FERNANDES, JEFFERSON DOUGLAS LIMA FERNANDES.
ASSOCIACAO DA SOX2 NO PROGNOSTICO E SOBREVIDA EM PACIENTES COM CARCINOMA
DE CELULAS ESCAMOSAS ORAL: UMA REVISAO SISTEMATICA E METANALISE / JEFFERSON
DOUGLAS LIMA FERNANDES FERNANDES. - 2023.
591, :il. color.

Dissertaclio (mestrado) — Universidade Federal do Ceard, Campus de Sobral, Programa de Pos-Graduagio
em Ciéncias da Sadde, Sobral, 2023,
Orientagio: Prof. Dr. FILIPE NOBRE CHAVES.

1. Sobrevida. 2. Prognostico, 3. Neoplasias Bucais, 4. Carcmoma de Células Escamosas Oral. 5. SOX2,
L. Titulo.
CDD 610




JEFFERSON DOUGLAS LIMA FERNANDES

ASSOCIACAO DA SOX2 NO PROGNOSTICO E SOBREVIDA EM
PACIENTES COM CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS ORAL: UMA
REVISAO SISTEMATICA E METANALISE

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-graduacdo em Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Ceara - Campus
Sobral como requisito parcial a obtencao
do titulo de Mestre em Ciéncias da Saude.

Aprovado em: 24/07/2023.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Filipe Nobre Chaves
Universidade Federal do Ceara (UFC)
(Orientador)

Prof. Dr. Marcelo Bonifacio da Silva Sampieri
Universidade Federal do Ceara (UFC)

(Avaliador Interno)

Prof. Dr. Ealber Carvalho Macedo Luna
Faculdade Luciano Feijdo (FLF)
(Avaliador Externo)



A Deus, que se faz presente em todos 0s
momentos, meu guia. Pelo seu infinito
amor e sua graca. A Ele que amparou
meus anseios e me deu forca e coragem
necessaria para seguir, esperar e acreditar

que com Ele é possivel chegar.



AGRADECIMENTOS

Ao0s meus pais, José Raimundo Aguiar Fernandes e Nilcinete Lima Costa,
que sdo meus pilares e minha fortaleza. Cresci vendo vocés superarem cada obstaculo
que a vida colocava, passaram por momentos tdo dificeis que as vezes iam dormir se
sentindo exaustos, mas mesmo assim levantavam todas as manhés com energia e animo,
para dar amor incondicional. Obrigado pela referéncia do que sou e do que busco ser.

A minha irm& Nivia Delamoniky Lima Fernandes, que trilha também os
caminhos da odontologia, por sempre me dar forcas e me fazer acreditar no tempo que
leva o “processo”, afinal construir uma casa na rocha demora mais que na areia, no
entanto é mais firme a prova de tempestades.

As minhas queridas avos Maria Nilca Lima Costa e Lionete Carneiro de
Aguiar Fernandes (in memoriam), grandes exemplos de mulheres de fé, garra e
sabedoria. Obrigado, por todo amor e oragao.

Aos meus avds (in memoriam) Anténio Cunha Fernandes e Cicero
Francisco da Costa, duas estrelas que sempre estao intercedendo por mim.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Filipe Nobre Chaves, pela manifestacdo de
apoio e disponibilidade, que com inteligéncia impar, me aconselhou, orientou de forma
assertiva e pelo estimulo permanente, ndo somente nos estudos, mas com ensinamentos
para vida. Obrigado pela sua amizade, pela atencdo e convivéncia cientifica. Seus
ensinamentos mudaram minha forma de diagnosticar, refletir, agir e me fizeram buscar
sempre a exceléncia.

Ao colega, Me. Denis Francisco Gongalves de Oliveira, pela excelente
contribuicdo, como também por todo incentivo e paciéncia. Foi um privilégio trabalhar
com Voce.

Aos colegas de mestrado, Ma. Camila Melo Mesquita e Wylly Wesley
Costa de Moura, pela amizade e contribuicdo neste trabalho.

Agradeco a banca avaliadora, composta pelos professores Dr. Marcelo
Bonifacio da Silva Sampieri e Dr. Ealber Carvalho Macedo Luna, pelas contribui¢es
para aperfeicoamento deste trabalho, por meio de suas valiosas consideragoes.

A Universidade Federal do Ceara e seu corpo docente, que sdo
fundamentais para a construcdo do profissional que estou me tornando.

Ao Grupo de Estudo em Estomatologia e Patologia Oral de Sobral
(GEEPOS) e Ambulatorio de Estomatologia da UFC — Sobral pela honra de fazer



parte, pela transmissdo de conhecimentos técnico-cientificos que contribuiram de forma
extraordinéria para minha formagéo académico-profissional.
A Cordenacao de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel Superior (CAPES),

pelo apoio financeiro e por acreditar na importancia da ciéncia para sociedade.



“Mas os que confiam no Senhor recebem
sempre novas for¢as. Voam nas alturas
como aguias, correm e ndo perdem as
forgas, andam e ndo se cansam”.

(Isaias 40:31)



RESUMO

O carcinoma de células escamosas oral (CCEOQ) é responsavel por mais de 90% de todas
as malignidades orais, sendo considerado um problema de salde publica, associado a
baixa taxa de sobrevida. Diversos fatores genéticos e ambientais estdo envolvidos no
processo da carcinogénese oral, e o SOX2 (SRY-box transcription factor 2) tem
despertado grande interesse na comunidade cientifica, pois a mesma é um importante
marcador de células-tronco, que esta associada a proliferacdo celular, migragéo, invasao,
tumorigénese, anti-apoptose e quimiorresisténcia. Nesse contexto, avaliar os mecanismos
do papel dual desse gene, a sua expressao e a associagcao com progndstico e sobrevida nos
CCEO sdao os objetivos do presente trabalho. Esta revisdo sistematica e meta-analise
[PROSPERO (CRD42023431821)] incluiu estudos observacionais que compararam a
associacao de desfechos clinico-patoldgicos e de sobrevida com a imunoexpresséo de
SOX2 em pacientes com CCEO e avaliou a certeza da evidéncia gerada. Na presente
pesquisa foram investigados os desfechos: sobrevida global (OS), especifica da doenca
(DSS) e livre da doenca (DFS). Para isso foi utilizado hazard ratio (HR) como medida de
efeito e GRADE para a avaliagdo da certeza da evidéncia. Como resultados, sete estudos
de coortes foram incluidos nesta revisdo, sendo analisados 900 casos de CCEO, cuja idade
média dos pacientes era de 54,63 anos, predominantemente do sexo masculino (66,33%),
sendo o sitio de maior acometimento a lingua (72,7%), tempo médio de acompanhamento
de 60,94 meses e histdrico de tabagismo em 55,22% dos casos. Em relacdo a expressdo
de SOX2, a maior parte dos casos foi classificada como apresentando expressdo
aumentada (56,01%). N&o se observou associa¢do com significancia estatistica entre a
expressao de SOX2 e OS (p=0,53 e 0,44), DSS (p=0,74) e DFS (p=0,42). A compreensado
dos mecanismos pelos quais a expressdo anormal de SOX2 interfere na sobrevida ainda
ndo estd bem elucidada, sendo necessarios mais estudos com delineamento prospectivo,
padronizados e que trabalhe analises combinadas, afim de compreender o papel dessa via,

para que se possa desenvolver estratégias terapéuticas mais eficazes.

Palavras-chaves: Sobrevida; Prognostico; Neoplasias Bucais; Carcinoma de Células
Escamosas Oral; SOX2.



ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) accounts for more than 90% of all oral
malignancies and considered a public health problem, associated with a low survival rate.
Several genetic and environmental factors are involved in the process of oral
carcinogenesis, and SOX2 (SRY-box transcription factor 2) has aroused great interest in
the scientific community, o it is an important stem cell marker, which is associated with
cell  proliferation, migration, invasion, tumorigenesis, anti-apoptosis and
chemoresistance. In this context, to evaluate the mechanisms of the dual role of this gene,
its expression and the association with prognosis and survival in OSCC are the objectives
of the present work. This systematic review and meta-analysis [PROSPERO
(CRD42023431821)] included observational studies that compared the association of
clinicpathologic and survival outcomes with SOX2 immunoexpression in OSCC patients
and assessed the certainty of the evidence generated. In the present study, the following
outcomes were investigated: overall survival (OS), disease-specific survival (DSS) and
disease-free survival (DFS). For this purpose, hazard ratio (HR) used as a measure of
effect and GRADE was used to assess the certainty of the evidence. As results, seven
cohort studies were included in this review, 900 cases of OSCC were analyzed, whose
mean age of patients was 54.63 years, predominantly male (66.33%), the site of greatest
involvement being the tongue (72.7%), mean follow-up time of 60.94 months and history
of smoking in 55.22% of cases. Regarding SOX2 expression, most cases classified as
having increased expression (56.01%). No statistically significant association was
observed between SOX2 expression and OS (p=0.53 and 0.44), DSS (p=0.74) and DFS
(p=0.42). The understanding of the mechanisms by which abnormal SOX2 expression
interferes with survival yet not well elucidated, and more studies with a prospective,
standardized design and combined analyses needed to understand the role of this pathway
in order to develop more effective therapeutic strategies.

Keywords: Survival; Prognosis; Mouth Neoplasms; Oral Squamous Cell Carcinoma;
SOX2.



LISTA DE FIGURAS

FIGURAS REVISAO DE LITERATURA

FIGURA 1 — Fungdes da SOX2 na carcinogénese (Adaptado de REN et al., 2016). ...19
FIGURA 2 —Viade Sinalizagdo SOX2 interage com outras vias na carcinogénese (DING
BL AL, 2023). 1ottt bt a e re s 20

FIGURAS CAPITULO UNICO

FIGURA 1 — Identificagdo e selecao dos eStudOs. ........cccooereriririiiiieienenie e 42
FIGURA 2 — Resultados da avaliagdo de riSCO de VIéS. .......ccevveeeierieiirieieceerierienns 43
FIGURA 3 — Associacdo entre expressdo de SOX 2 e sobrevida no CCEO. .............. 44



LISTA DE QUADROS

QUADRO 1 - Lista de verificacdo de avaliacdo critica do JBI para estudos de coorte....

QUADRO 2 — Classificagdo do riSCO A& VIES. ........ccoveiriririniiinieesesie e 46



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — Resumo das caracteristicas descritivas dos estudos incluidos. .............. 47
TABELA 2 — Metanalises das caracteristicas sociodemograficas e clinicas. ............... 48
TABELA 3 — Avaliagéo da certeza da eVIdeNCIa. ........c.cccvvvviriiienencieieseeeeeee, 49



AKT
ALDHI1Al
BMI1

CCEO
CD133
CD44

CSCs
DFS
DNA
DSS
EFGR
EpCAM

ERK

GLOBOCAN

HMG

HPV
HR
IFITM
INCA
L1CAM

OCT4

0OS

PI3K
PRISMA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Serina/treonina proteina quinase.

Aldeido Desidrogenase 1.

Proteina do grupo Polycomb, capaz de induzir atividade de
telomerase, levando a imortalizacéo de células epiteliais.
Carcinoma de Células Escamosas Orais.

Glicoproteina expressa em células-tronco hematopoiéticas.
Glicoproteina de membrana celular envolvida em interacdes
célula-célula, migracéo e adesao.

Do inglés, Cancer Stem Cells; Células-tronco Cancerigenas.

Do inglés, Disease-Free Survival.

Do inglés, Desoxyribonucleic acid; Acido Desoxirribonucléico.
Do inglés, Disease Specific Survival.

Receptor do fator de crescimento epidérmico.

Do inglés, Epithelial cell adhesion molecule; molécula de adesdo
celular epitelial.

Proteina quinase regulada extracelular (ERK).

Do inglés, Global Cancer Observatory.

Do inglés, High Mobility Group Proteins; Proteinas de Grupo de
Alta Mobilidade.

Do inglés, Human Papiloma Virus; Papiloma Virus Humano.

Do inglés, Hazard Ratio.

Proteina transmembrana induzida por interferon.

Instituto Nacional do Céncer.

Do inglés, L1 cell adhesion molecule; proteina transmembrana
membro da familia de proteinas L1.

Octamero de ligacéo do fator de transcricdo 4; gene de regulacdo
da pluripoténcia das células-tronco embrionarias.

Do inglés, Overall Survival.

Do inglés Phosphatidylinositol-3-Kinase.

Do inglés, Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and

Meta-Analyses.



PROSPERO

SOX2
STAT3

TBL1XR1

WNT

XIAP
B-CATENINA

Do inglés, International Prospective Register of Systematic
Reviews.

Do inglés, SRY-box transcription fator 2.

Do inglés, Signal transducer and activator of transcription 3;
controla processos celulares como a proliferacéo e a sobrevivéncia.
Transducina (beta)-like 1 receptor ligado ao X 1.

Familia de glicoproteinas secretadas que desempenham papéis
essenciais no desenvolvimento embriondrio e fetal e na
manutencdo dos tecidos.

IAP ligada ao cromossomo X.

Proteina codificada pelo gene CTNNB1 em seres humanos.



SUMARIO

REVISAO DE LITERATURA .....ooovieeeeveeeeresessees s ssssnsess s 17
PROPOSICOES ..ot 22
CAPITULO UNICO ..ot 23
CONCLUSAO GERAL ..o seesessssssssseasses s 53

REFERENCIAS ..o e e et er s e e s e e er e e en e 54



17

1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 — Cancer de Boca

O céncer € uma das principais causas de morte e uma barreira importante para o
aumento da expectativa de vida em todos os paises do mundo. Estima-se que mundialmente
uma a cada seis mortes seja por cancer (BRAY et al., 2018). No cenario brasileiro estima-se
704.000 novos casos de cancer para cada ano do triénio 2023-2025, destes 2,15% acometem a
cavidade oral (FERLAY et al., 2018; INCA, 2022).

O céancer de cabeca e pescogco corresponde a 16% neoplasia maligna mais
prevalente em todo o mundo (LEEMANS; SNIJDERS; BRAKENHOFF, 2018; GLOBOCAN,
2020; JIANG et al., 2022). Se caracteriza por ser um grupo heterogéneo de tumores, que se
origina principalmente na lingua, assoalho de boca, mucosa bucal, palato e rebordo alveolar;
repercutindo na qualidade de vida do paciente tanto durante o diagnéstico, quanto no periodo
de tratamento (COCA-PELAZ et al., 2018; COLEVAS et al., 2018; JIANG et al., 2022).
Segundo dados do GLOBOCAN (Global Cancer Observatory) do ano de 2020, 2% dos novos
casos de cancer diagnosticados no mundo e 1,8% das mortes por cancer foram associadas ao
carcinoma de células escamosas oral (CCEQO) (SUNG et al., 2021; JOSHI et al., 2023).

No Brasil, estimou-se para cada ano do triénio 2023-2025, uma incidéncia de
15.100 novos casos de cancer da cavidade oral, destes 10.900 em homens (10,30/100 mil) e
4.200 em mulheres (3,83/100 mil), sendo considerado assim o 8° tipo mais comum de cancer
(INCA, 2022). A incidéncia de carcinomas de células escamosas oral varia de acordo com a
regido do pais, sendo mais frequente nas regides Sul e Sudeste - 70% da incidéncia (INCA,
2022).

Diversos séo os fatores de risco elencados na literatura para 0 CCEQO, os principais
deles séo tabagismo, alcoolismo, exposicdo a radiacdo ultravioleta, nutricdo, susceptibilidade
genética, além de infeccdes virais pelo papiloma virus humano (HPV) e herpes simples (CHI,;
DAY; NEVILLE, 2015; HINGSAMMER et al., 2019; CHOW et al., 2020; JIANG et al., 2022).

