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RESUMO

Almeida VS. Lesbes percursoras do cancer oral e da orofaringe. Séo
Paulo; 2013. [Dissertacédo de Mestrado-Fundacéo Antdnio Prudente].

O comportamento biolégico das lesGes orais e de orofaringe e 0 seu
potencial para sofrerem transformac¢do maligna € pouco conhecido. H& um
namero muito limitado de estudos que buscam a identificacdo de
marcadores moleculares de avaliacdo de risco de progressao tumoral. Neste
estudo foram selecionadas 39 amostras de lesGes orais ndo malignas das
quais 30 foram analisadas para a expressao génica global (4x44K, Agilent
Technologies). Um total de 12 casos de amostras pareadas de leucoplasias
e tecido normal contralateral foram avaliados para a expressdo global de
microRNAs (8x60K, Agilent Human miRNA Microarray), seis delas foram
também avaliadas para a expressao de transcritos na busca de marcadores
de leucoplasias. Em adi¢céo, foram realizadas meta-analises utilizando dados
da literatura para selecionar candidatos para serem confirmados por RT-
gPCR. A analise de agrupamento hierarquico nédo supervisionado dos 30
casos de lesbes orais analisados revelou 208 genes com expressao
aumentada e 1.914 com expressdo diminuida. Nao foram observados
grupos separando as leucopasias das demais lesdes. A analise exclusiva
das leucoplasias (16 casos) revelou 5.364 genes com expressao diminuida e
2.673 genes com expressdo aumentada. A comparacdo destes casos
quanto ao habito tabagista e etilista mostrou diferencas significativas na
expressdo dos transcritos. Utilizando o software BRB arrays tools e Gene
Spring GX foram obtidos 13 miRNAs com expressdo diminuida nas
leucoplasias. Seis deles foram selecionados (FDR <0,08) para a analise in
silico (TargetScan) sendo identificados 1.688 genes alvos candidatos para
serem regulados por esses miRNAs. A analise integrada entre a expressao
de transcritos e miRNAs revelou 131 genes com expressao aumentada

regulados pelos seis miRNAs com expressdo diminuida (hsa-miR-191, hsa-



miR-940, hsa-miR-1228, hsa-miR-1234, hsa-miR-1238 e hsa-miR-4313). A
meta-analise mostrou concordancia com 71 genes e dois mMIRNAS
diferencialmente expressos. Trés miRNAs (hsa-miR-191, hsa-miR-1228 e o
hsa-miR-4313) e sete genes (CARD8, CASP10, ZNF784, MADCAML1,
MADD, TERT e SOX4) foram selecionados para confirmacdo dos achados.
Foi observado aumento significativo da expressao dos transcritos MADD (p
= 0,042) e ZNF784 (p = 0,009) confirmando os resultados obtidos na anélise
de expressédo global dos transcritos. Os demais genes e miRNAs avaliados
nao apresentaram resultados significativos embora a maioria mantivesse o
sentido esperado da expressao quando comparados com o tecido normal
contralateral. Neste estudo, foram detectados potenciais marcadores
moleculares em leucoplasias, porém devido ao numero limitado de casos,
alguns transcritos e miRNAs n&o foram confirmados, o que reforca a

continuidade destas analises.



SUMMARY

Almeida VS. [Precursor lesions of oral and oropharyngeal cancer]. Séao
Paulo, 2013. [Dissertacédo de Mestrado-Fundacéo Antdnio Prudente].

The biological behavior of oral and oropharyngeal lesions and their potential
to become malignant it is not well known. There is a very limited number of
studies searching for molecular markers that are related to tumor progression
risk. In this study, 39 benign oral lesions were selected and global gene
expression analysis was performed in 30 of them (4x44K, Agilent
Technologies). Paired leukoplakia and normal contralateral tissue from 12
cases were evaluated for microRNA expression analysis (8x60K, Agilent
Human miRNA Microarray), six of which were also evaluated for transcripts
expression. In addition, meta-analysis was performed aiming to select
candidates to be confirmed by RT-gPCR. The unsupervised hierarchical
clustering analysis in 30 oral lesions revealed 208 overexpressed and 1,914
downexpressed genes. It is not detected clusters according to the
histopathological analysis. The same analysis using leukoplakia samples (16)
revealed 2,673 overexpressed and 5,364 downexpressed genes. Significant
differences in gene expression profile were observed according to smoking
and alcohol intake. From the 24 samples analyzed for microRNA expression,
seven were excluded due to poor quality. miRNA analysis was performed
using BRB arrays tools and Gene Spring GX software and revealed 13
downexpressed miRNAs. Six of them were selected (FDR <0.08) for the in
silico analysis (TargetScan), identifying 1,688 putative target genes regulated
by these miRNAs. Integrative transcripts and miRNA expression analysis
revealed 131 overexpressed genes regulated by those six downexpressed
MiRNAs (hsa-miR-191, hsa-miR-940, hsa-miR-1228, hsa-miR-1234, hsa-
miR-1238 e hsa-miR-4313). The meta-analysis of two large-scale transcripts
and two miRNA expression studies showed agreement of 71 genes and two

MiRNAs differentially expressed, respectively. Three miRNAs (hsa-miR-191,



hsa-miR-1228 e o hsa-miR-4313) and seven genes (CARDS8, CASP10,
ZNF784, MADCAM1, MADD, TERT e SOX4) were selected for data
confirmation. Significant overexpression of MADD (p = 0.042) and ZNF784 (p
= 0.009) were detected confirming the results obtained in the global transcript
expression analysis. The other genes and miRNAs evaluated showed no
significant differences in comparison with matched normal tissue although
they maintained the expected expression direction. In this study, potential
molecular markers were described in oral leukoplakia, however due to the
limited number of cases evaluated, some transcripts and miRNAs have not
been confirmed, which reinforces the need for new collections and the

continuity of this investigation.
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1  INTRODUCAO

1.1 CANCERES DE CAVIDADE ORAL E DE OROFARINGE (CCO)

Os céanceres de cavidade oral e de orofaringe (CCO) sé&o as
neoplasias malignas mais comuns da cabeca e pescoco. Apesar da
localizacdo privilegiada, sendo possivel a prevencdo primaria e a
higienizagéo diaria, os tumores de boca e orofaringe geralmente ndo séo
diagnosticados em sua fase inicial de crescimento (CASTRO JUNIOR et al.
2008). Aproximadamente 73% dos pacientes com cancer de cavidade oral
sdo diagnosticados em estagios avancados, o que implica em uma reducéo
na sobrevida dos pacientes (CASTRO JUNIOR et al. 2008; HOLMES et al.
2010).

O CCO é o sexto cancer em incidéncia no mundo e o quinto na
populacdo brasileira (WARNAKULASURIYA 2009). A estimativa anual do
carcinoma oral € de 275 mil casos e de 130 mil casos para o cancer de
orofaringe e laringofaringe (WARNAKULASURIYA 2009). Na populagéo
brasileira, foram estimados para 2013, 41.380 mil casos novos de cancer
oral e 7.890 mil mortes pela doenca (Ministério da Saude 2011).

Os principais fatores de risco para CCO sao o uso de tabaco, o
consumo de &lcool e o uso de betel, comum no sul da Asia.
Aproximadamente 80% do risco de desenvolver cancer oral sdo atribuidos

ao uso de tabaco e alcool, sendo ativos tanto separadamente quanto em



sinergismo. Outro fator de risco € a infeccéo pelo virus do papiloma humano
(HPV), principalmente em jovens. Estima-se uma incidéncia de 25% de
infeccdo pelo HPV nos tumores de cabeca e pescoco e de 50 a 60%
considerando apenas canceres de orofaringe (JOO et al. 2011; TROTTA et
al. 2011). Entretanto, aproximadamente 25% dos casos de CCO néao estéo
expostos aos fatores de risco conhecidos, formando um subgrupo de
tumores de etiologia desconhecida (WARNAKULASURIYA 2009).
Evidéncias em literatura apontam um modelo de progressédo tumoral
em carcinomas de cavidade oral. A primeira etapa ocorreria a partir de um
precursor inicial, conhecido como lesdes pré-cancerosas ou pré-malignas,
com subsequente desenvolvimento para carcinomas de células escamosas
(CCE) (REIBEL 2003; LIU et al. 2012). Entretanto, ndo se sabe exatamente
se 0os CCOs evoluem a partir de lesBes precursoras ou de células normais
da mucosa oral (REIBEL 2003; TROTTA et al. 2011) (Figura 1). Acredita-se
que a evolucdo tumoral ocorra pelo acumulo de alteragBes genéticas,
iniciando-se por mutagdes em genes criticos, por exemplo TP53, permitindo
0 aparecimento de hiperplasias e/ou displasias de variados graus, podendo
progredir para um carcinoma invasivo (ARGIRIS et al. 2008). Essa evolucao
tumoral pode se dar pela expansdo de células modificadas geneticamente,
que substitui as células do epitelio da mucosa normal, podendo ser pelo
ganho de caracteristicas que levam a um crescimento celular anormal e/ou
pelo ganho de uma vantagem de crescimento sobre as células da mucosa

normal (LEEMANS et al. 2011).
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Figura 1 — Modelo de progressdo tumoral molecular descrito em

carcinomas de células escamosas de cabeca e pescoco. Os genes e as vias
moleculares envolvidas estdo indicadas no esquema. Esquema adaptado de
LEEMANS et al. (2011).

1.2 CARACTERISTICAS GERAIS DAS LESOES PRE-

CANCEROSAS E SEU POTENCIAL DE MALIGNIZACAO

O risco de transformacgéo das lesGes precursoras de cavidade oral
para os tumores malignos varia de 0,13% a 36,4%, sendo 0s principais
fatores de risco: sexo masculino (REDDI e SHAFER 2006), tempo de
persisténcia da lesdo, leucoplasia idiopéatica (surgimento espontaneo ou
desconhecido), sitio anatémico (ocorrendo principalmente na lingua e/ou no
assoalho bucal) e tamanho da lesdo maior que 200mm?2 (lesbes maiores
apresentam risco 5,4 vezes maior de transformacéo que lesdes menores).
Em pacientes ndo fumantes, os principais fatores relacionados a

transformacdo envolvem lesdo ndo homogénea, alto grau de displasia,



subtipo verrucoso e presenca de Candida albicans (CASTRO JUNIOR et al.
2008; HO et al. 2012; ARDUINO et al. 2013).

As principais lesGes precursoras ou pré-malignas que acometem a
cavidade oral correspondem as leucoplasias, eritroplasias e liquen plano.
Todas elas apresentam potencial de malignizacdo para carcinoma de células
escamosas (CCE). As lesbes pré-cancerosas Sao muitas vezes
assintomaticas, apresentando leves alteracdes na cor (vermelha, branca ou
mista) e na textura de superficies (erosao, queratose granulacdo ou fissura).
As leucoplasias sdo definidas como lesdes predominantemente brancas na
mucosa oral e sdo as lesdes pré-cancerosas mais frequentes na boca,
apresentando prevaléncia global de 0,5% a 3,4% e a taxa de transformacéao
maligna de 0,13% a 17,5%. A prevaléncia das leucoplasias aumenta com o
avanco da idade, sendo que homens mais jovens (menos que 30 anos)
apresentam prevaléncia inferior a 1%, e homens mais velhos (mais que 70
anos) apresentam uma prevaléncia de 8%, enquanto que nas mulheres com
mais de 70 anos essa taxa é de cerca de 2% (KUMAR et al. 2013).

As leucoplasias podem ser classificadas macroscopicamente como
lesbes homogéneas (lesdes planas, finas e uniformemente brancas) e nao
homogéneas (lesbes com manchas ou nodulos e leucoplasias verrucosas —
um subtipo de lesdo caracterizada por apresentacdo multifocal, resisténcia a
tratamentos e com elevada taxa de malignizacdo) (HO et al. 2012).

Histologicamente, as leucoplasias sédo distinguidas como displasicas
ou nao displasicas. Pacientes com lesdes displasicas apresentam risco

cinco vezes maior de progressao para o cancer (VAN DER WALL et al.



1997). Segundo CASTRO JUNIOR et al. (2008), os exames histopatolégicos
em leucoplasias servem para excluir outros tipos de lesdes e estabelecer o
grau da displasia epitelial. Geralmente os achados histologicos sdo de uma
lesdo intra-epitelial consistindo de hiperplasia epitelial, associada ou ndo a
hiperqueratose, acantose e processo inflamatorio, apresentando ou nao
diversos graus de displasia.

Por ndo haver muito conhecimento e a graduacdo da displasia ser
subjetiva, criou-se um sistema binario de graduacdo para reduzir a
variabilidade entre os observadores. Neste sistema lesdes de baixo risco
sao displasias leves e moderadas, e as de alto risco sao displasias severas
e carcinomas in situ, dependendo da arquitetura e das mudancas citologicas
(KUJAN et al. 2006). Segundo LIU et al. (2012), a taxa de sobrevida livre de
cancer em 5 anos para 0s pacientes que apresentavam displasia de alto
grau é de 59%, enquanto que nos pacientes com displasia de baixo grau, a
taxa de sobrevida em 5 anos é de 90,5%.

O desenvolvimento, a estabilizacdo e/ou a regressao das lesdes
ainda é dificil de predizer devido a heterogeneidade das lesdes (ARDUINO
et al. 2013). Além disso, muitas les6es ndo sao associadas aos fatores de
risco conhecidos, indicando que fatores adicionais podem estar
influenciando na transformacéo. Sabe-se que a instabilidade gendémica e o
acumulo de alteracdes genéticas ocasionadas ou ndo pela exposi¢cdo aos
fatores de risco podem preceder fenotipos displasicos. A aquisicdo de

multiplas alteracdes genéticas na regido da leséo pode levar a um processo



de transformacéo tumoral ou recidiva local apds a cirurgia (ARDUINO et al.
2013).

O conceito de “cancerizagdo de campo” foi estabelecido por
SLAUGHTER et al. (1953) baseado na observacdo de altas taxas de
recidivas locais apOs tratamentos em canceres orais e a grande
probabilidade de desenvolvimento de multiplos tumores independentes na
mucosa oral. De acordo com a revisdo de LEEMANS et al. (2011), este
termo foi reformulado, considerando-se a presenca de alteracdes genéticas
especificas associadas a carcinogénese. Atualmente, o termo cancerizacao
de campo é definido como uma ou mais areas da mucosa com células
epiteliais que possuem associacdo com alteracdes genéticas e epigenéticas
(LEEMANS et al. 2011).

A cancerizacao de campo ocorre principalmente nos queratindcitos do
tecido epitelial, os quais podem sofrer um grande numero de alteracbes
durante o0s varios estagios de transformacdo, conferindo vantagem
proliferativa sobre os queratinécitos circundantes normais (FELLER e
LEMMER 2011). Este processo se inicia em células progenitoras basais e/ou
parabasais do epitélio. Essas células adquirem alteracbes moleculares com
consequentes alteragbes funcionais em genes que mantém a estabilidade
genbmica, podendo gerar um queratindcito transformado como resultado do
acumulo destas alteracdes (FELLER e LEMMER 2011).

A clonalidade é wuma das caracteristicas do fenbémeno da
cancerizacdo de campo. Segundo a teoria da policlonalidade, multiplas

células podem sofrer alteracdes independentes e algumas células



progenitoras basais sofrem uma expansdo clonal independente gerando
células com perfis moleculares distintos e outras que podem compartilhar
algumas alteracdes, ja que estas células estdo expostas aos mesmos
carcindgenos e ao mesmo microambiente (FELLER e LEMMER 2011). Na
teoria da monoclonalidade, os eventos moleculares podem ocorrer em uma
Gnica célula progenitora com ampla expansdo lateral, ou seja, uma
populacao de células provenientes de uma célula basal transformada passa
por expansao clonal e se espalha lateralmente, resultando em queratinécitos
transformados com perfil molecular idéntico ou relacionado com o
monoclone original (FELLER e LEMMER 2011; ANGADI et al. 2012). Estes
eventos moleculares que culminam com o desenvolvimento da cancerizag¢ao
de campo podem ser espontaneos ou induzidos pelo microambiente ou
desencadeados pela exposicdo a carcindbgenos. Porém, € possivel também
que algumas células-tronco ectodérmicas estejam destinadas a se tornarem
células progenitoras transformadas (FELLER e LEMMER 2011).

Os segundos tumores primarios sao distintos geograficamente, néo
havendo relacdo com a neoplasia original, podendo ser sincroénicos ou
metacrénicos (ANGADI et al. 2012). A recorréncia tumoral pode ressurgir
apos cirurgias de resseccao total da lesdo devido a sobra de ilhas
microscoépicas distantes dos sitios cirargicos, por conter um campo pré-
condicionado do epitélio. As células tumorais presas na matriz da leséo, por
fibrinas e outros substratos do sitio cirdrgico, migram direcionadas por
guimiocinas e fatores de pré-migracao (fatores de crescimento e produtos da

degradacdo da matriz) se concentrando no local da resseccdo, podendo



assim ativar a transicao epitélio-mesénquima e resultando nas recorréncias

tumorais (ANGADI et al. 2012).

1.3 FATORES DE RISCO PARA O CCO E LESOES

PRECURSORAS

Além do consumo de &lcool e tabaco, a infeccdo pelo virus do
papiloma humano (HPV) foi associado como fator de risco para o
desenvolvimento do céncer de cabeca e pescoc¢o, especialmente em
orofaringe (TRIBIUS e HOFFMANN 2013).

O HPV pertence a familia Papilloma viridae e € composto por um
DNA em dupla fita pequeno (DE VILLIERS et al. 2004). Até o momento
foram descritos mais de 120 subtipos de HPVs associados principalmente a
infeccbes no trato genital (SHUKLA et al. 2009; SYRJANEN et al. 2011). O
HPV tem como alvo células basais proliferativas que sofreram algum tipo de
trauma e sdo expostas, possibilitando a invasao do virus. Neste processo
ocorre a interacdo das oncoproteinas virais E6 e E7 com proteinas
reguladoras do ciclo celular das células hospedeiras (p53 e Rb), estimulando
assim a proliferacdo celular (SYRJANEN et al. 2011). O grau de afinidade
das proteinas do HPV com as proteinas do hospedeiro € o que determina se
o HPV é de alto ou de baixo risco. Os chamados HPV de alto risco (HPV16,
18, 31, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 59, 66, 68, 69, 73 e 82) possuem uma alta
afinidade entre suas proteinas com as proteinas supressoras tumorais,

resultando em infec¢gbes persistentes e aumentando o risco de cancer.



Outros subtipos de HPV praticamente ndo possuem associagcdo com cancer
ou possuem um baixo potencial oncogénico, podendo estar associados a
lesbes benignas, os chamados HPV de baixo risco (HPV 6, 11, 40, 42, 43,
44, 54, 61, 70, 72, 81 e CP6108) (SHUKLA et al. 2009; SYRJANEN et al.
2011). O HPV16 é o subtipo mais comumente encontrado em carcinomas
orais e de orofaringe, sendo detectado em 16% dos CCESs, 0 que representa
70% dos casos de HPV-positivos. O subtipo HPV18 é o segundo mais
comumente detectado em carcinomas de células escamosas de cabeca e
pescoco, sendo descrito em aproximadamente 8% dos casos (SYRJANEN
et al. 2011). Em uma meta-analise em carcinomas orais, MILLER e
JOHNSTONE (2001) demonstraram que as lesdes pré-cancerosas
apresentavam uma prevaléncia do virus HPV de 2 a 3 vezes maior quando
comparados com a mucosa normal. O mesmo foi observado nos CCEs, nos
quais a probabilidade de detectar HPV foi 4,7 vezes maior. Assim como no
estudo de SYRJANEN et al. (2011), o grupo das lesBGes pré-malignas
apresentou uma forte associagdo com o HPV, incluindo leucoplasias, liquen
plano e no epitélio displasico.

KRISTOFFERSEN et al. (2012) relataram alta prevaléncia de HPV em
leucoplasias, entretanto a mucosa normal também apresentou taxas
similares do virus. Considerando-se que, em carcinomas orais, a infeccéo é
transiente, os autores sugeriram que o HPV ndo tem papel etiolégico nas
leucoplasias. Aparentemente a presenca do virus ndo é responsavel pela
transformacdo maligna no epitélio da cavidade oral. Os pacientes HPV-

positivos possuem um melhor prognostico, com uma melhor sobrevida livre
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de cancer, uma melhor taxa de cura no tratamento com radiacdo ionizante
com ou sem quimioterapia quando comparados com pacientes HPV-
negativos (KOSTARELI et al. 2012; TRIBIUS e HOFFMANN 2013).

Aproximadamente 25% dos carcinomas na orofaringe néo estao
expostos aos fatores de risco mencionados, formando um subgrupo de
tumores de etiologia desconhecida (WARNAKULASURIYA 2009). Dieta
deficiente em antioxidantes € um fator adicional para a predisposicdo ao
desenvolvimento de cancer oral, visto que o consumo de frutas e vegetais
pode reduzir o risco em até 25% do desenvolvimento da doenca
(WARNAKULASURIYA 2009). A perda de dentes, doencas periodontais,
exposicao a irradiagdes cronicas, anemia, baixo indice de massa corpoérea
(IMC), imunossupresséo e infec¢cdo por C. albicans também podem estar
associadas ao desenvolvimento de cancer de cavidade oral
(WARNAKULASURIYA 2009; CURADO e HASHIBE 2009; JABER 2010).

Diversos estudos concordam que tanto o cancer oral quanto as
leucoplasias podem ser induzidas pelo uso de tabaco (BANOCZY et al.
2001; GUMUS et al. 2008; JABER 2012; LIMA et al. 2012; SUJATHA et al.
2012). A frequéncia e a duracdo do habito de fumar possui efeito
significativo sobre o desenvolvimento de lesdes orais, pois foi observado que
quanto maior o tempo de exposicdo ao tabaco maior o numero de lesdes
observadas (SUJATHA et al. 2012).

Nos ultimos 30 anos a prevaléncia de leucoplasias variou entre 1,1%
a 11,7% nos diferentes paises, sendo que na india e Dinamarca, devido a

alta frequéncia de leucoplasias em fumantes, o habito tabagista passou a
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ser considerado a causa do aparecimento das leucoplasias orais. Na
Hungria, 80% a 100% dos pacientes com leucoplasia sdo tabagistas
(BANOCZY et al. 2001).

Lesbes com caracteristicas displasicas tem um potencial de
transformacdo maligna de aproximadamente 36% (MORSE et al. 2007). As
maiores taxas de leucoplasias displasicas em fumantes estd entre os
homens, afetando principalmente a mucosa oral e o assoalho bucal
(especialmente quando associado ao alcool) (LIMA et al. 2012). JA4 em
individuos ndo fumantes, as leucoplasias displasicas sdo mais frequentes
em mulheres, com uma maior incidéncia na lingua (JABER 2010; LIMA et al.
2012). A idade média do aparecimento de leucoplasias em fumantes € mais
baixa que em nao fumantes, tanto para o0 aparecimento de lesdes
displasicas quanto para as nao displasicas (LIMA et al. 2012).

Alguns estudos mostraram regressao ou desaparecimento de lesdes
orais com a parada do uso de tabaco (SHIU et al. 2000; BANOCZY et al.
2001; ARDUINO 2013). A taxa de diminuicao das leucoplasias varia de 43%
a 58% entre os ex-fumantes. SHIU et al. (2000) reportaram um reducao de
36% dos casos de leucoplasias em ex-fumantes (BANOCZY et al. 2001;
ARDUINO 2013).

Ainda ha muita controvérsia quanto ao papel do tabaco no risco de
desenvolvimento das leucoplasias e na progressao destas para carcinomas,
principalmente devido a presenca das lesbes em ndo tabagistas e nao

etilistas, formando um subgrupo que pode revelar outros fatores de risco,
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sendo necessarios mais estudos, que talvez revele caracteristicas clinicas
diferentes dos fumantes e dos etilistas (JABER 2010).

O alcool € um fator de risco que pode agir tanto isoladamente quanto
em sinergismo com o tabaco. Os dados sdo contraditorios em relacdo ao
consumo de alcool e o desenvolvimento de leucoplasias. Alguns autores
sugerem que o alcool é um fator de risco importante, enquanto outros
mostram uma associacdo nula, fraca ou moderada em relacdo ao
surgimento de leucoplasias (HASHIBE et al. 2000). Para MORSE et al.
(2007), o habito de consumir bebida alcodlica estd mais fortemente
associado ao céancer do que as leucoplasias displasicas. Entretanto, o
impacto do consumo do alcool na carcinogénese nao se limita somente aos
estagios finais; um histérico de etilismo pode estar associado com um maior
risco de desenvolvimento de cancer a partir de displasias, enquanto o
tabaco parece possuir um maior impacto em estagios iniciais da
carcinogénese (MORSE et al. 2007).