Histologicamente o CCEO apresenta diferentes graus de displasia epitelial oral, que
podem estar correlacionados com o grau de progressao da doenca (ARGIRIS; KARAMOUZIS;
RABEN, 2008; HASHIBE et al., 2009; CANNING et al., 2019; HOU et al., 2020). Inicialmente
as lesdes podem apresentar-se assintomaticas e a maioria dos diagndsticos somente sdo

realizados quando a leséo ja se encontra em estagio avangado (estagios Il ou 1V), o que acaba
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resultando em um prognaostico ruim, com sobrevida em 05 anos <50% dos casos (CAMPBELL
etal., 2018; ALVES et al., 2021; ZHAO et al., 2021). Ademais, 40% dos carcinomas orais sdo
apresentados como carcinomas de lingua (LEEMANS; SNIJDERS; BRAKENHOFF, 2018;
CANNING et al., 2019).

Nas Ultimas décadas foram evidenciados grandes avangos no mapeamento de Varios
componentes do microambiente tumoral, nessa perspectiva temos as células-tronco
cancerigenas (CSCs), uma populacdo distinta de células neoplasicas que estdo associadas a
progressao tumoral, metéstase, recidiva e resisténcia as terapias antineoplasicas convencionais
(ALl et al., 2017; ALVES et al., 2021). O papel das CSCs j& vem sendo estudado em varios
tumores sélidos (WUEBBEN et al., 2017; BADWELAN et al., 2023), incluindo o CCEO (DE
MORAES et al., 2017; BOXBERG et al., 2018; GUNDUZ et al., 2021). A resisténcia a terapia
antineoplasica e as taxas de recidiva da lesdo conferem as CSCs a capacidade em determinar 0s
resultados terapéuticos e de prognostico (ALI et al., 2017; CAMPBELL et al., 2018; HOU et
al., 2020).

E indubitavel que apenas as caracteristicas clinicas e histopatoldgicas ndo sio
preditores eficazes sobre a evolucdo ou involucédo das lesbes malignas. Por esse motivo, muitos
estudos investigam alteragdes moleculares na tentativa de identificar biomarcadores preditivos
da carcinogénese (CAMARA et al., 2016). Esses marcadores s&o proteinas que participam de
vias de sinalizacdo no ciclo celular, na supressdo de tumores, estabilidade gendmica, apoptose,
angiogénese e proliferacdo celular, além de outras fungdes celulares (MUKOHARA et al.,
2015).

Nessa perspectiva, varios marcadores moleculares foram reconhecidos como
importantes e vem sendo amplamente estudados no CCEO, dentre eles, SOX2, CD44,
ALDH1A1, CD133, podoplanina, EpCAM, BMI1 e OCT4 (WUEBBEN et al., 2017; HUSER
et al., 2018; GUNDUZ et al., 2021; BADWELAN et al., 2023). Ademais, estudos mostraram
associacOes negativas e positivas de CSCs com caracteristicas clinicopatoldgicas e desfechos
de progndstico e sobrevida no CCEO (PRINCE et al.,, 2007; MOHARIL et al., 2017;
JOHNSON et al., 2020; CHAUDHURY et al., 2023).
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1.2 — Via de Sinalizagéo SOX2

SOX2, sigla do inglés “SRY-box transcription factor 2”, € uma familia de fatores
de transcricdo com uma caracteristica da regido de ligacdo do DNA através do dominio HMG
(do inglés, High Mobility Group Proteins), que é altamente conservada em eucariotos, um gene
codificador de fator de transcri¢éo de éxon unico, localizado em 3g26.3-27, que apresenta papel
importante em vérias fases do desenvolvimento embrionario, importancia na biologia do
desenvolvimento e das células-tronco e também podem afetar a diferenciacdo celular ao
promover alteracdes na transicdo epitélio-mesenquimal que levam a um ganho de motilidade e
polaridade das células epiteliais, aumentando o potencial de invasdo e metéastase (REN et al.,
2016; TANG et al., 2022; CHAUDHURY et al., 2023).

As proteinas da familia SOX, a nivel molecular, compartilham um dominio de
ligacdo de DNA de grupo de alta mobilidade e sua expressdo é regulada por fatores intrinsecos
e extrinsecos, o que pode traduzir em multiplos fenétipos bioldgicos por meio da ativacéo de
varias vias de sinalizacdo carcinogénicas (JI et al., 2018; SHONIBARE et al., 2022).
Adicionalmente, SOX2 é considerado um importante marcador de CSCs e correlacionada com

diferentes fungdes na carcinogénese (figura 1) (REN et al., 2016).

Manutencdo da capacidade
de crescimento

Proliferagao e

crescimento
Migracgao Celular
Tumorigénese / “ Invasdo

o Apo_pt?se_e Manutencao da
quimioresisténcia Tumorigenicidade

Metastase

Figura 1: Funcbes da SOX2 na carcinogénese (Adaptado de REN et al., 2016).
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SOX2 pode ser observado inserido em multiplas vias de sinalizacdo (figura 2),
como proteina transmembrana induzida por interferon (IFITM), receptor do fator de
crescimento epidérmico (EFGR), IAP ligada ao cromossomo X (XIAP), proteina quinase
regulada extracelular (ERK), fosfoinositideo 3-quinase (PI13K), serina/treonina proteina
quinase (AKT), transducina (beta)-like 1 receptor ligado ao X 1 (TBL1XR1), ERK,
SOX17/miR-371-5p. Estas vias podem regular SOX2 para aumentar os fenotipos de
plasticidade das CSCs nas neoplasias (JI et al., 2018; YANG et al., 2019; LU et al., 2021; DING
etal., 2023).

Pog ey loo@®

(ERK1/2)
, L (AP
»
& <D
I\ |
<

~p v

Figura 2: Via de Sinalizagdo SOX2 interage com outras vias na carcinogénese
(DING et al., 2023).

Dentre formas de avaliar a expressdo de SOX2, uma delas é por meio de anélise
imunoistoquimica, na qual a expressdo tem sido encontrada em pelo menos 30% dos tumores
avaliados, sendo o principal ponto de localizagdo da imunomarcacédo o nucleo celular, vide que
as proteinas SOX sdo reguladas em varios niveis e agem de uma forma dose-dependente, dessa
forma, se ligando a regibes no DNA e podem formar complexos com outros fatores de
transcricdo (LEIS et al. 2012; FU et al., 2016; VIDHALE et al., 2022). A superexpressao de
SOX2 estd frequentemente associada a um progndstico adverso, incluindo recorréncia,
linfonodo, metastases a distancia, além de resisténcia a radioterapia, quimioterapia e uma
diminuicdo da taxa de sobrevida (LIU et al., 2013; MOHARIL et al., 2017). Outros estudos
evidenciaram que a alta expressdo de SOX2 conferia um melhor prognéstico (JOHNSON et al.,
2020; ADNAN et al., 2022).
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A proteina SOX2 foi conhecida inicialmente por regular a autorrenovacdo de
células-tronco embrionarias bem como € um importante mecanismo para a manutencdo de
células-tronco em varios tecidos adultos. Recentemente, a amplificacdo do gene de SOX2 tem
sido associada com o desenvolvimento de carcinoma de células escamosas em varios sitios tais
como o pulmao e o eséfago. Embora os niveis de SOX2 sejam modulados transcricionalmente
e translacionalmente, a modificacdo pos-translacional também é importante para as varias
funcbes da SOX2 refletindo no papel dual dessa proteina. Em diversos casos de neoplasias
malignas, altos niveis de SOX2 estdo correlacionados com pior prognéstico e aumento da
proliferacdo de células-tronco tumorais. Portanto, SOX2 pode ser potencialmente explorada
Ccomo uma nova via terapéutica para o tratamento de cancer (LIU et al. 2013).