Os mecanismos da acao do alcool no surgimento das leucoplasias
ainda ndo estdo estabelecidos, entretanto se sabe que o produto
metabolizado do etanol, o acetaldeido, é carcinogénico (MORSE et al.
2007). Em adicdo a outros componentes como aflotoxinas, arsénico,
asbestos e benzopireno, o &lcool pode aumentar a penetracdo de
carcinébgenos na mucosa, diminuir a entrada e absorcdo de nutrientes
protetores provenientes de vegetais e frutas, e suprimir o0 sistema
imunologico, episodios que podem auxiliar no aumento de danos ao DNA

(HASHIBE et al. 2000; MORSE et al. 2007).
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1.4 DIAGNOSTICO, TRATAMENTO E PROGNOSTICO

O diagnéstico de leucoplasias ainda € muito dificil de ser realizado,
principalmente para predizer se uma lesédo tera uma evolugdo maligna ou
ndo. Um diagndstico provisorio é realizado retirando-se possiveis fatores de
risco (habito tabagista e etilista) e observando possiveis regressdes apos 2 a
4 semanas. O diagndstico pode ser feito por bidpsias, o que é essencial para
caracterizar a lesdo e descartar outras doengas da mucosa oral. A biopsia
incisional é feita em lesdes grandes, maiores que 01 (um) cm, em lesbes
multiplas ou difusas (CHAN e WOLF 2012). Uma técnica que pode reduzir
variacdes no diagnostico histopatoldégico € a analise da imagem multi-
espectral e espectroscopia trimodal no qual é possivel diagnosticar lesdes
pré-malignas e cancerosas com precisdo. Entretanto, esta € uma técnica
cara e demorada, o que limita sua utilizacdo na pratica clinica (SWINSON et
al. 2006).

Ha diversas modalidades de tratamento para as lesfGes orais,
incluindo medicamentos como retindides e antimicéticos, excisao cirargica,
criocirurgia, ablasdo a laser, eletrocauterizacdo, uso de carotenoides (B-
caroteno, licopeno), vitaminas A, C e K, fenretina, bleomicina e terapias
fotodinamicas (HOLMSTRUP et al. 2006; KUMAR et al. 2013). A mudanca
no estilo de vida também é recomendada, como mudancas no habito de
fumar e consumir alcool, e mudanca nos habitos alimentares (CASTRO
JUNIOR et al. 2008). Entre os métodos mais utilizados para o tratamento de

leucoplasias estdo as ressecg¢les cirurgicas, eletrocoagulacdo, criocirurgia,
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excisdo a laser por CO: e o0 uso de medicacgéo topica (CASTRO JUNIOR et
al. 2008). Nao ha evidéncia de que qualquer tratamento seja capaz de
prevenir o aparecimento dos CCEs em pacientes com leucoplasias, e apesar
das displasias epiteliais serem caracterizadas como lesdes pré-malignas, em
alguns casos estas lesdes acabam regredindo. Dentre as lesdes ja tratadas
cirurgicamente, a taxa de recorréncia € de 10 a 20%, e de desenvolvimento
para cancer € de 3 a 9% dos casos (GILLISON 2004; HOLMSTRUP et al.
2006).

No estudo de HOLMSTRUP et al. (2006), o tratamento cirargico de
todos os tipos de lesdes pré-malignas estudadas no trabalho ndo mostrou
ser protetor para o desenvolvimento do cancer, com resultados sugerindo
um aumento no risco de malignizacdo apos a cirurgia. Segundo 0s autores,
€ possivel que a cirurgia seja um estimulo para promover a transicdo de
leucoplasias para CCEs, ou ainda poderia haver células cancerosas fora da
area removida. Neste estudo, 55% das lesdes nao homogéneas se tornaram
homogéneas e desapareceram em 20% dos casos em que nao houve
intervencao cirdrgica. HOLMSTRUP et al. (2006) também concluiram que os
Unicos fatores significativos associados com a transformacdo maligna é o
tipo clinico e o tamanho da leséo.

Os principais fatores de risco descritos como associados com essas
lesbes sdo a idade acima de 60 anos, lesbes ndo homogéneas e
generalizadas, localizacdo na borda de lingua, tamanho maior que 200mm?2
e displasia epitelial histologicamente confirmada. Estas caracteristicas sé&o

consideradas como de pior prognostico, porém nao € possivel definir o curso
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das lesGes. Mesmo sob tratamento, as lesdes podem recorrer ou sofrer
novas transformacdes, sendo assim, é necessario tanto para lesdes de alto
risco quanto para as de baixo risco, fazer um seguimento por toda a vida.
Esses achados enfatizam a necessidade de novos tratamentos que de fato
previnam o desenvolvimento do cancer, e outros métodos para predicdo de
desenvolvimento de lesbes suscetiveis (HOLMSTRUP et al. 2006; KUMAR

et al. 2013).

1.5 CARACTERISTICAS MOLECULARES DAS LEUCOPLASIAS

A identificacdo de marcadores biolégicos tem potencial para permitir a
deteccdo de neoplasias em um estagio inicial e pode contribuir para o
desenvolvimento de novas terapias (SMEETS et al. 2009). Alguns
marcadores tem potencial para determinar o potencial das lesbes pré-
malignas evoluirem para cancer. Entre eles, encontram-se os marcadores
gendmicos que incluem alteragcbes cromossdémicas e na ploidia; mudancas
na expressao de oncogenes ou genes supressores de tumor (como por
exemplo, o aumento da expresséo do TP53, encontrado em 50% dos casos
de CCEs e em 47% de lesdes pré-malignas); marcadores de proliferacdo e
marcadores de diferenciacdo, incluindo queratina e antigenos de
glicoproteinas de membrana (REIBEL 2003). Nas lesdes premalignas orais
as perdas de heterozigose, polissomias, desregulacdo de TP53, aumento da
expressao de dopoplanina, p63 e EGFR foram relatadas como associadas a

um aumento no risco de desenvolvimento de tumores (SAINTIGNY et al.
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2011). Perdas cromossémicas em 3p, 9p e 17p relatadas em leucoplasias
foram associadas com o risco de progressao tumoral (LEEMANS et al.
2011).

Embora ndo haja muitos marcadores de progressédo relacionados a
leucoplasia, ha alguns marcadores prognoésticos descritos em CCEs de
cavidade oral, como CDKN2A, TP53, EGFR e STAT3 (DU et al. 2012). O
TGFB1 e SMAD4 possuem papel fundamental no crescimento e progressao
tumoral nos CCEs. A via PI3K foi considerada o principal alvo molecular das
alteracdes nos CCEs, incluindo o oncogene PIK3KA e o supressor tumoral
PTEN. Dados em literatura sugerem um possivel envolvimento da via PI3K
no desenvolvimento e progressdo dos CCEs de cavidade oral e de
orofaringe (DU et al. 2012).

Entre os inimeros estudos relatando o potencial de biomarcadores
em carcinomas orais e de orofaringe, a andlise da expressdo do EGFR é dtil
na avaliacdo da resposta ao tratamento quimioterapico (MINOR et al. 2012).
A identificacdo e a genotipagem do HPV também contribuem para a
avaliacdo do prognostico dos pacientes, pois tumores positivos para a
infeccdo pelo HPV sdo considerados como uma nova entidade, com
caracteristicas clinicas e histopatologicas distintas, ocorrendo principalmente
em individuos jovens (MINOR et al. 2012; WANG et al. 2012). Os tumores
HPV positivos acometem os sitios anatdmicos primarios de orofaringe, tem
tamanho pequeno, frequente acometimento de linfonodos, e ndo ha relatos
do envolvimento dos fatores de risco comumente descritos em literatura. Na

ultima década houve um aumento da incidéncia dos tumores HPV positivos.
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Estes tumores parecem ser negativos para mutacées no gene TP53,
apresentam baixo nivel de perdas alélicas e distintos perfis de expresséo de
MRNA, independente se o paciente apresenta habito tabagista ou néao, e
apresentam melhor resposta a tratamentos e a uma maior taxa de
sobrevivéncia (SMEETS et al. 2009; WANG et al. 2012; KOSTARELI et al.
2012).

Ha poucos relatos em literatura de perfis de transcritos em
leucoplasias e que associem a progressao destas lesdes para CCEs. ODANI
et al. (2006) analisaram o perfil de expresséo génica global pela plataforma
da Affymetrix GeneChip em quatro casos de leucoplasias orais e em dois
CCEs orais, e encontraram 18 genes diferencialmente expressos em todas
as leucoplasias, destes, oito genes apresentaram aumento de expressao e
dez apresentaram diminuicdo de expressdo (Quadro 1). KONDOH et al.
(2007) avaliaram o perfil de expresséo génica de 46 casos, sendo 19 tecidos
leucoplasicos e 27 de CCEs orais por analise de microarray (IntelliGene HS
Human expression chip — Takara, Japan) e encontraram 4.600 genes
diferencialmente expressos. Os autores identificaram 27 genes
diferencialmente expressos (12 apresentavam aumento de expressao e 15
diminuicdo de expressao) que foram capazes de diferenciar os CCEs das
leucoplasias e diferenciar graus histolégicos.

KURIBAYASHI et al. (2009) avaliaram 10 leucoplasias orais utilizando
uma plataforma de arrays de 29K. Os autores compararam o perfil de
expressdo das displasias moderadas e severas e relataram 96 genes com

expressdo aumentada em displasias severas. Os autores confirmaram o
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envolvimento dos genes SLC25A11, TXNIP e FZR1 nos casos de pior
progndstico e descreveram 16 genes candidatos a biomarcadores.

Recentemente, SAINTIGNY et al. (2011) determinaram o perfil de
expressdo em lesbes pré-malignas de 162 leucoplasias orais, das quais 39
evoluiram para CCE em um periodo de seguimento aproximado de 7,5 anos.
Os autores utilizaram 29 transcritos como modelos de predicdo. Entre
agueles com maior significancia estavam o TP53 e CDKN1B com diminuicéo
de expresséo, e a DNMT3B com aumento da expressdo. O Quadro 1 mostra
0S principais genes encontrados como diferencialmente expressos em
relatos que descreveram a analise da expressao de transcritos em amostras
de leucoplasias.

Para o nosso conhecimento, had poucos relatos em literatura que
avaliaram o perfil de expressdo dos miRNAs em leucoplasias e que

associaram a progresséao das leucoplasias para CCEs.
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Quadro 1 - Estudos descritos em literatura que avaliaram amostras de
leucoplasias. Estao apresentados os genes diferencialmente expressos.

Testes de
Validacao
. . Plataforma ou
Estudos Tipo de tecidos utilizada Confirmagéo
dos
resultados
Odani et al. 2006 Leucoplasias x tecido normal
~ d CLSP, K10, K2e, LOR, GLRX,
Expressao Aumentada HAL, ARG1, PTPRZ1 A -
CEACAMS, CLDN7, RAI3, Ge?’l]r:gthrll; RT-qPCR
Expresséo Diminuida CEACAMG6, PSCA, SCEL,
ECM1, ESEL, IL1- RA, RHCG
Kondoh et al. 2007 Leucoplasias x CCEs orais
MGP, NR2F2, SLIT3, KRT1, IntelliGene
. KRT13, PRELP, C1lorflO, HS Human
Expressdo Aumentada FOSB, DPT, TG3, FXYD6, expression RT-gPCR
MFAP4, DPYSL3, CLU, CRIP1 chip
Gumus et al. 2008 Linhagem celular MSK-
leuk1**
CYP1A1, CYP1B1, PTHLH
' ' ’ Affymetrix RT-qPCR
Expressdo Aumentada IL1B, EREG, ALD-HIAS, L6, H()BlU133 d(:'lo
IL24, GCLM, TXNRD1, NQO1, Plus 2 arrays genes.
PIR, AKR1C1, AKR1C2
Kuribayashi et al. 2009 Leucoplasia x normal
KIAA1632, SLC25A11, SEPX1,
ey | soscene |
Expressdo Aumentada TCL1B, RABACL, PDEGH, Huma2.30 K S_Il__iiﬁgll,
PGAMS5, TXNIP, CSNK1G2, 1Chip it €
FZR1 '
Saintigny et al. 2011 Leucoplasias x normal
SIBLINGs, DNMT3B,
CSN1S2A, CCDC11,
KCNMB2, MKNK1, PDK1,
Expressdo Aumentada PTK2, MED14, RNU2-1,
SDCCAG1, FAM163A, Human
CSN1S2A, DENND2C, Gene 1.ST -

SS18L1, TCEAL, PDK1,
AKR1C4.

Expresséo Diminuida

AK128090, OR4B1, STATS6,
SNCA, PLEKHA9, SNRPAL,
CYP2G1P, CPSF4, GLS2.

*Linhagem celular de leucoplasia displasica adjacente a um CCE (carcinoma de células
escamosas) de lingua; ** linhagem celular tratada com extrato de tabaco.
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1.6 BIOGENESE E MECANISMO DE ACAO DOS MIRNAS NAS

LESOES ORAIS E CCEs

Os microRNAs (miRNAs) correspondem a pequenas sequéncias de
20 a 25 nucleotideos, codificados por genes especificos, 0os quais atuam na
regulacdo da expressdo de mMRNAs pela repressdo da traducdo ou
degradagcdo do mRNA (GROSSHANS e FILIPOWICZ 2008). Acredita-se que
10% a 30% dos transcritos humanos sejam alvos dos miRNAs (DI LEVA et
al. 2012).

Segundo o banco de dados mirBase (http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_summary.pl?org=hsa, dados atualizados em outubro de 2013,
version 20) estdo descritos mais de 2.578 miRNAs maduros no genoma
humano, e segundo 0 banco de dados MirTarBase
(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/statistics.php) ha 38.113 interacdes
de miRNAs-alvos. Os miRNAs tém um importante papel nos processos
biolégicos normais como desenvolvimento, apoptose, diferenciacdo e
proliferacdo celular, contribuindo também com o inicio e desenvolvimento de
diversos tipos tumorais (DI LEVA et al. 2012; NOHATA et al. 2013).
Atualmente, tem sido demonstrado que os miRNAs sdo fundamentais na
pesquisa do cancer (DI LEVA et al. 2012; NOHATA et al. 2013).

A maioria dos miRNAs é transcrito a partir de regides intrénicas de
genes codificadores ou nado-codificadores, enquanto a minoria pode ser
transcrita a partir de sitios isolados no genoma ou na regido 3’ UTR do gene

(BARTEL e CHEN 2004). O processo de biogénese dos miRNAs se inicia no
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nacleo pela transcricdo do pri-miRNA pela RNA polimerase Il (LANDGRAF
et al. 2007). Este pri-miRNA apresenta uma regido de aproximadamente 2kb
e sua estrutura € composta por um loop (forma de grampo), “CAP” na regido
5’ e cauda poli adenina na regiao 3’ (CAl et al. 2004). O complexo Drosha-
DGCRS cliva o pri-miRNA produzindo o pré-miRNA. O pré-miRNA (70 pb) é
formado por dupla-fita ainda em forma de grampo que apresenta dois
nucleotideos na regiao 3’ que permitem seu reconhecimento pela exportina-
5 para ser transportado para o citoplasma. No citoplasma, o pré-miRNA é
processado pelo duplex TRBP-Dicer perdendo o loop e se transformando
em um miRNA maduro de dupla-fita, com cerca de 22 nucleotideos (LAU et
al. 2001; RICARTE-FILHO et al. 2009). A complementariedade na regido 5’
entre as duas fitas é instavel, a fita madura do miRNA se associa a proteina
Argonauta (Ago) dentro do complexo RISC (RNA-induced silencing complex)
e a outra fita é separada do duplex. A fita simples madura associada ao
complexo multiprotéico RISC torna-se apta a regular a expressao do mRNA-
alvo, ocorrendo o alinhamento miRNA-mRNA parcialmente na regido 3'UTR.
Este alinhamento ira provocar a repressdo da traducdo proteica, tanto por
alinhamento perfeito, onde ocorrera a degradacao do mRNA, ou por ligacdo
imperfeita entre miRNA-mRNA, o que ir4 induzir a represséo translacional
(HUTVAGNER e ZAMORE 2002; NEGRINI e CALIN 2008; NOHATA et al.
2013). Para uma maturagdo mais eficiente do pri-miRNA para o pré-miRNA
h& uma associacdo entre o complexo Drosha/DGCRS8 (Di George syyndome
critical region 8) com as RNA helicases p68 e p72, facilitando a conversao

(KWAK et al. 2010).
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RNAm degradado pelo miRNA (devem
ser exatamente complementares)

RNAm alvo yﬁ‘w"?‘%

\ L LLEP ...
Citoplasma do m|RNA 9\‘”
Leitura do RNAm é
impedida pelo miRNA
(devem ser parcialmente

complementares)

Nucleo
Pasha
Pri- Pre RISC | Argonauly

miRNA miRNA \
Enzimas que produzem \ ,
o miRNA / Enzimas que produzem o
miRNA

Fonte: GOULART et al. (2013).
Figura 2 - O processo de biogénese dos miRNAS. Este processo inicia-se no

ndcleo, a sequéncia é transcrita pela RNA polimerase Il em pri-miRNA, clivada pelo
complexo DROSHA, resultando no pré-miRNA. Este é transportado para o citoplasma pela
exportina-5, é clivado novamente pelo complexo DICER perde o loop, resultando em um
miRNA maduro de dupla-fita instavel. A fita madura se associa a proteina Argonauta dentro

do complexo RISC, tornando-se apta para regular a expressdo do mRNA.

A presenca de mutacdes na via do miRNA ou que envolvam a via
podem afetar a interacdo entre os RNA helicase p68/p72 e a
Drosha/DGCRS8, diminuindo a conversao do pri- para o pré-miRNA levando a
uma diminuicdo de mMiIRNAs maduros. Outro mecanismo que afeta a
biogénese do miRNA é a interacdo da Dicer com a fosfoproteina TRBP
(transactivating response RNA-binding protein), que atua no processo de
formacdo do pré-miRNA para o duplex miRNA/miRNA sendo que uma
mutacao nesta proteina diminui a producdo do miRNA maduro (KWAK et al.
2010).

A metilacdo também €& um mecanismo de regulagdo dos miRNAs.

Hipermetilacdo nas ilhas CpGs nos promotores de miRNAS supressores
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tumorais (anti-oncomiRs) leva ao silenciamento de genes reguladores do
ciclo celular, resultando em cancer (GORENCHTEIN et al. 2012). Os
mMiRNAs também apresentam um importante papel em genes reguladores de
metastases, agindo indiretamente na aquisicdo da capacidade invasiva e ha
geracdo de fenodtipo maligno, resultando na perda de adeséo celular, na
aquisicdo de motilidade celular, intra- e extravasamento, e na proliferacado
em um local distante (DI LEVA et al. 2012).

Outro aspecto importante da atividade dos miRNAs € que eles atuam
de forma pleiotropica, ou seja, um unico miRNA pode regular a traducéo de
centenas de mMRNAs alvo, devido a sua complementariedade
(GORENCHTEIN et al. 2012; DI LEVA et al. 2012). Cinco a oito nucleotideos
do miRNA fazem complementariedade perfeita com o mRNA, permitindo
maior diversidade de ligacbes e o controle de diversos mMRNAs
(GORENCHTEIN et al. 2012; DI LEVA et al. 2012).

Os microRNAs que participam de processos importantes no cancer
sdo divididos em oncomiRs e anti-oncomiRs, sendo que 0s oncomiRs
regulam genes supressores e o0s anti-oncomiRs regulam oncogenes
(ESQUELA-KERSCHER e SLACK 2006; ZHANG et al. 2007; KWAK et al.
2010).

Centenas de miRNAs estdo mapeados em regides cromossomicas
conhecidas por estarem alteradas em canceres, como em regioes de perda
de heterozigose (LOH), regides amplificadas, quebras cromossOmicas e
sitios frageis (DI LEVA et al. 2012). Uma amplificagdo em uma regiao

cromossOmica envolvendo mIiRNAs que regulam negativamente a
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transcricdo génica, resultaria no aumento da expressdo do mMIRNA,
silenciando por exemplo um gene supressor do tumor. Por outro lado,
mMiRNAs localizados em regides de sitios frageis que sofreram delecdes ou
mutacBes podem resultar em uma diminuicdo nos niveis de miRNA que
regulam, por exemplo, oncogenes, resultando na formacdo de tumores
(IORIO e CROCE 2011).

Os miRNAs séo capazes também de fornecer informacdes a respeito
da origem dos tumores, subtipos, mutacées oncogénicas, predisposicdo ao
cancer. Eles tem sido descritos como sendo responsaveis pela regulacéo de
processos celulares tendo sido Uteis como marcadores prognoésticos da
doenca e /ou resposta a terapias especificas (IORIO e CROCE 2011,
GORENCHTEIN et al. 2012).

Devido seu papel ja estabelecido na oncogénese, alguns grupos
comegaram a investigar a viabilidade dos miRNAs em terapias, silenciando
oncogenes ou administrando-0s terapeuticamente em supressores tumorais
utilizando vetores ou introduzindo-os diretamente no tecido. Um estudo com
o miRNA oncogénico hsa-miR-21 demonstrou reduzir drasticamente tumores
de CCEs de laringe e lingua quando administrados intravenosamente
oligonucleotideos antisense desse mMIRNA em modelo animal
(GORENCHTEIN et al. 2012). Novas abordagens terapéuticas utilizando
mMiRNAs consistem na reducdo ou aumento dos niveis de miRNA e/ou
interferir na interagdo do miIRNA com o mRNA. Os miRNAs podem ser
utilizados como moléculas individuais ou de forma combinatéria para um ou

varios genes alvos (DI LEVA et al. 2012).
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Os miRNAs também tém se mostrado marcadores efetivos para
determinar o tecido de origem de metastases. Foi observado que o perfil de
expressdo dos miRs € similar em tumores primarios e metastases, sendo
mais precisos para a classificacdo de diferentes subsitios anatémicos que 0s
perfis de mMRNAs (IORIO e CROCE 2010; GORENCHTEIN et al. 2012).

Ainda ndo ha muitos estudos de miRNAs relacionados com cancer
oral e de orofaringe, porém sabe-se que os miRNAs sdo anormalmente
expressos em tumores de cabeca e pesco¢o comparados com tecidos
normais (GAO et al. 2013). S&o encontradas também alteracbes na
expressdo dos miRNAs em células tumorais HPV-positivas, de pacientes
fumantes e etilistas, sendo possivel explorar biomarcadores com potencial
de malignizacao em fluidos corpéreos. Recentemente, os miRNAs hsa-miR-
31, hsa- miR -200a, hsa-miR-125a, hsa-miR-31 e hsa-miR-184 foram
descritos como alterados na saliva coletada de pacientes com cancer oral
(GORENCHTEIN et al. 2012; GAO et al. 2013; NAGADIA et al. 2013).

NOHATA et al. (2013) descreveram os mMiRNAs anormalmente
expressos em CCEs orais e de orofaringe, com destaque para os miRNAs
hsa-miR-21, hsa-miR-155, hsa-miR-31 e hsa-miR-223 com aumento de
expressdo, e o hsa-miR-375, hsa-miR-1, hsa-miR-133a, hsa-miR-99a, hsa-
miR-125b, hsa-miR-100, hsa-miR-143 e hsa-miR-204 com expressao
diminuida, no qual os miRs hsa-miR-21, hsa-miR-181 e o hsa--miR-345
estavam correlacionados com a progressao das lesdes leucoplasicas para

CCEs. Dentre os miRNA alterados, o hsa-miR-181a/b estad correlacionado
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com metastases linfonodais e invasé@o vascular, e o hsa-miR-200c também
esta correlacionado com metastase em cénceres orais.

GAO et al. (2013) identificaram novos miRNAs como biomarcadores
associados com pacientes com alto risco de desenvolver CCE de orofaringe.
Os autores relataram que o hsa-miR-31 desempenha um papel de oncogene
na carcinogénese oral. O hsa-miR-24 foi outro mIRNA associado ao
aumento da proliferacdo celular e reducdo da apoptose. Em adi¢cdo, ambos
os mMiRNAs foram associados com pior progndstico em pacientes com
carcinoma epidermadide de orofaringe. Outro achado foi 0 hsa-miR-146a, que
atua como um supressor tumoral em diversos tipos de céanceres, como
cancer gastrico, de pancreas, de mama e da tireoide, tendo sido associado
com um prognostico favoravel. Os autores também relataram cinco miRNAs
associados com a atividade transcricional do HPV, sendo que em um deles
(hsa-miR-31) apresentou valor progndstico em pacientes com carcinomas de
orofaringe.

Ha um ndmero limitado de estudos que descreveram mMIiRNAs
envolvidos em leucoplasias. CERVIGNE et al. (2009) relataram pela primeira
vez microRNAs com potencial de predizer quais leucoplasias possuem maior
risco de progressado para carcinoma oral. Os autores utilizaram amostras de
leucoplasias que progrediram para CCE oral do mesmo paciente e no
mesmo local. Esta andlise permitiu seguir as altera¢cdes dos miRs durante a
progressdo do tecido do estado benigno até o carcinoma invasivo. Os
autores sugeriram que 0os microRNAs hsa-miR-21, hsa-miR-181b e hsa-miR-

345 podem estar potencialmente envolvidos na progressao do cancer oral.
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Estes achados foram confirmados recentemente por BRITO et al. (2013).
Estes autores avaliaram 22 amostras de leucoplasias com diferentes graus
de displasia, 17 casos de CCEs orais e 6 amostras normais. Os autores
encontraram 0s mMiRs hsa-miR-21, hsa-miR-181b e hsa-miR-345 com
expressdo aumentada em CCEs em comparacdo com as leucoplasias.
Nesse estudo, alguns parametros citologicos e histopatoldgicos utilizados
para a graduacdo das displasias estavam associados com a expressao
alterada desses miRNAs, como hipercromasia, aumento do nuamero de
mitoses, aumento da relacdo ndcleo/citoplasma, mitoses anormais, ou
aumento do numero ou tamanho do nucléolo. Cada lesdo apresentou mais
gue uma alteracdo morfologica, sendo esperada alguma sobreposicdo de
dados moleculares, contudo, nem todos os parametros morfolégicos
estavam associados com alteragcdes moleculares significativas. O miR hsa-
miR-21 regula o supressor tumoral TPM1 e o PTEN, envolvidos na inducao
de proliferacéo celular e inibicdo da apoptose. O miR hsa-miR-181 participa
da progresséao e sobrevivéncia celular, regulando genes como o BCL-2.