Nos Ultimos anos, descobriu-se que a SOX2 é altamente expressa em diferentes
tipos de tumores, como cancer de mama, cancer de pulméo, cancer colorretal, cancer
pancredtico e cancer gastrico (YUAN et al., 2021; LI et al.,, 2022; TANG et al., 2022;
BALBINOT et al., 2023). Entretanto, no CCEO, o papel da expressdéo de SOX2 e as
caracteristicas clinicopatoldgicas e o progndstico do paciente sdo altamente divergentes (FU et
al., 2016; BAUMEISTER et al., 2018; DE VICENTE et al., 2019; CHAUDHURY et al., 2023).
Ademais, os estudos publicados em sua maioria sdo de pequeno porte e heterogéneos, assim, é
dificil avaliar o progndstico clinico de SOX2 em pacientes com CCEO, necessitando de estudos

de associacdo que avalie a superexpressao dessa proteina no cancer oral.
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2 PROPOSICOES

2.1 — Geral

Analisar a associacdo entre expressdo de SOX2 e sobrevida no CCEO, através de

uma revisao sistematica e metanalise.

2.2 — Especificas

= Realizar uma reviséao sistematica sobre o papel prognostico de SOX2 no CCEOQO;

= Realizar metanalises para agrupar as medidas de efeitos referente aos desfechos de
interesse;

= Auvaliar a certeza da evidéncia gerada para os desfechos de interesse;

= Descrever as caracteristicas dos estudos que investigam o papel de SOX2 no
CCEQ;

= Descrever as caracteristicas sociodemogréficas e clinicopatoldgicas dos pacientes.
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3 CAPITULO UNICO

A presente dissertacdo de Mestrado estd baseada no Artigo 43 do Regimento
Interno do Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Ceara que regulamenta o formato alternativo para dissertacdo de Mestrado e permite a insercéo

de artigos cientificos de autoria ou coautoria do candidato.

CAPITULO UNICO - “SOX2 e sobrevida no carcinoma de células escamosas
oral: uma revisdo sistemética e metanalise”. Jefferson Douglas Lima Fernandes, Filipe
Nobre Chaves. Este artigo foi submetido para publicacdo no periddico da revista “ASIAN
PACIFIC JOURNAL OF CANCER PREVENTION”. (ISSN: 1513-7368), que possui
classificacdo A4 do Qualis Referéncia na Plataforma Sucupira (CAPES) referente ao presente

quadriénio.
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INTRODUCAO

O cancer de cabeca e pescogo se caracteriza por um grupo heterogéneo de tumores
com alta prevaléncia na popula¢do mundial, destacando-se o carcinoma de células escamosas
oral (CCEO) que representa 90% de todas as malignidades, sendo o 16° cancer mais comum,
responsavel por uma incidéncia de cerca de 660.000 casos e 325.000 mortes por ano em todo o
mundo; e geralmente estd associado a um progndstico ruim, gerando custos anuais de
tratamento na faixa de 2 bilhGes de ddlares (Chamoli et al., 2021; Sung et al., 2021; Badwelan
et al., 2023). O CCEO apresenta uma baixa sobrevida em 5 anos (<50%) e taxa de recidiva
variando de 18-76% dos casos (Chen et al., 2022; Muller & Tilakaratne, 2022; Badwelan et al.,
2023; Gonzalez et al., 2023).

Nos ultimos anos tem crescido 0 numero de estudos gque se concentram na busca
por biomarcadores moleculares que visem entender a relacdo entre as células-tronco
cancerigenas (CSCs) e a ocorréncia e desenvolvimento do tumor de maneira a prever a
concepcao de novos métodos de diagnosticos, terapéuticos e progndsticos (Fu et al., 2016;
Rodrigues et al., 2018; Chen et al., 2022). Nessa perspectiva, cada vez ganha mais destaque
estudos sobre o gene codificador de fator de transcrigdo SOX2 (do inglés, SRY-box transcription
factor 2), que se destaca por ser um importante marcador de células-tronco e € citado em
aproximadamente 25 tipos de cénceres humanos, incluindo o cancer de cabeca e pescoco,
estando associado a proliferacdo celular, migracdo, invasdo, tumorigénese, anti-apoptose e
quimiorresisténcia (Li et al., 2020; Wang et al., 2020; Yuan et al., 2021; Zhao et al., 2021; Tang
etal., 2022).

Entretanto, ainda € controverso na literatura a associacdo entre CCEO e a via de
sinalizacdo da SOX2. Para alguns autores a superexpressdo de SOX2 esta associada a metastase
linfonodal e baixa sobrevida (Du et al., 2011; Liu et al., 2018; Adnan et al., 2022), enquanto
outros estudos indicam um melhor prognéstico associado (Huang et al., 2014; Fu et al., 2016).
Portanto, estudos de correlacdo de literaturas publicadas sdo necessarios para que se possa
avaliar sistematicamente a expressdo de SOX2 e seu papel dual na carcinogénese oral,
especialmente no tocante a taxa de sobrevida.

Desse modo, o presente estudo buscou investigar o papel da expressédo de SOX2 na
sobrevida de pacientes com CCEO, analisar dados clinicos-patoldgicos e avaliar a certeza da

evidéncia gerada, através de uma revisao sistematica e metanalise.
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MATERIAIS E METODOS

A presente pesquisa utilizou como base o Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (Page et al., 2021), sendo cadastrada na International
Prospective Register of Systematic Reviews (PROSPERO), com o numero de identificacdo
CRD42023431821.

Critérios de Elegibilidade

A pergunta norteadora para elaboracéo dessa revisao foi: existe associagéo entre a
expressao de SOX2 e a sobrevida no CCEO?

Para respondé-la, foram adotados 0s seguintes critérios de inclusdo: estudos
publicados utilizando o alfabeto romano, estudos que investigam a expressdo de SOX2 em
CCEO; estudos com delineamento do tipo coorte; estudos que investigam sobrevida global
(OS), especifica da doenca (DSS) e livre da doencga (DFS). N&o restringimos o periodo de
publicacdo. Foram excluidos: revisdes de literatura; series de casos; relatos de casos; estudos
transversais; estudos duplicados; estudos realizados em modelo animal ou in vitro; e os estudos

que néo reportaram dados referente ao hazard ratio (HR).

Fontes de Informacao

As buscas foram realizadas nas seguintes bases de dados: PubMed, Web of Science,
Scopus, Livivo e Embase. Para a identificacdo da literatura cinzenta utilizamos o Google
Scholar, selecionando os 100 primeiros resultados. Na fase de gerenciamento das referéncias e
exclusdo de estudos duplicados utilizamos como ferramenta o EndNote Web e o Rayyan

(Ouzzani et al., 2016). As buscas foram realizadas em 05 de junho de 2023.

Estratégia de Busca

As estratégias de busca foram construidas pela combinacdo dos seguintes
descritores: “Survival ”, “Prognosis”’, “Mouth Neoplasms ”, “Oral Squamous Cell Carcinoma”
e “SOX2”. Ressalta-se que utilizamos tambem termos semelhantes e os operadores booleanos
“AND” e “OR” (apéndice A).
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Selecao dos Estudos

O processo de selecdo dos estudos foi realizado por trés revisores de forma
independente (JDLF, CMM e WWCM). Primeiramente (fase 1), os estudos foram selecionados
por meio da leitura de titulos e resumos. Posteriormente (fase 2), os estudos foram avaliados
com base no texto completo. Em caso de discordancia entre os revisores, consultamos um
quarto revisor (DFGO). O software Rayyan foi utilizado para o gerenciamento das duas fases

do processo de selecéo.

Processo de Coleta de Dados

Trés revisores de forma independente e previamente calibrados realizaram a coleta
dos dados (JDLF, CMM e WWCM) por meio de uma planilha de coleta de dados do Google
Sheets. A discussdo com um quarto revisor (DFGO) resolveu os casos de discordancia. Os
dados coletados foram: autor, ano, pais, continente, tipo de estudo, amostra, idade, sexo,
localizacdo do tumor, diferenciacdo do tumor, classificacdo TNM, estagio clinico, habitos
(tabagismo e ingestdo de alcool), numero de pacientes com baixa e alta expressdo de SOX2,
ponto de corte para SOX2, método de investigacdo da expressdo de SOX2, tempo de follow up,
e dados de HR.