Em outro estudo que associa miRNAs com leucoplasias, XIAO et al.
(2012) identificaram alteragbes em miRNAs de 20 leucoplasias orais e sete
leucoplasias que apresentavam maior similaridade com células tumorais. Os
autores relataram 25 miRNAs com expressdo aumentada e 9 miRNAs com
expressao diminuida capazes de diferenciar este dois grupos. Entre os miRs
diferencialmente expressos, estava 0 hsa-miR-31 que apresentou fold
change significativo e foi relatado como frequentemente alterado em

canceres. A regido 3’-UTR do gene FGF3 é alvo do hsa-miR-31. No estudo,
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0s autores concluiram que a expressdo aumentada do hsa-miR-31 esta
correlacionada negativamente com recorréncia e com novas leucoplasias
orais, possuindo assim um importante papel na progresséao das leucoplasias
pela regulacdo do FGF3.

A descoberta de novos miRNAs abre uma nova era para diagndstico
e terapias em canceres, além disso, miRNAs que atuam como supressores
ou oncogenes podem contribuir para a elucidacdo de novos mecanismos
moleculares dos tumores orais e orofaringe.

Sendo assim, este estudo busca encontrar transcritos e miRNAs
como potenciais biomarcadores em leucoplasias. Estes marcadores podem
ser Uteis para o delineamento de estratégias mais eficazes de tratamento e
alguns podem evidenciar pacientes com risco aumentado de progressao

para carcinomas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a expressdo global de transcritos e de miRNAs em
leucoplasias e outras lesbes precursoras, comparar o perfil de expressao
entre as amostras de pacientes que apresentavam habitos tabagistas e
etilistas, e identificar os genes alvos preditos por analise integrada e in silico
de serem regulados pelos miRNAs para identificar potenciais biomarcadores

destas lesoes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Analisar os dados de expressao génica global em lesdes orais para
verificar a existéncia de grupos segundo o subtipo de leséo oral;

. Comparar o perfil de expressao global de transcritos nas leucoplasias
com o tecido normal contralateral de cada paciente e comparar 0s
achados com habitos tabagista e etilista;

o Comparar o perfil global de expressao das leucoplasias com liquen
plano;

o Avaliar o perfil de expressao global de miRNAs em leucoplasias e em

tecidos normais contralaterais;
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Buscar em banco de dados os genes alvos preditos pelos miRNAs
alterados e comparar estes genes aos obtidos na analise de
expressao génica global;

Integrar os dados da andlise global de expressao de miRNAs com 0s
transcritos;

Realizar uma meta-analise utilizando dados publicados em literatura e
0s obtidos neste estudo para selecionar transcritos e miRNAs para a
confirmacédo dos achados;

Confirmar a expressédo de um conjunto selecionado de transcritos e
de miRNAs por RT-gPCR nas leucoplasias.

Identificar potenciais biomarcadores para leucoplasias por andlise
integrada e in silico do perfil global de expressédo de transcritos e de

miRNAS.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

As amostras foram obtidas de pacientes de ambos 0s sexos que se
apresentaram ao A.C.Camargo Cancer Center, S&o Paulo, sendo
acompanhados em consultas pré-agendadas com retornos a cada seis
meses (total de 3 coletas). Foram estudadas amostras de lesGes orais
incluindo lesdes brancas e vermelhas apés a triagem inicial realizada por um
médico colaborador. Como controle normal, foram utilizadas amostras de
tecido contralateral da mucosa oral de cada um dos pacientes. As coletas
foram realizadas utilizando a escova OralCDx® (OralScanLaboratories, NJ,
EUA), que permite coletar amostras tanto da camada superficial como da
camada basal da mucosa oral.

Os critérios de inclusdo foram: pacientes com idade maior ou igual a
21 anos; com auséncia de cancer oral e de orofaringe prévios ou
concomitantes nos ultimos 5 anos e que apresentaram histéria negativa para
lesBes orais nos Ultimos 6 meses, antes da primeira coleta. Os critérios de
exclusdo foram: pacientes com CCE oral anterior no mesmo local da leséo e
tratamento de quimioterapia e/ou radioterapia por no minimo um ano a partir
da data da coleta. Os dados clinicos dos pacientes selecionados estéo

descritos no Quadro 2. Este estudo ¢é afiliado ao projeto “Estudo piloto sobre
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a histéria natural das lesbes precursoras do cancer oral e de orofaringe”
aprovado pelo Comité de Etica da Instituicio (CEP n° 980/07).

Neste estudo, foram selecionados 37 pacientes de 82 coletados, por
se enquadrarem nos critérios de inclusdo. Entre os 37 pacientes
selecionados, 25 tinham leucoplasias (dos quais seis apresentavam
displasias), duas leucoplasias verrucosas proliferativas, seis liquen planos,
duas queilites actinicas, duas eritroplasias, um fibroma e um papiloma
escamoso. O perfil de expressdo de transcritos codificadores foi realizado
em 30 amostras pela plataforma 4x44K (Agilent Technologies). O perfil de
expressdo de miRNA (8x60K, Agilent Technologies) foi realizado em 12
casos de leucoplasias. Seis destes 12 casos foram avaliados pelas duas
estratégias. Infelizmente n&do havia material disponivel em qualidade e
quantidade para a realizacdo dos dois experimentos no mesmo conjunto de
amostras. Todas as analises foram realizadas pela comparacdo com o
tecido normal contralateral do mesmo paciente.

Entre os 37 casos, 22 eram de pacientes do sexo feminino e 15 do
sexo masculino, 59% apresentavam habito tabagista e 49% apresentavam
habito etilista. Quatorze pacientes eram tabagistas e etilistas e dez casos
ndo eram usuarios de alcool e tabaco. Na analise de HPV, apenas um caso
apresentou positividade para o virus (subtipo ndo oncogénico - CP6108).

Os dados dos pacientes que apresentaram habitos tabagistas e/ou
etilistas foram coletados dos questionarios. Para a categorizagdo do habito
tabagista, realizou-se o seguinte calculo: consumo meédio diario de tabaco

dividido por 20 e multiplicado pelo periodo (em anos) do habito, resultando
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na medida “macgos por ano”. Foi considerado como néo tabagista o individuo
gue consumia menos de um cigarro por dia durante um ano. Formou-se
outras trés variaveis correspondentes aos quartis de consumo do grupo,
considerando-se como tabagistas leve resultados que se encontraram no
quartil 1, moderado o intervalo interquartil, e tabagista pesado no quartil 4.
Para o habito etilista, considerando-se o teor alcoolico de cada bebida
(cerveja = 5%; vinho = 12%, destilados = 41% e licores = 30%), com base no
volume de alcool ingerido (copo = 200 mL; taca = 150 mL; dose de destilado
= 40 mL), calculou-se o peso (em gramas) de etanol consumido,
considerando-se cada mL de alcool equivalente a 0,798g de etanol. O valor
encontrado foi multiplicado pelo nimero de anos do habito, resultado na
medida “g de etanol por ano”. A divisdo das categorias em leve, moderado e
pesado foi realizada da mesma semelhante a descrita quanto ao habito
tabagista (TOPORCOQV et al. 2012; NISHIMOTO et al. 2004).

A confirmagéo da expresséo dos genes e miRNAs selecionados foi
realizada respectivamente pelos ensaios de RT-qPCR e Tagman miRNA
Reverse Transcription (AppliedBiosystems) onde havia material disponivel
além de um grupo de amostras independentes. Apenas amostras de
leucoplasias foram utilizadas para a confirmacédo dos resultados por RT-
gPCR. A expressao dos transcritos codificadores e miRNAs foi avaliada em
dez e oito dos 23 casos, respectivamente. No Quadro 2 estdo apresentadas
as amostras avaliadas para a expressao de transcritos e de miRNAs assim

como para a confirmagao dos achados.
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Quadro 2 - Dados clinicos dos 37 pacientes incluidos neste estudo. Estdo
assinalados os casos avaliados para expressdo de miRNAs e de transcritos usando
plataformas de arrays (Agilent Technologies), e os casos utilizados para as RT-gPCRs.

ID Idade/ | Tabagismo | Consumo | Infeccdo pelo Transcritos miRNAs RT-qPCR RT-gPCR
Sexo de Alcool HPV (4x44K) (8x60K) Transcrito miRNA
30 casos 12 casos 10 casos 8 casos
LEUCOPLASIA
18 71M L P negativo X X
19 81/M - P negativo X X X
44 74/F - negativo X
52 40/F P - negativo X X X X
75 42/M M L negativo X
79 44/F - - negativo X
3* 55/M M M negativo X
4* 79/F - - negativo X
12 38/M M M negativo X
21 68/F - - negativo X X
22 61/M M M negativo X
29 69/M - M negativo X X X
33 69/F - - negativo X X X X
37 T4/F M - negativo X X X
38 54/M P M negativo X
39 67/F - - negativo X X
50 75/F - - negativo X X X
55 62/M P P negativo X
59** | 52/M M M negativo X X
60 48/F - negativo X X
64 T1UF L - negativo X
72 69/M - M negativo X
73 | 50M P P HPV CP6108 X X X
7 78/F L - negativo X X X
18 60/F M - negativo X
QUEILITE ACTINICA
5 59/F - L negativo X
63 56/M L - negativo X
ERITROPLASIA
9 68/F - - negativo X
30* 68/F - negativo X
LIQUEN PLANO
2 57/F - L negativo X
43 50/F + - negativo X
46 64/F L - negativo X
51 52/F L - negativo X
53 58/F P P negativo X
62 57/F L M negativo X
FIBROMA
61 | 32/M L L negativo X
PAPILOMA ESCAMOSO
41 43/IM M L negativo X

* Dados histopatoldgicos ndo confirmados clinicamente.** Paciente com historia de CCE.
. Diagnostico de Leucoplasia com displasia leve ou moderada; (+) Tabagista, sem dado do
periodo do habito; (—) N&do; X: andlise realizada. L = leve; M = moderado; P = pesado.




35

3.2 METODOLOGIAS

3.2.1 Extracdo do RNA total e expressao génica global

O RNA total das lesdes e tecido normal contralateral foram obtidos
utilizando o Kit Master Pure Complete DNA e RNA Purification Kit (Epicentre
Biotechnologies, Madison, WI, USA), de acordo com especificacbes do
fabricante. A quantificacdo do RNA foi avaliada utilizando-se o NanoDrop
(ND-1000 Spectrophotometer v.3.0.1, Labtrade).

O perfil de expressao génica foi avaliado utilizando-se a plataforma
Whole Human Genome 4x44K (Agilent Tecnologies), composta por 43.376
sequéncias biolégicas e 32 sondas para controles positivos Spike in
(http://www.genomics.agilent.com). Os procedimentos de marcacado das
amostras, hibridacéo e deteccdo seguiram o protocolo Two-color microarray-
based gene expression analysis (Agilent Tecnologies). Como controle foi
utilizado o RNA de tecido normal contralateral do mesmo individuo. Durante
a pré-sintese de cDNA, na reacdo de marcacao, as amostras apresentavam
uma concentracao de 25ng de RNA total diluidos em um volume de 1,5uL.
Foram adicionados 1,8uL de T7 Primer em cada tubo contendo o RNA total,
2L de Spike A da diluicdo para o Cy3 e de Spike B para o Cy5, totalizando
um volume final de 5,3uL. Os iniciadores foram desnaturados a 65°C em um
termociclador por 10 minutos, e, em seguida, incubados a gelo por 5
minutos. Para a sintese de cDNA foram adicionados 2uL de 5x First Strand
Buffer, 1uL de 0,1M DTT, 0,5uL de 10mM dNTP Mix e 1,2puL do Affinity

Script RNaseBlock Mix, em um volume final de 10uL. As reacbes foram
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incubadas em um termociclador por 2 horas a 40°C e 15 minutos a 70°C e
entdo transferidas para o gelo por 5 minutos. A transcricdo de cDNA para
cRNA ocorreu pela adicdo de 0,75uL de Nuclease-free water, 3,2uL de 5x
Transcription Buffer, 0,6uL de 0,1M DTT, 1uL de NTP Mix, 0,21 pyL de T7
RNA Polymerase Blend e 0,24uL de Cy3-CTP ou Cy5-CTP, totalizando um
volume final de 16uL. As amostras foram mantidas por 2 horas em um
termociclador a 40°C. A purificacdo das sondas foi realizada com a utilizac&o
do RNeasy Mini Kit, seguindo as especificagdes do fabricante. A intensidade
de marcacdo e o rendimento da reacdo foram avaliados para todas as
amostras utilizando-se NanoDrop 1000 (ND-1000 Spectrophotometer
v.3.0.1, Labtrade) e 825ng de cada amostra foi combinada & mesma massa
da referéncia. Foram adicionados 55pL 2x Hi-RPM Hybridization Buffer. As
laminas foram confeccionadas e a hibridizacédo foi realizada a 65°C por 17
horas. A lavagem das mesmas ocorreu em banhos consecutivos em
solucbes de Wash Buffer 1 e Wash Buffer 2 por 1 minuto cada, acetonitrila
por 10 segundos e Stabilization e drying solution por 30 segundos. As
laminas foram escaneadas no Microarray Scanner System (Agilent
Technologies) utilizando o software ScanControl 8.1 (Agilent Tecnologies) e
os dados foram extraidos utilizando programa Feature Extraction 10.1.1.1
(Agilent Tecnologies).

Para a andlise dos dados de expressdo génica foi utlizado o
programa R version 2.10.1 para a remocéo de controles e dados com baixa
reprodutibilidade (NA) para os 30 casos avaliados quanto a expressao de

transcritos. Para todos os sinais de expresséao foram calculados os logRatios
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(Red/Green) na base 2 e foi realizada a média entre as sondas que cobriam
a plataforma, resultando em um Unico valor. Esses dados serviram de
entrada para o programa TMeV version 4.8 (http://www.tm4.org), onde foi
utilizado o teste estatistico paramétrico (teste t), P<0,05. O teste de
Bonferroni foi utilizado para identificar genes diferencialmente expressos
para todos os casos. Em seguida os resultados dos testes foram agrupados
pelo Hierarchical Clustering (HCL) utilizando a métrica de distancia pela

correlacao de Pearson.

3.2.2 Genotipagem do Virus do Papiloma Humano (HPV)

A genotipagem do HPV foi realizada utilizando o teste LINEAR
ARRAY HPV Genotyping Test (Roche, Branchburg, USA), o qual se baseia
na amplificacdo do DNA alvo pela PCR utilizando iniciadores para 37
subtipos de virus. A hibridacdo dos produtos amplificados foi realizada com
sondas de oligonucleotideos e a deteccao dos produtos amplificados e
ligados as sondas foi realizada por determinagédo colorimétrica, de acordo
com as recomendacgdes do fabricante. A amplificacdo de um grande
espectro de gendtipos do HPV, incluindo 13 gendtipos de alto risco (16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68), utilizou iniciadores biotinilados
em uma regido polimérfica conservada entre os diferentes gendtipos do
HPV. O controle de qualidade do DNA foi feito por um conjunto de
iniciadores para o gene da $-globina humana (268pb). Apés a amplificagéo,
uma solucéo de desnaturacao foi acrescida ao produto amplificado, tornando

as cadeias dos amplicons de fita simples para serem hibridadas por
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complementariedade na tira de genotipagem, a qual é revestida com sondas
para os 37 subtipos de HPV e B-globina. Foram realizados os procedimentos
de hibridacéo, lavagem e deteccdo de acordo com as especificacdes do
fabricante e o resultado foi interpretado com o auxilio do Guia de Referéncia
do Teste de Genotipagem LINEAR ARRAY HPV. Foram considerados
positivos apenas 0s casos com positividade para o gene de referéncia f3-
globina. A Figura 3 representa o resultado do teste de genotipagem
demonstrando resultado positivo para o HPV CP6108 (gendtipo de baixo
risco oncogénico), que obtivemos em um dnico caso (caso 73), e a segunda

fita representando os demais casos analisados, com o resultado negativo.
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Figura 3 - Interpretacdo dos resultados provenientes da genotipagem de
HPV. Primeira fita caso 73: HPV CP6108; Segunda fita: HPV-.

3.2.3 Expresséao global de microRNA
A plataforma Agilent Human miRNA Microarray (G4870A - ID
031181; 8x60K, Agilent Tecnologies) foi utilizada para a avaliagdo de

expressdo de miRNA em 24 amostras (12 leucoplasias e 12 tecidos normais
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contralaterais pareados). Essa plataforma é capaz de detectar até 1.205
MiRNAs humanos e 144 miRNAs virais. Apos a avaliacdo dos miRNAs, os
dados de expressdo dos transcritos e dos mMiIRNAs realizado nas
leucoplasias foram integrados para a identificacdo de possiveis genes
drivers.

O RNA da leséo e do tecido normal contralateral foram processados
como descrito acima. Foram utilizados 100ng de RNA total. Foi utilizado o
Kit MicroRNA Agilent Spike-In como controle. O uso das solu¢des Spike-In
permite a distincdo entre resultados biologicamente significativos de
resultados provenientes de problemas metodoldgicos. A solugcdo Labeling
Spike-In foi utilizada na reacdo de marcacéo, enquanto a solugdo Hyb Spike-
In foi utilizada na reacdo de hibridacdo. Foram realizadas trés diluicoes
seriadas de cada uma das soluc¢des (Labeling Spike-In e Hyb Spike-In). Na
primeira diluicdo foram adicionados 198uL do tampao de diluicdo a dois
microlitros de cada Spike-In em tubos independentes. Na segunda diluicdo
foram adicionados 198 pL do tampao de diluicdo a dois microlitros do
contetdo da primeira diluicdo, e na terceira diluicdo foram adicionados 198
pL do tampéo de diluicdo a dois microlitros do contetdo da segunda diluicdo.
Para a marcacao e hibridacao foi utilizado o Kit Agilent's miRNA Complete
Labeling and Hyb. Esse processo consiste da ligacdo de uma molécula de
Cianina 3-pCp na extremidade 3' da molécula de RNA com Eeficiéncia
superior a 90%. Dois microlitros (100 ng) de RNA total [na concentracdo de
50 ng/uL diluidos em Tris-EDTA (1X pH 7,5)] foram colocados em tubos 2L

do Master Mix Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIP), contendo 0,4uL de
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Tampdo 10X, 1,1uL de Labeling Spike-In e 0,5uL de Calf Intestinal
Phosphatase. Para esta reacéo de desfosforilacdo os tubos foram mantidos
a 37°C por 30 minutos. Em seguida, foi realizada a etapa de desnaturacéo
pela adicdo de 2,8uL de dimetilssulféxido (DMSO) 100% e aquecimento a
100°C por 10 minutos. Imediatamente apos essa fase, as amostras foram
colocadas no gelo para a manutencdo do estado desnaturado. Apos a fase
de desnaturacéo, as amostras foram submetidas a uma fase de ligacao pela
adicdo de 4,5uL do Master Mix de ligacdo contendo T4 RNA Ligase. Essa
mistura de reacdo € composta de 1uL de Tampédo 10X, 3uL de Cianina 3-
pCp e 0,5uL de T4 RNA Ligase. Essa reacédo foi incubada a 16°C por 2
horas. Apds a secagem em concentrador a vacuo a 55°C (aproximadamente
3 horas), as amostras foram preparadas para a hibridacdo. Essas foram
ressuspendidas em 17uL de agua livre de nucleasse e foi adicionado 1,0uL
da solucdo Hyb Spike-In (terceira diluicdo), 4,5uL de 10X GE Blocking Agent
e 22,5uL de 2X Hi-RPM Hybridization Buffer num total de 45uL e incubadas
a 100°C por 5 minutos e posteriormente em gelo por 5 minutos. Apés breve
centrifugagdo, 45uL de cada amostra foram dispensados no centro do
gasket e as laminas foram posicionadas para posterior hibridacdo em forno a
55°C por 20 horas a 20 rpm. ApGs a hibridacéo, as laminas foram lavadas e
escaneadas. A lavagem consistiu de banhos consecutivos em solugdes de
Wash Buffer 1 por 5 min e Wash Buffer 2 por 5 min a 37°C. A captura das
imagens foi realizada no Microarray Scanner System (Agilent Technologies),
utilizando-se o Scan Control Software 9.X. A extragdo e a normalizagéo dos

dados foram realizadas usando o Software Feature Extraction v10.7.3
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(Agilent Technologies). Os dados extraidos foram analisados pelo software
BRB array tools e os graficos foram gerados pelo software GeneSpring GX

(Agilent Technologies).

3.2.4 Andlise Integrada de dados transcriptémicos e de expresséo de
MiRNAsS

Os miRNAs que apresentaram expressao alterada foram avaliados
por algoritmos de predicdo de alvos in silico utilizando o banco de dados
TargetScan. Este banco foi o que apresentou melhor resultado nas buscas
individuais dos diferentes bancos de dados testados. Os genes alvo preditos
dos mMiRNAs alterados foram comparados com a lista de genes
diferencialmente expressos pela andlise de microarrays de expressao. Em
seguida, foi realizada uma correlacdo com os dados da expressao génica
em larga escala com os dados da expressao de miRNAs.

Para a andlise integrada foi utilizada a ferramenta R (www.r-
project.org/). A correlacdo foi considerada positiva quando R>0,5 e negativa
quando o R<0,5. Por essa estratégia foram identificados mMIRNAs
significativos com correlacdo positiva e negativa com os genes encontrados
na andalise de expressdo global. Para a selecdo de genes e miRNAs para
serem validados, foram selecionados aqueles que apresentaram correlacao
inversa quanto a expressao.

Para caracterizar as interacbes e associacdes entre 0S genes e
miRNAs foi implementado um algoritmo que realiza uma busca por

interacdes proteina-proteina nos seguintes bancos de dados, encontrados
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no software Ingenuity Pathway Analyses (IPA): DIP (http://dip.doe-
mbi.ucla.edu), HIMAP (https://lib.stanford.edu/himap), intAct
(www.ebi.ac.uk/intact/), MINT (http://mint.bio.uniroma2.it/mint/Welcome.do),
MIPS / MPPI (http://mips.helmholtz-muenchen.de/proj/ppi/), pSTIING
(http://pstiing.licr.org/) e STRING (http://string-db.org/). Estes bancos de
dados armazenam as interacdes e diversas anotacdes a respeito da técnica
utiizada (como por exemplo: sistema de duplo hibrido, co-
imunoprecipitacdo, purificacdo por afinidade em tandem e espectrometria de
massa). Em seguida, foi realizada a analise de vias canfnicas e redes de
interacdo entre genes obtidos da analise integrada com o programa
Ingenuity Pathway Analysis (IPA v8.0, Ingenuity® Systems, Redwood City,
CA, USA; http://www.ingenuity.com) e a imagem foi gerada pelo software

Navigator (ophid.utoronto.ca/navigator/).

3.2.5 Sintese de cDNA e Anélise da expressdo de transcritos (RT-
gPCR)

Para a avaliagdo de alteragcbes na expressdo dos transcritos, as
amostras de RNA foram digeridas com 1U de Dnase | Amplification Grade
(Life Technologies) em 10X Dnase | Reaction Buffer e 25mM de EDTA pH
8.0. As amostras foram incubadas por 15min em temperatura ambiente e a
enzima foi inativada por aquecimento a 70°C por 10min em um termociclador
PTC-100 (Peltier - EffectCycling - MJ Research). A sintese de cDNA foi
realizada em um volume final de 20ul contendo 5x First-Strand Buffer

(250mM Tris-HCI, pH 8.3, 375mM KCI, 15mM MgCI2), 10mM de cada dNTP,
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0,5ug/ul de Oligo(dT), 0,1M ditiotreitol e 200U da transcriptase reversa
SuperScriptTM 1l (Invitrogen). As condi¢bes de incubacgéo foram: 42°C por
60min e 70°C por 15min.

Para a avaliacdo de miRNAs foi utilizado RNA total das lesdes e
tecidos normais obtidos a partir do Kit Master Pure Complete DNA e RNA
Purification Kit Epicentre Biotechnologies. O RNA total obtido, foi diluido
para a concentracdo de 2ng/uL e a sintese de cDNA foi realizada usando o
kit Tagman miRNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), conforme
especificacdes do fabricante.

Foi utilizado o termociclador automético (ABI Prism 7500 Sequence
Detection System) para a amplificagdo de RT-gPCR. Os valores obtidos
para todas as amostras foram normalizados pela raz&do obtida entre o gene
ou MiRNA de interesse e 0 gene ou miRNA de referéncia. Para a analise de
expressdo dos transcritos, foram usados o0s genes de referéncia
selecionados a partir de testes realizados com controles enddgenos testados
no nosso laboratério. Os iniciadores para a amplificacdo dos transcritos
foram desenhados utilizando o] programa Primer Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). As reacoes foram
realizadas utilizando o corante fluorescente Power SYBR Green
(AppliedBiosystems), o qual contém todos 0s reagentes necessarios para a
reacdo. Os miRNAs foram obtidos comercialmente pela empresa Applied
Biosystems e foram amplificados utilizando o TagMan Universal PCR Master

Mix, No AmpErase UNG (Applied Biosystems).
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Para determinar a eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores para os
genes foram construidas curvas-padrao com diluicbes em série de amostras
de cDNA de tecido tumoral e normal (pool de cDNA puro e dilui¢cdes: 1:5,
1:25, 1:125 e 1:625). Essas diluicdes foram testadas em duplicatas para
todos os genes. Os valores dos Cts para cada diluicio de cDNA e as
concentracdes respectivas de RNA (log10 RNA) foram plotados num grafico
para obtencdo da curva-padrdo. A partir da curva-padrdo foi calculada a
equacao da reta, bem como o valor da inclinacdo da reta ou slope. A
eficiéncia de amplificacao foi calculada pela férmula: E=10-1/slope — 1.