Avaliacao do risco de viés

O risco de Vviés entre os estudos incluidos foi investigado por trés revisores de forma
independente (JDLF, CMM e WWCM), e em casos de divergéncias um quarto revisor (DFGO)
auxiliou no consenso. Para essa etapa foi utilizado o checklist de avaliacdo critica para estudos
de coorte do Instituto Joanna Briggs (Moola et al., 2020), que apresenta as questdes descritas
no quadro 1.

O risco de viés dos estudos incluidos foi estimado com base no percentual de
respostas “sim” obtidas no checklist. Os pontos de corte adotados (quadro 2) foram
estabelecidos com base em estudos que utilizaram checklist do Instituto Joanna Briggs (Oliveira
etal., 2021; Réus et al., 2022). Para construcdo da figura de risco de viés foi utilizado o software

R, versdo 4.3.1 (pacote dmetar).

Medidas de Efeitos e Sintese dos Resultados
Na presente pesquisa foram investigados os desfechos: OS, DSS e DFS. Para isso

foi utilizado 0 HR como medida de efeito. Ademais, realizou-se o agrupamento dos dados pelo
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método do inverso da variancia, atraves do software estatistico R (versdo 4.3.1, pacote meta).
Associamos a alta expressdo de SOX2 com os desfechos. Por conseguinte, utilizou-se o inverso
do HR nos casos que este se referia a associacdo entre baixa expressdo e desfechos. Devido 0s
estudos serem de populagdes variadas, adotou-se 0 modelo randdmico, sendo a heterogeneidade
estatistica avaliada por meio do I2 e do teste Q. O nivel de significancia assumido para todas as
andlises foi de 5% (p <0,05).

Avaliacéo da Certeza da Evidéncia

Para a avaliagdo da certeza da evidéncia se utilizou o Granding of
Recommendations, Assessment, Development and Evaluations (GRADE) (Guyatt et al., 2011).
O mesmo possui 0s seguintes critérios para classificar a evidéncia: risco de viés, inconsisténcia,
imprecisdo, presenca de evidéncia indireta e o viés de publicacdo. A partir dos quais sera
elencado o nivel de evidéncia dos estudos em alta, moderada, baixa e muito baixa. E importante
salientar que os estudos observacionais sdo categorizados como possuindo baixa certeza de
evidéncia, podendo elevar a certeza com base nos seguintes critérios: fatores de confusdo que

podem minimizar o efeito, dose resposta e efeito de grande magnitude.

RESULTADOS

Selecdo dos estudos

Identificou-se 502 estudos nas bases de dados e literatura cinzenta (figura 1). 235
estudos eram duplicados. Dessa forma, 267 estudos foram avaliados com base no titulo e
resumo, sendo que apenas 20 registros seguiram para fase 2 de selecdo. Desses, 6 estudos eram
resumo de congresso. Por conseguinte, apenas 14 artigos foram avaliados na fase 2 de selecéo
(leitura de texto completo). 7 estudos satisfizeram os critérios de elegibilidade e foram incluidos

na presente revisao.

Caracterizacao dos estudos e da amostra

Sete estudos de coortes foram incluidos nesta reviséo (tabela 1). Foram publicados
entre 2011 e 2022, sendo provenientes da China (3), Taiwan (1), india (1), Paquistdo (1) e
Espanha (1). Em relacdo a amostra (tabela 2), 900 casos de CCEO foram analisados. Esses
pacientes apresentavam uma idade média de 54,63 anos, cuja maioria era do sexo masculino

(66,33%). Foram acompanhados por um tempo médio de 60,94 meses, e muitos pacientes
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apresentavam historico de tabagismo (55,22%). A localizacdo mais afetada foi lingua (72,7%),
sendo que a maior parte das lesdes eram moderadamente diferenciada (53,92%). Esses tumores
foram classificados principalmente como T1 e T2 (70,89%), e a maioria dos pacientes ndo
apresentavam envolvimento linfonodal (70,25%). Por conseguinte, esses pacientes foram mais
frequentemente diagnosticados em estagios iniciais (54,08%). Em relacdo a expressdo de
SOX2, a maior parte dos casos foi classificada como apresentando expressdo aumentada
(56,01%).

Risco de viés
No geral, os estudos apresentaram baixo risco de viés. Destaca-se que as perguntas
que apresentaram maior percentual de risco de viés foram aquelas sobre fatores de confuséo e

sobre o follow up (figura 2).

Resultados individuais dos estudos

Adnan et al. (2022) investigaram por imunoistoquimica a expressdo de SOX2 em
100 pacientes com CCEO. Em analise univariada, ndo se observou associacdo com significancia
estatistica entre SOX2 e OS [HR=1,247 (IC de 95%: 0,668-2,325), p=0,321], nem com DFS
[HR=1,36 (IC de 95%: 0,79-2,35), p=0,265].

De Vicente et al. (2019) ja observaram resultados com significancia estatistica. Os
pesquisadores investigaram a expressdo nuclear de SOX2, via analise imunoistoquimica, em
125 casos de CCEO. O estudo evidenciou que o aumento da expressdo de SOX2 se associou
com uma melhor OS [HR=0,59 (IC de 95%: 0,33-1,05), p=0,07].

Huang et al. (2014), Fu et al. (2016) e Pradhan et al. (2019) obtiveram resultados
semelhantes aos De Vicente et al. (2019). Huang et al. (2014) investigaram a imunoexpressao
de SOX2 em 66 casos de CCEO de lingua e demonstraram que 0 aumento da expressao desse
biomarcador é preditor independente para melhor OS [HR por analise univariada = 0,68 (IC de
95%: 0,46-1,01), p=0,056; HR por analise multivariada = 0,55 (IC de 95%: 0,36-0,84),
p=0,005]. Fu et al. (2016), avaliando 436 pacientes com CCEO, evidenciaram que niveis mais
elevados da expressdo de SOX2 estdo associados a uma melhor DSS [HR por analise
univariada= 0,55 (IC de 95%: 0,41-0,73), p=0,02; HR por analise multivariada= HR: 0,63 (IC
de 95%: 0,47-0,84), p=0,002]. E Pradhan et al. (2019), apesar de avaliar 60 casos de CCEO,
inclui apenas 30 casos nas analises de sobrevida, mostrando que niveis reduzidos de SOX2 se
associaram com uma pior DFS (IC de 95%: 10,627-27,149; p=0,043).
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Por outro lado, Du et al. (2011) mostraram que alta expressdo de SOX2 é preditor
independente para pior OS [HR=2,94 (IC de 95%: 1,10-7,89), p=0,32], DSS [HR=3,25 (IC de
95%: 1,09-9,71), p=0,035] e DFS [HR=4,04 (IC de 95%: 1,378-11,85), p=0,011]. O estudo
avaliou 82 casos de CCEO.

Achados semelhantes foram obtidos por Liu et al. (2018). Estes investigaram a
expressao de SOX2 em 61 amostras de CCEO, utilizando imunoistoquimica. Os pesquisadores
mostraram existir associa¢cdo com significancia estatistica entre a expressdo de SOX2 e a
sobrevida de pacientes com CCEO. O aumento da expressdo desse marcador prediz de forma
independente pior OS [HR por anélise univariada= 3,98 (IC de 95%: 1,36-11,58), p=0,011; HR
por analise multivariada: 3,37 (IC de 95%: 1,10-10,29), p=0,033].

Sintese dos resultados
Sobrevida global

Foram incluidos 3 estudos com 227 pacientes na metanalise com dados
provenientes de analise univariada (figura 3 A) e 3 estudos com 209 pacientes na analise
multivariada (figura 3 B). N&o se observou associa¢do com significancia estatistica entre a
expressao de SOX2 e sobrevida global (p=0,53 e 0,44), sendo que os dados se mostraram
bastante heterogéneos (12 = 81% e 87%; p<0,01). Devido ao niimero reduzido de estudos, nio

foi possivel investigar a heterogeneidade estatistica, nem avaliar o viés de publicacéo.