A quantificacdo dos genes alvos ou miRNA alvos nas amostras foi

AACt
obtida pelos valores de Ct aplicados na férmula 2 (LIVAK e

SCHMITTGEN, 2001). Para cada amostra, o valor de ACt foi determinado
subtraindo a média das duplicatas dos valores de Ct do gene ou miRNA de
interesse, da média das duplicatas dos valores de Ct do gene ou miRNA
referéncia. Posteriormente, para determinar o AACt, o valor de ACt de cada

amostra foi subtraido do valor da média de ACt das amostras normais. Este

-AACt
ualtimo valor foi adicionado a formula 2 e para cada amostra a quantidade

de transcrito (N vezes > ou < que o normal) foi determinada pela
comparacao com amostras de tecido normal.

As condicBes de reacdo para a andlise dos transcritos foram: 40
ciclos, com a temperatura de desnaturacao a 95°C por 15 segundos e a de
anelamento de 60°C por 1 minuto. As condicbes de reacdo para a
amplificacdo dos miRNAs foram 40 ciclos de 95°C por 10 minutos e 60°C

por 1 minuto. O Quadro 3 apresenta a lista dos genes selecionados para a
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confirmacdo dos achados, com a referéncia utilizada e os iniciadores. O
Quadro 4 mostra os miRNAs selecionados para confirmacdo dos achados, o
mMiRNA endogeno, com as sequéncias de referéncia, o codigo do ensaio

TagMan utilizado, e as sequéncias maduras e de stem-loop.

3.2.6 Critérios para a selecdao de candidatos para confirmacdo dos
resultados

Para a selecdo dos genes e dos miRNAs para a confirmacédo dos
achados, foram utilizados os seguintes critérios: genes e miRNAs que
apresentavam correlacdo inversa na analise integrada, concordancia com os
resultados obtidos na meta-andlise e que apresentavam funcdes
relacionadas ao cancer.

Os critérios utilizados para a realizacdo das meta-analises foram
relatos que realizaram perfil de expressao de transcritos e de expressao de
MiRNA em leucoplasias orais e que haviam depositados seus dados no
banco de dados do GEO (Gene  Expression  Omnibus;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/).
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Quadro 3 - Genes selecionados para confirmacéo dos achados, com o gene
referéncia utilizado, iniciadores, nUmero de acesso do transcrito e o tamanho
do amplicon (pb).

Numero de Tamanho do
G Sequéncia dos oligonucleotideos acesso dos -
ene o . amplicon
iniciadores transcritos (ob)
avaliados P
. NM_001206524.1,
F:5 NM_001206542.1;
AGAAACCTGCTCTACGAACTGT 3 NM 001230.4:
caspase 10, NM_032974.4,
apoptosis- NM_032976.3;
CASP10 related cysteine R: 5 NM_032977.3,; 122
peptidase AGAAATGCCAGGAAACTTAGGGA | XM_005246907.1;
3 XM_005246909.1,
XM_005246910.1;
XM 005246911.1
F: 5 CCCAGCAAGAAGGCGAGTTA
SRY (sex 3
SOX4 determining —; NM_003107.2 189
region Y)-box 4 R:5 CATCGGCC;.\AATTCGTCACC
NM_001184900.1;
caspase F: 5" CATCAGCCCCTCCTCCTTTC 3'| NM 001184901.1°
CARDS d;ﬁ:’;‘rztg‘:ﬁy NM_001184902.1: 91
member 8 | R:5 AGCACCCCTTTCAGGTCC 3' NM_0031839S?§1;
NM_014959.
mucosal F: 5' CACGCAGGGAGAAGTGATCC
vascular 3
MADCAM1 | addressin cell NM_130760.2 136
molecule 1 3
NM_001135943.1;
.o NM_001135944.1;
F: 5 ACCTGAAGACTGGTGAGGGT — '
3 NM_003682.3;
NM_130470.2;
NM_130471.2;
MADD activating death NM_130476.2: 87
domain R:5' XM_005253189.1;
GCTCTATGAAAACCTGATTGTGCA XM_005253196.1;
3 XM_005253199.1;
XM_005253201.1;
XM_005253203.1;
XM_005253204.1
telomerase F: 5 CCACCAAGCATTCCTGCTCA 3'| NM 001193376.1
TERT reverse NM 1982 2' ' 85
transcriptase | R:5' CTGCGTCTGGGCTGTCCT 3 _198253.
F: 5" GAGGAGCCAGGATCGAATGG
zinc finger 3
ZNF784 | rotein 784 | R: 5 ATAGGCATCCCAGGTCCAGT | \M_203374.1 130
3
hypoxanthine F: 5
guanine GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA 3’
HPRT* . - NM_000194.2 101
phosphoribosyl | R: 5 TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT
transferase 3’

*Transcrito de referéncia
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Quadro 4 - miRNAs selecionados para confirmacdo dos achados, com o
miRNA referéncia utilizado, sequéncia de referéncia, cddigo do ensaio
TagMan, e as sequéncias maduras e stem-loop.

miRNAs selecionados para a confirmacédo dos niveis de expressdo dos miRNAs

MiRNAs

Sequéncia
referéncia

Cédigo ensaio
Tagman

Sequéncia
madura

Sequéncia Stem-loop

hsa-miR-191

NR_029690.1

002299

CAACGGAAUCCC
AAAAGCAGCUG

CGGCUGGACAGCGGGCA
ACGGAAUCCCAAAAGCAG
CUGUUGUCUCCAGAGCAU

UCCAGCUGCGCUUGGAU
UucGucCcccuGcucuccy

GCCU

hsa-miR-
1228

NR_031597.1

002919

UCACACCUGC
CucGcCcccecece

GUGGGCGGGGGCAGGUG

UGUGGUGGGUGGUGGCC

UGCGGUGAGCAGGGCCC

UCACACCUGCcCuUCGCcCcCC
CCAG

hsa-miR-
4313

NR_036198.1

243064 _mat

AGCCCCCUGG
CCCCAAACCC

GAUCAGGCCCAGCccccU
GGCCCCAAACCCUGCAGC
CCCAGCUGGAGGAUGAG
GAGAUGCUGGGCUUGGG
UGGGGGAAUCAGGGGUG
UAAAGGGGCCUGCU

RNU44

NR_002750

001094

3.2.7 Andlise dos dados de expressdao génica segundo parametros

clinicos e patolégicos

As comparacdes entre os valores de expressdo de transcritos e

MiRNA determinados por RT-gPCR entre os grupos amostrais e entre as

variaveis clinicas e patolégicas foram feitas pelo teste ndo paramétrico de

Mann-Whitney quando consideradas duas variaveis, e 0os valores extremos

(outliers) foram removidos das andlises. Todas as analises estatisticas

consideraram o nivel de significancia de 5% e foram realizadas com auxilio

do software Graphpad Prism verséo 5.0.
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4 RESULTADOS

O perfil de expressdo de transcritos foi realizado em 30 das 82
amostras coletadas. Os dados de expressdo génica global foram obtidos de
um estudo prévio da equipe (dados ndo publicados) e foram analisados
novamente e utilizados para diversas comparacfes neste estudo. Dezesseis
destes 30 casos avaliados foram confirmados como leucoplasias durante a
revisdo das laminas e prontuarios. O perfil de expressdo de miRNAs foi
realizado em 12 amostras de leucoplasias onde havia RNA em guantidade
suficiente para esta analise.

Os dados resultantes da analise de expressao génica foram utilizados
para a realizacdo de comparagdes entre 0s grupos tabagistas versus nao
tabagistas, etilistas versus nao etilistas e pacientes com leucoplasias versus
pacientes com liquen plano. O fluxograma abaixo resume todas as etapas
realizadas neste trabalho e o numero de amostras utilizado em cada

comparagao.
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{ 30 casos expressao génica J Anilise
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Figura 4 - Fluxograma das etapas realizadas neste estudo e o numero de

casos utilizados em cada estratégia. Foram realizados ensaios de expressdo génica
em 30 casos de lesdes precursoras. A maioria das amostras foi utilizada na comparacgéo de
de leucoplasias versus liquen plano. Das 30 amostras com dados de expressdo génica
global, 16 eram lesdes leucoplésicas. A analise de agrupamento hierarquico supervisionado
destas leucoplasias identificou 8037 genes diferencialmente expressos na comparacdo com
o tecido normal contralateral. Foram realizadas comparacdes destes casos quanto ao uso
de tabaco e &lcool. O perfil de expressdo de microRNAs foi realizado em 12 casos, 6 deles
foram também analisados para expressdo génica global. A partir de andlises in silico,
integracdo dos dados e meta-andlises, foram selecionados os genes e miRNAs para
validacéo por RT-qPCR. L: leucoplasia; LP: liquen plano; Tab.: Tabagista; Etil.: Etilista.
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4.1 ANALISE DE EXPRESSAO DE GENICA

A andlise de agrupamento hierarquico ndo supervisionado dos 30
casos de lesbGes orais analisados revelou 208 genes com expressao
aumentada e 1.914 com expressdo diminuida (Figura 5). N&o foram
observados agrupamentos de acordo com as caracteristicas das les6es. O
dendograma da Figura 5 demonstra que n&do foram observados grupos
separando as leucoplasias de liquen plano, processo inflamatério ou outras
lesdes.

Embora as leucoplasias ndo apresentassem um perfil caracteristico
que as distinguisse das demais lesbes estudadas, elas foram analisadas
separadamente com o objetivo de tornar o conjunto amostral mais
homogéneo. Foi utilizado o programa R (version 2.10.1) para remocao de
controles e sondas contendo dados not available (NA). Foi calculada a razéo
entre (Cy3/Cy5) em Log na base 2 para todas as sequéncias e foi realizada
a média entre as probes que cobriam a plataforma, resultando em um Unico
valor. Esses dados serviram de entrada para o programa TMeV version 4.5
(http://www.tm4.org) sendo utilizada a analise pelo teste SAM (Significance
Analysis of Microarray) one-class (FDR 5% e 1000 permutacdes).

A Figura 6 representa um heatmap com os genes diferencialmente
expressos presentes exclusivamente nas leucoplasias (16 casos). A andlise
de agrupamento hierarquico nao supervisionado identificou 8.037 genes com
expressao alterada, sendo 5.364 com expressao diminuida e 2.673 genes

com expressao aumentada em relacdo ao tecido normal contralateral dos



51

mesmos pacientes. Essa andlise ndo revelou agrupamentos distintos. A
Tabela 1 mostra os principais genes alterados (log2 das maiores médias de
intensidades) na analise de expressdo génica global das 16 amostras de
leucoplasias.

O heatmap proveniente da andlise supervisionada dos dados de
expressao génica comparando os grupos de leucoplasias (18 casos: 16
leucoplasias classicas + 2 LVPSs) e liquen plano (6 casos) nao foi capaz de

separar estes dois grupos de lebes (Figura 7).
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LP = Liquen Plano F =Fibroma PE = Papiloma escamoso

L = Leucoplasia E = Eritroplasia AQ =Quelite Actinica

Figura 5 - Agrupamento hierarquico ndo supervisionado de 30 casos de

lesbes orais. Ndo foram observados agrupamentos dos casos em classes distintas

baseadas no perfil de expressao génica.
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Figura 6 - Agrupamento hierarquico nao supervisionado dos 16 casos de
leucoplasias. Nao foram observados agrupamentos dos casos em classes distintas

baseadas no perfil de expresséo génica.
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Figura 7 - Agrupamento hierarquico ndo supervisionado de 24 casos de
lesBes precursoras: 18 leucoplasias (16 L e duas LVPs) e 6 liquen plano

(LP). Esta andlise n&o permitiu observar a separagio entre estes grupos.
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Tabela 1 - Genes diferencialmente expressos obtidos a partir da analise de
16 leucoplasias comparadas com tecido normal contralateral.

GENES

Expressao aumentada Log, média Expressao diminuida Log, média
CARDS8 1,89 AMFR -1,62
MAGEE1 1,33 MT2A -1,45
ND6 1,31 MFN2 -1,42
MUC3A 1,29 SLC9A3R1 -1,40
SCTR 1,23 Al219192 -1,39
EDG5 1,19 KRT4 -1,39
CLCF1 1,10 PSKH1 -1,38
IGKV2-24 1,08 DDT -1,37
ZNF784 1,04 CDKN1C -1,36
BU561469 1,03 MBP -1,36
MYO7A 1,00 USP33 -1,34
SCGB3A2 1,00 LAYN -1,32
DUX2 0,99 BCAP29 -1,31
PRKAR1B 0,99 ATP9A -1,27
TMEM174 0,97 SFRS2IP -1,27
REXO1L1 0,97 CTGF -1,26
BC055421 0,96 CBR3 -1,25
PAQRG6 0,94 SFRS10 -1,23
TRAF1 0,94 PRDX5 -1,23
SCARAS5 0,93 LGALS3 -1,22

A tabela apresenta os 40 principais genes com maior média de intensidade de sinal (log,)

entre os 8.037 genes alterados.