Sobrevida especifica da doenca

Foram incluidos dois estudos com 561 pacientes na metanalise com dados
provenientes de analise univariada (figura 3 C). Observou-se existir associacdo entre SOX2 e
sobrevida especifica da doenca (p<0,01). Alta expressdao de SOX2 se associou com melhor
sobrevida, com resultado homogéneo (12 = 0%; p=0,83). No entanto, na analise multivariada (2
estudos com 518 pacientes, figura 3 D) ndo se observou tal associacdo (p=0,74), evidenciando
heterogeneidade no resultado (1> = 88%; p<0,01). Ndo se investigou as causas da
heterogeneidade, nem viés de publicacdo devido ao numero reduzido de estudos que entraram

nas metanalises.

Sobrevida livre da doenca
S6 foi possivel agrupar os dados provenientes de analise univariada (2 estudos com

130 pacientes, figura 3 E). N&o se observou associa¢do com significancia estatistica entre SOX2
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e sobrevida livre de doenca (p=0,42), com resultado bastante heterogéneo (12 = 99%; p<0,01).
Devido ao limitado numero de estudos, ndo foi possivel investigar as causas da
heterogeneidade, nem o vies de publicacdo. Em relacdo a analise multivariada, apenas um
estudo apresentou tal informagéo (Du et al., 2011), mostrando uma associagéo significativa
entre alta expressao e pior sobrevida (p=0,011).

Certeza da evidéncia
Os trés desfechos apresentaram avaliacdo da certeza da evidéncia muito baixa.
Contribui para essa avaliacdo a presenga de heterogeneidade estatistica, a imprecisdo dos

achados e ainda a suspeita de viés de publicacéo (tabela 3).

DISCUSSAO

A expressao anormal de fatores genéticos se tornou uma preocupagao crescente na
terapia do cancer (Alves et al., 2021; Xiao et al., 2022; Badwelan et al., 2023). Os marcadores
de CSCs sdo considerados importantes sinalizadores a serem explorados devido ao seu
potencial progndstico e a capacidade de iniciar e manter o processo da carcinogénese (Hou et
al., 2020; Gunduz et al., 2021; Orrapin et al., 2022; Xiao et al., 2022). Nessa perspectiva, 0
papel da SOX2 vem sendo muito discutido, visto que ela € considerada importante para
manutencdo da autorrenovacdo das CSCs, atuando como um ativador transcricional, sendo
essencial na regulacédo de genes, embriogénese e pluripoténcia celular (Orrapin et al., 2022).

A proteina SOX2 foi conhecida inicialmente pela regulacdo a autorrenovacao de
células-tronco embrionérias, apresentando-se como um fator de transcricdo para o
estabelecimento de células-tronco pluripotentes induzidas (Liu et al., 2013). Devido a
implicacdo da proteina SOX2 em importantes mecanismos celulares, foi demonstrado que ela
sofre expressdo anormal em varias doencas, especialmente no cancer (Mirzaei et al., 2022).
Desse modo, ha um entendimento que SOX2 atua agindo como uma oncoproteina, regulando a
fisiologia do cancer através da promogao de vias de sinalizagdo, como WNT/ B-Catenina, via
PIBK/AKT e STAT3 (Shonibare et al., 2022; Venugopal et al., 2023). A expressao aumentada
de SOX2 em pacientes com cancer evidencia resultados progndsticos diferentes dependendo do
local de acometimento, por exemplo, para tumores cerebrais, toracicos, ginecolégicos, mama e

uroldgico, a superexpressao medeia a progressao do tumor, as metastases linfonodais e a baixa
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taxa de sobrevida (Mollaoglu et al., 2018; Aldape et al., 2019; Qin et al., 2020; Robinson et al.,
2021; Mirzaei et al., 2022).

Alguns estudos observam que uma superexpressao de SOX2 esta correlacionada a
melhor progndstico e aumento da taxa de sobrevida (Fu et al., 2016; De Vicente et al., 2019),
entretanto, também é observado uma regulacdo positiva de SOX2 na resisténcia a terapia,
favorece metastases e progressdo das células cancerigenas, estando associada ao mau
prognostico e diminuicdo da sobrevida global dos pacientes (Du et al., 2011; Chaudhury et al.,
2023). Por sua vez, no CCEO os niveis de expressdo da proteina SOX2, evidencia resultados
controversos, o que sugere um papel dual dessa via nas neoplasias de cabeca e pescoco (Fu et
al., 2016; De Vicente et al., 2019). Esses diferentes papeis para SOX2 envolvem complicadas
redes de regulacdo que consistem em microRNAS, quinases e moléculas de sinaliza¢do. Embora
o0s niveis de SOX2 sejam modulados transcricionalmente e translacionalmente, a modificacédo
pos-translacional também é importante para as varias fun¢des do SOX2 (Liu et al., 2013).

Na presente revisdao sistematica, ndo se observou associa¢do entre expressdo de
SOX2 e sobrevida no CCEO na maioria das analises. Esses achados foram divergentes de uma
meta-analise recente que investigou o papel prognostico de SOX2 em pacientes com tumores
solidos. Esse estudo mostrou que a alta expressao de SOX2 esta associada com pior prognostico
em pacientes com tumores solidos (Wang et al., 2020). Destaca-se, que 0s achados podem ter
sido diferentes principalmente pelo fato desse estudo ter considerado além da cavidade oral,
outras localizacdes nas analises.

Resultados semelhantes aos nossos, foram apresentados por uma revisao que
investigou o papel progndstico desse marcador no cancer de cabega e pescoco. O estudo mostra
ndo existir associacdo com significancia estatistica entre a expressdo reduzida de SOX2 e
sobrevida global [HR = 1,30 (0,88 — 1,91); p = 0,18], nem com sobrevida livre da doenca [HR
=1,39 (1.00 - 1,93]; p = 0,05)] (Li et al., 2020). Esses dados se mostraram congruentes com 0s
achados da presente pesquisa provavelmente devido existir alguns estudos incluidos na presente
revisao que também foram considerados naquele estudo.

E importante destacar que apesar da SOX2 estar relacionada com desfechos
desfavoraveis em varios tipos de cancer (Wang et al., 2020), estudos tém mostrado que este
fator de transcricdo pode desempenhar um efeito antitumoral através da regulagdo de genes
supressores de tumor em tecidos e condigdes especificas (Wang et al., 2020). Adicionalmente,
pesquisas evidenciam que a expressdo de SOX2 em estagios avancados do tumor pode

interferir na plasticidade das células tumorais e na ativacdo da transicdo mesenquimal pela
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estabilizacdo do fendtipo epitelial (Thierauf et al., 2017). Esses mecanismos podem justificar o
fato da alta expressdo de SOX2 ter se associado a uma melhor sobrevida especifica da doenca
na meta-analise com dados provenientes de analise univariada.

Ademais, em outros tipos de canceres, como melanoma e cancer de pulméo, j& vem
sendo investigado o papel da plasticidade dos tumores, impulsionado por uma rede de fatores
de transicao epitelial para mesenquimal mediado por proteinas como a SOX2, que interagem
com reguladores epigenéticos, sendo proposta para explicar a rapida adaptacao das células do
cancer ao tratamento (Tang et al., 2020; Guo et al., 2023). Dentro desse contexto é de extrema
importancia definir a rede de reguladores epigenéticos que cooperam com os fatores de
transicdo epitelial para mesenquimal no cancer de forma geral e também no CCEO, para
impulsionar a remodelacdo do epigenoma e a rapida troca de fenotipo das células cancerigenas,
a fim de identificar epidrogas relevantes (Nieto et al., 2016; Arozarena et al., 2019).

Nesta revisdo, a certeza da evidéncia foi classificada como muito baixa para os trés
desfechos. Um dos motivos para tal classificagdo foi o fato dos estudos terem se mostrados
heterogéneos entre si. Entraram nas analises pesquisas provenientes de diferentes paises,
apresentando amostras diferentes, com caracteristicas sociodemograficas e clinicas diferentes.
Vale destacar que apesar de todos os estudos incluidos terem utilizado imunoistoquimica, a
execucao variou entre os estudos, principalmente em relacdo a diluicdo do anticorpo e na
avaliacdo da imunomarcacdo. Outro fator que levou ao rebaixamento da evidéncia foi a
imprecisdo dos achados. Ressalta-se que um ndmero reduzido de estudos entrou nas analises, 0
que levou a suspeitar de viés de publicacdo. Dessa forma, esses fatores contribuiram para que
0s resultados fossem considerados como tendo baixa evidéncia.

E importante destacar que o presente trabalho apresenta algumas limitacdes.
Primeiramente, a técnica de imunoistoquimica e a avaliacdo da imunomarcacao variaram entre
os estudos, podendo comprometer a dicotomizacdo entre pacientes com baixa expressao e
aqueles com alta expressdo de SOX2. Outro problema a reportar, foi 0 nimero reduzido de
estudos incluidos e um numero menor ainda de pesquisas que realizaram analise multivariada,
levando a achados incertos. Destaca-se que alguns artigos foram excluidos devido a auséncia
de dados de HR. Tais trabalhos poderiam ter contribuido para resultados mais promissores. Por
ultimo, alguns estudos nao deixam claro a direcdo da associagédo, 0 que nos levou a comparar
com os dados apresentados em curvas de Kaplan-Meier para uma maior certeza na coleta de

dados.
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Por conseguinte, como o0s achados se mostram incertos, novos estudos séo
necessarios. Esses novos trabalhos devem idealmente: ter delineamento prospectivo; padronizar
a técnica de imunoistoquimica e avaliacdo da imunomarcacao; investigar o papel de fatores de
confusdo ajustando os resultados com analises multivariadas; apresentar dados de HR e
intervalo de confianca; e deixar claro a direcdo da associacdo. Em adicao, sera necessaria uma

atualizacao da presente revisdo.
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Figura 1 — Identificagdo e selecdo dos estudos (Fonte: Proprio autor).
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Figura 2 — Resultados da avaliacdo de risco de viés (Fonte: Proprio autor).
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Figura 3 — Associacéo entre expressao de SOX 2 e sobrevida no CCEO.
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Quadro 1 - Lista de verificacdo de avaliagdo critica do JBI para estudos de coorte.

Item Questdo

1 | Osdois grupos eram semelhantes e recrutados a partir da mesma populagéo?

2 | Aexposicdo foi medida de forma semelhante para designar as pessoas a grupos expostos e ndo
expostos?

3 A exposi¢do foi medida de forma valida e confiavel?

4 Foram identificados fatores de confuséo?

5 Foram estabelecidas estratégias para lidar com fatores de confuséo?

6 Os grupos / participantes estavam livres do desfecho no inicio do estudo (ou no momento da
exposicao)?

7 Os resultados foram medidos de forma vélida e confiavel?

8 O tempo de follow up foi relatado e suficiente para que os resultados ocorressem?

9 O follow up foi completo e, em caso negativo, as razdes para a perda de acompanhamento foram
descritas e exploradas?

10 | Foram utilizadas estratégias para abordar o follow up incompleto?

11 | Foi usada andlise estatistica apropriada?




Quadro 2 — Classificacdo do risco de viés.

Sim (%) Classificacao
<50 Alto risco de viés
50-70 Moderado risco de viés

>70

Baixo risco de viés
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Tabela 1 — Resumo das caracteristicas descritivas dos estudos incluidos.

Autor  Ano  Pais continente amostra Método Ponto de corte Desfechos
Adnan et ) Negativo para < 10% de
al.,, 2022 2022 Paquistdo  Asia 100 IHQ células positivas OS; DFS
De Vicente Negativo para < 10% de
etal., 2019 2019 Espanha  Europa 125 IHQ células positivas DSS
Duetal., ) Baixo = fraca marcacéo e OS; DFS;
2011 2011 China Asia 82 IHQ <5% de células positivas DSS
Fuetal., )
2016 2015 Taiwan Asia 436 IHQ Baixo = escore <1 DSS
Huang et i
al.,, 2014 2014 China Asia 66 IHQ Baixo = escore (0-1) 0S
Liuetal.,
2018 2018 China Asia 61 IHQ Baixo = escore <4 0S
Pradhan et i )
al.,, 2019 2019 India Asia 30* IHQ Baixo = escore (0-1) DFS

*Apesar de uma amostra de 60 pacientes, apenas 30 pacientes foram incluidos nas analises de sobrevida; IHQ,
imuno-histoquimica; OS, sobrevida global; DFS, sobrevida livre da doencga; DSS, sobrevida especifica da doenca.



Tabela 2 — Metanalises das caracteristicas sociodemograficas e clinicas.

Caracteristicas Medida 95% de IC Heterogeneidade
agrupada
12 (%) P

Idade (anos) 54,63* 51,02-58,23 91 <0,01
Sexo

Masculino (%) 66,33 54,41-78,25 96 <0,01

Feminino (%) 33,67 21,75-45,59 96 <0,01
Tabagismo (%) 55,22 35,26-75,19 93 <0,01
Follow-up (meses) 60,94* 52,15-69,73 92 <0,01
Localizagao

lingua (%) 72,7 48,03-97,37 99 <0,01

Outras 27,3 2,63-51,97 99 <0,01

Diferenciagédo do tumor

Bem (%) 42,03 28,28-55,78 9%  <0,01
Moderadamente (%) 53,92 38,44-69,4 96 <0,01
Pobremente (%) 5,24 3,54-6,93 0 0,43

Tamanho do tumor

TleT2 (%) 70,89 65,83-75,95 59 0,03

T3eT4 (%) 28,7 23,46-33,94 62 0,02
Envolvimento linfonodal

NO (%) 70,25 61,18-79,32 82 <0,01

N+ (%) 29,75 20,68-38,82 82 <0,01
Estégio clinico

Estagios iniciais (%) 54,08 45,39-62,76 84 <0,01

Estagios avancados (%) 45,92 37,24-54,61 84 <0,01
Expressdo de SOX2

Reduzida (%) 43,62 36,88-50,36 71 <0,01

Aumentada (%) 56,01 48,58-63,44 76 <0,01

Legenda: *Média; IC, intervalo de confianca.



Tabela 3 — Avaliacdo da certeza da evidéncia.
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Desfecho  Risco  Inconsisténcia Evidéncia  Imprecisdo Viés de Certeza
de viés indireta publicacéo
(OR) Né&o Muito grave?  N&o grave  Muito grave®  Altamente® 1010]@)
grave suspeito Muito baixa
DSS Né&o Muito grave?  N&o grave  Muito grave®  Altamente® o000
grave suspeito Muito baixa
DFS Grave!  Muito grave?*  N&ograve  Muito grave®  Altamente® OO0
suspeito Muito baixa

a, Alta heterogeneidade; b, amplo intervalo de confianca e medidas de efeito em direcBes contrarias; ¢, nimero

reduzido de estudos; d, a maioria dos estudos apresentaram risco de viés moderado; OS, sobrevida global; DSS,

sobrevida especifica da doenca; DFS, sobrevida livre da doenga.



APENDICE A - ESTRATEGIAS DE BUSCAS UTILIZADAS NAS DIFERENTES

BASES DE DADOS.

PubMed

("Survival"[Mesh] OR "Survival" OR "disease-free survival" OR "overall survival"
OR "hazard ratio" OR "cancer-specific survival" OR "disease-specific survival" OR
"recurrence-free survival" OR "Prognosis"[Mesh] OR "Prognosis" OR "Prognoses"
OR "Prognostic Factors" OR "Prognostic Factor") AND ("Mouth Neoplasms"[Mesh]
OR "Mouth Neoplasm™" OR "Oral Neoplasm" OR "Oral Neoplasms" OR "Cancer of
Mouth™ OR "Mouth Cancers" OR "Oral Cancer" OR "Oral Cancers" OR "Cancer of
the Mouth™ OR "Mouth Cancer" OR "Oral Squamous Cell Carcinoma" OR "Oral
Tongue Squamous Cell Carcinoma" OR "Oral Cavity Squamous Cell Carcinoma" OR
"Squamous Cell Carcinoma of the Mouth") AND ("SRY -related HMG-box Gene 2"
OR "SOX2" OR "SOX2 protein, human" [Supplementary Concept] OR "SRY-box 2"
OR "sex determining region Y-box 2" OR "sex-determining region Y" OR "SRY box-
2" OR "Sex determine region Y box 2" OR "SRY-Related HMG-Box Gene 2" OR
"SRY box-2" OR "SOX-2")

LIVIVO

("Survival" OR "disease-free survival" OR "overall survival" OR "hazard ratio" OR
"cancer-specific survival' OR "disease-specific survival® OR "recurrence-free
survival" OR "Prognosis" OR "Prognoses” OR "Prognostic Factors" OR "Prognostic
Factor") AND ("Mouth Neoplasm™ OR "Oral Neoplasm" OR "Oral Neoplasms" OR
"Cancer of Mouth" OR "Mouth Cancers” OR "Oral Cancer” OR "Oral Cancers” OR
"Cancer of the Mouth” OR "Mouth Cancer” OR "Oral Squamous Cell Carcinoma” OR
"Oral Tongue Squamous Cell Carcinoma” OR "Oral Cavity Squamous Cell
Carcinoma" OR "Squamous Cell Carcinoma of the Mouth"™) AND ("SRY -related
HMG-box Gene 2" OR "SOX2" OR "SRY-box 2" OR "sex determining region Y -box
2" OR "sex-determining region Y" OR "SRY box-2" OR "Sex determine region Y box
2" OR "SRY-Related HMG-Box Gene 2" OR "SRY box-2" OR "SOX-2")

Scopus

TITLE-ABS-KEY ( "Survival® OR "disease-free survival” OR "overall survival"
OR "hazard ratio” OR "cancer-specific survival' OR "disease-specific survival"
OR "recurrence-free survival" OR "Prognosis" OR "Prognoses" OR "Prognostic
Factors" OR "Prognostic Factor" ) AND TITLE-ABS-KEY ( "Mouth Neoplasm"
OR "Oral Neoplasm" OR "Oral Neoplasms" OR "Cancer of Mouth” OR "Mouth
Cancers" OR "Oral Cancer" OR "Oral Cancers" OR "Cancer of the Mouth" OR
"Mouth Cancer" OR "Oral Squamous Cell Carcinoma" OR "Oral Tongue Squamous
Cell Carcinoma" OR "Oral Cavity Squamous Cell Carcinoma" OR "Squamous Cell
Carcinoma of the Mouth”) AND TITLE-ABS-KEY ( "SRY -related HMG-box Gene
2" OR "SOX2" OR "SRY-box 2" OR "sex determining region Y-box 2" OR "sex-
determining region Y" OR "SRY box-2" OR "Sex determine region Y box 2" OR
"SRY-Related HMG-Box Gene 2" OR "SRY box-2" OR "SOX-2")
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Embase

#1 ('survival/exp OR ‘'survival' OR ‘'disease-free survival/exp OR 'disease-free
survival' OR 'overall survival/exp OR ‘overall survival' OR ‘hazard ratio/exp OR
‘hazard ratio' OR ‘cancer-specific survival'/exp OR ‘cancer-specific survival' OR
'disease-specific survival/exp OR 'disease-specific survival' OR 'recurrence-free
survival'/exp OR ‘recurrence-free survival' OR ‘prognosis’/exp OR 'prognosis’ OR
‘prognoses’ OR 'prognostic factors' OR 'prognostic factor'/exp OR 'prognostic factor’)

#2 ('mouth neoplasm'/exp OR 'mouth neoplasm' OR ‘oral neoplasm' OR ‘oral
neoplasms' OR 'cancer of mouth' OR 'mouth cancers' OR ‘'oral cancer'/exp OR ‘'oral
cancer' OR 'oral cancers' OR 'cancer of the mouth' OR 'mouth cancer'/exp OR 'mouth
cancer' OR ‘oral squamous cell carcinoma'/exp OR 'oral squamous cell carcinoma' OR
‘oral tongue squamous cell carcinoma'/exp OR ‘oral tongue squamous cell carcinoma’
OR ‘oral cavity squamous cell carcinoma'/exp OR ‘oral cavity squamous cell
carcinoma’ OR 'squamous cell carcinoma of the mouth’)

#3 ('sox2' OR 'sry-box 2' OR 'sex determining region y-box 2' OR 'sex-determining
region y' OR 'sex determine region y box 2' OR 'sry-related hmg-box gene 2' OR 'sry
box-2' OR 'sox-2")

#1 AND #2 AND #3

Web of Science

"Survival" OR "disease-free survival" OR "overall survival" OR "hazard ratio" OR
"cancer-specific survival' OR "disease-specific survival® OR "recurrence-free
survival" OR "Prognosis" OR "Prognoses” OR "Prognostic Factors" OR "Prognostic
Factor" (Todos os campos) AND "Mouth Neoplasm™ OR "Oral Neoplasm™" OR "Oral
Neoplasms" OR "Cancer of Mouth” OR "Mouth Cancers" OR "Oral Cancer" OR "Oral
Cancers" OR "Cancer of the Mouth" OR "Mouth Cancer" OR "Oral Squamous Cell
Carcinoma” OR "Oral Tongue Squamous Cell Carcinoma” OR "Oral Cavity
Squamous Cell Carcinoma™ OR "Squamous Cell Carcinoma of the Mouth” (Todos os
campos) AND "SRY-related HMG-box Gene 2" OR "SOX2" OR "SRY-box 2" OR
"sex determining region Y-box 2" OR "sex-determining region Y" OR "SRY box-2"
OR "Sex determine region Y box 2" OR "SRY-Related HMG-Box Gene 2" OR "SRY
box-2" OR "SOX-2" (Todos 0s campos)

Google Scholar

Com todas as palavras: Survival,
Com a frase exata: Oral Squamous Cell Carcinoma;

com no minimo uma das palavras: SOX2, SOX-2.




APENDICE B - ESTUDOS EXCLUIDOS NA FASE 2 DE SELECAO

Estudo Motivo da excluséo
Ghazaghi et al., 2021 1
Attramadal et al., 2015
Chung et al., 2018
Pedregal-Mallo et al., 2020
Avincsal et al., 2017
Jiang et al., 2022
Michifuri et al., 2012

A NN DN B

1) Néo reporta HR; 2) outra localiza¢do; 3) publicado em chinés; 4) investigou outros desfechos
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4 CONCLUSAO GERAL

O corpo de conhecimento em torno da plasticidade das CSCs e seu papel
na fisiopatologia do cancer estd se expandindo rapidamente. Nessa perspectiva 0 presente
estudo avaliou a expressao da proteina SOX2 no prognostico e sobrevida no CCEO, na tentativa
de identificar biomarcadores da carcinogénese oral. Foi evidenciado que a via de sinalizacdo
SOX2 possui um papel dual, visto que a mesma pode apresentar efeitos tanto protumorais
quanto antitumorais, dependendo do contexto e interacdo com outras vias de sinaliza¢do. Além
disso, ndo foi possivel elucidar o verdadeiro papel da expressdo de SOX2 na sobrevida do
CCEO.

Destarte, mais pesquisas Sd0 necessarias para elucidar completamente o0s
mecanismos de ac¢do envolvidos nessa via de sinalizacdo e o seu potencial terapéutico. Ademais,
estudos prospectivos usando técnicas de interpretacdo imunoistoquimica padronizadas e analise
combinada para possiveis fatores de confuséo ajudariam a fortalecer as evidéncias atuais.
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