Foram realizadas duas andlises supervisionadas dos dados de
expressao génica considerando somente os 16 pacientes com leucoplasias.
Na primeira analise foi realizada a comparacdo entre individuos que
apresentavam o habito tabagista versus ndo tabagista (Figura 8). Na
segunda analise 0s pacientes que apresentavam habito etilista foram
comparados com que ndo eram etilistas (Figura 9). Nas duas analises foi
possivel verificar grupos distintos entre os usuarios de tabaco e alcool e
agueles ndo usuarios, porém nao foi possivel observar um agrupamento de

categorias dos habitos.
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Figura 8 - Agrupamento hierarquico supervisionado de 16 leucoplasias
segundo o habito tabagista. Foram observadas duas classes distintas baseadas no
perfil de expressdo génica. N = n&o apresenta hébito tabagista, S = apresenta habito
tabagista. As cores representam: azul = ndo apresenta habito tabagista; verde = hébito leve

ou moderado; vermelho = habito pesado.
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Figura 9 - Agrupamento hierarquico supervisionado de 16 leucoplasias
segundo o habito etilista. Foram observadas duas classes distintas baseadas no perfil

de expressdo génica. N = ndo apresenta habito de consumo de &lcool, S = habito etilista. As
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cores representam: azul = ndo apresenta habito etilico; verde = habito leve ou moderado;

vermelho = habito pesado.
O Quadro 5 apresenta os 24 genes alterados obtidos pela

comparacao entre pacientes com e sem o habito tabagista, destes, oito
genes apresentaram expressdo diminuida e 16 expressdo aumentada. Em
relacdo ao habito etilista, 533 genes apresentaram expressao diferenciada,
sendo 41 genes com expressdo aumentada e 492 genes com expressao
diminuida. No Quadro 5 estdo representados os 20 genes de ambas as
andlises com maiores fold change.

Ainda com relacdo aos genes diferencialmente expressos dessa
analise, foi realizado um enriquecimento génico com a utilizacao do software
Ingenuity Pathway Analysis (IPA) para identificar as vias e processos
bioldgicos significativamente relacionados (p<0,05). Os dados estdo

apresentados na Tabela 2.

Quadro 5 - Genes diferencialmente expressos obtidos a partir de analises
de pacientes com habitos tabagistas e etilistas.

Genes

Analise Expressdo aumentada Expresséo diminuida

Tabagistas FOXF1, THC2612796, SULTI1AS, ADAMY, FOSL2, RABI1A,
versus néo HRH3, C200rf108, THC2644672, PPP1R3B, C160rf69, INPP5A,
tabagistas SLC22A15, FSCN2, SLC34A1, LOC732221, BTN2A1

ALG1, OR8UL1, GRIKS,

ENST00000337025, OR52K2,

FLJ22659, OR7E5P
Etilistas HBB, KIAA0404, SOCS3, CXCL14, BQ184357, YOD1, SLC24A3,
versus ndo | FPGS, LOC641522, AK094571, DKFZp761P0423, ZDHHC20,
etilistas SDF2L1, GPR68, PXMP4, GGN, CR601694, AK025704, PARDGB,

CTA-246H3.1, AKR1B10, AJ295984, DUSP4, FCHO2, AK098478,
THC2563227, HSPG2, TRMT1, ALS2CR2, OBFC2A, SLC31A2,

PLA2G2F, THC2644870, C200rf185 THC2545456, SWAP70,
CR621447, RNF141, HECTD1,
C18orf25

Foram detectados 24 genes diferencialmente expressos na comparacdo com o habito
tabagista, 0os quais sdo apresentados abaixo; e 533 genes relacionados ao consumo de
alcool, sendo apresentados apenas os 20 genes com maior fold-change.
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Tabela 2 - Enriguecimento para os 533 genes diferencialmente expressos
obtidos na analise considerando habito etilista.

Anotacédo | Categoria p-valor | Gene
PB Biosintese de carboidratos | 0,013 B4GALT2, GMDS, MAT2B,
MGATL1, PPP1R3C
PB Metabolismo de 0,026 ACOX1, CYP4F8, HPGD
prostaglandinas
PB Metabolismo de 0,027 FBS1, MAT2B, PPP1CB, PPP1CC,
polissacarideos PPP1R3C
PB Catabolismo de 0,034 ADAM20, ADAM33, ADAMY,
macromoléculas ARIH2, CASP10, CTSB, CTSL2,
DEDD2, FBXO3, METAP2,
NEDD4L, NPEPPS, PCSK5,
PRSS2, PSMD14, SERPINBG,
UBAP1, UCHL5, USP16, USP25
PB Catabolismo proteico 0,047 ADAM20, ADAM33, ADAM9,
ARIH2, CASP10, CTSB, CTSL2,
FBXO3, METAP2, NEDDAL,
NPEPPS, PCSK5, PRSS2,
PSMD14, SERPINB6, UBAPL1,
UCHL5, USP16, USP25
VvC Sinalizagdo AMPK 0,021 KAT2B, PFKP, ADRA1D
VC Via da apoptose 0,021 ACIN1, CASP10
VC Sinalizagdo CDC42 0,021 ITGB1, RALA, PPP1CB
VC Biossintese de folato 0,021 FPGS
vC Controle do ciclo celular 0,033 CDK7, MYC, CDKN2B, HDACS,
Gl/s KAT2B, CDK7
VvC Sinalizagdo ERK/MAPK 0,035 ITGB1, MYC, PPP1CC, PLA2G2F,
MOS, PPP1R3C, PPP1CB,
PPP1R11, DUSP4, RAP1A, EIF4AE
vC Sinalizagédo da CD27 em 0,036 MAP3K9, MAP3K10
linfécitos
VC Degradacéo da acetona e 0,038 CYP4F8
Bupropion
VvC Sinalizagdo CDK5 0,045 ITGB1, PPP1CC, PPP1R3C,
PPP1CB, PPP1R11
VvC Sinalizagdo NOTCH 0,047 LFNG, PSENEN

PB=Processo Bioldgico; VC=Vias canbnicas

Andlise realizada pelo software Ingenuity Pathway.
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Foram obtidos cinco processos bioldgicos significativos associados
aos genes diferencialmente expressos (biossintese de carboidratos,
metabolismo de prostaglandinas, metabolismo de polissacarideos e
catabolismo de macromoléculas) e dez vias candnicas (sinalizacdo da
AMPK, via da apoptose, sinalizacdo da CDC42, biossintese de folato,
controle do ciclo celular G1/S, sinalizacdo do ERK/MAPK, sinalizacdo da
CD27 em linfécitos, degradacdo da acetona e bupropion, sinalizacdo da
CDK5 e sinalizacdo do NOTCH). Dentre os genes avaliados € possivel
destacar o PPP1R3C e PPPI1CB, identificados em maior frequéncia,
seguidos pelos genes ITGB1, CASP10 e PPP1C.

Ainda com relacdo aos genes diferencialmente expressos obtidos
pela analise dos pacientes com habito tabagista e etilista, foi avaliada a
diferenca entre as vias enriquecidas desses genes, em ambas as analises,

pelo software IPA (Figura 10).
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Figura 10 - Comparagcdo entre as vias enriquecidas para genes

diferencialmente expressos com relagéo ao habito tabagista e etilista.
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4.2 ANALISE DO PERFIL DE EXPRESSAO DE miRNAS

Para a andlise do perfil de expressdo de miRNAs foram utilizadas
amostras de doze pacientes com leucoplasias e 12 amostras de tecido
normal contralateral; seis leucoplasias foram também avaliadas para a
expresséo de transcritos. Dentre as 24 amostras utilizadas (leucoplasia e
controle contralateral), sete foram excluidas (duas amostras de leucoplasia e
cinco amostras de tecido normal contralateral) por apresentarem baixa
intensidade de marcacdo e ndo passarem nos critérios de qualidade do

fabricante (Figura 11).
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Figura 11 - Classificacdo das amostras utilizando a analise de componentes
principais (Principal Component Analysis — PCA) nos ensaios de expressao

de miRNA. (A): o grupo destacado pelo circulo vermelho pontilhado apresentava baixo
sinal de marcacdo e ndo atingiu todos os critérios de qualidade exigidos pelo fabricante.
Estas amostras foram removidas da analise. (B): PCA incluindo apenas as amostras com
boa qualidade segundo as recomendac8es do fabricante. N&o foi observada uma separacéo

perfeita entre as amostras normais e as leucoplasias.
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Apoés a andlise estatistica (comparacao de classes — teste t) utilizando

o software BRB arrays tools e Gene Spring GX, foram obtidos 13 miRNAs

com expressao diminuida nas leucoplasias em relacdo aos tecidos normais

(Tabela 3). A Figura 12 representa um heatmap da analise supervisionada

dos miRNAs alterados nas leucoplasias.

Tabela 3 - Relacédo dos 13 miRNAs que apresentaram expressao diminuida
nas leucoplasias em relacéo ao tecido normal.

Média de Média de intensidade
Valor de p FDR | intensidade nas no tecido normal |Fold- change MiRNA
leucoplasias contralateral

0,001 0,057 93,69 126,16 0,74 hsa-miR1238
0,001 0,057 85,7 119,08 0,72 hsa-miR-1280
0,002 0,057 114,98 140,4 0,82 hsa-miR-1234
0,002 0,057 126,83 164,74 0,77 hsa-miR-940
0,003 0,057 105,62 132,53 0,8 hsa-miR-1228
0,004 0,070 92,89 118,09 0,79 hsa-miR-191
0,005 0,077 101,94 127,64 0,8 hsa-miR-4313
0,021 0,251 64,67 94,79 0,68 hsa-miR-149
0,024 0,251 66,87 93,92 0,71 hsa-let-7f-1
0,028 0,251 7,34 45,05 0,16 hsa-miR-550a
0,030 0,251 66,4 94,66 0,7 hsv2-miR-H24
0,030 0,251 6,14 45,77 0,13 hsa-miR-563
0,049 0,374 3,75 30,66 0,12 hsa-miR-4312

FDR: False Discovery Rate; L: Leucoplasia; N: Normal;
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Figura 12 - Heatmap mostrando as alteracées nos niveis de expressao de

MiRNAs em oito leucoplasias e sete tecidos normais contralaterais.

Entre os 13 miRNAs encontrados com expressdo diminuida nas
leucoplasias, sete apresentaram FDR<0,08: hsa-miR-1238, hsa-miR-1280,
hsa-miR-1234, hsa-miR-1228, hsa-miR-191, hsa-miR-4313 e hsa-miR-940.
Estes sete miRNAs foram submetidos a analise in silico utilizando o banco
de dados TargetScan. O objetivo dessa estratégia foi identificar os genes
alvos preditos para serem regulados por estes miRNAs. N&o foram
detectados alvos preditos para o hsa-miR-1280 e, portanto, os dados foram
obtidos para seis miRNAs (hsa-miR-1238, hsa-miR-1234, hsa-miR-1228,
hsa-miR-191, hsa-miR-4313 e hsa-miR-940) (Quadro 6).

Foram identificados 1.688 genes alvos na analise in silico utilizando o
banco de dando TargetScan, porém foram selecionados somente 0s genes
com alta e moderada predicdo e genes experimentalmente preditos,
resultando em 726 genes. Os miRNA hsa-miR-4313, hsa-miR-940 e hsa-
miR-1228 regulam um maior numero de transcritos, 267, 213 e 118
transcritos, respectivamente. Os seis mIRNA avaliados e os dados da

analise in silico estdo apresentados no Quadro 6.
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Quadro 6 - Andlise in silico dos miRNAs alterados. A predicdo dos genes
alvos dos miRNAs foi realizada utilizando o algoritmo de predicdo de alvos

TargetScan.
miRNA N° de Gene preditos
genes Predicéo alta Predicdo moderada
preditos
CUX1, CYP1A2, INSIG2, MKRN1,| AAK1, ABLIM2, AMFR, DDX3X
NFE2L1, P4HAZ2, PCBD2,| ANXAS8L2, ATP1B3, BCL2L2
hsa-miR-1228 118 SERBP1, SNRNP48, SSC5D,| BCLAF1, CRIPT, BIRC3, BNIPL
UBE2D2, ZNF2, ZNF554 CARDS8, CASP10, CRY2, CD59
CEBPG, CLIP1, COX16, CCDC115
CCNL2
ATP6VOB, C200rfl12, CD59,| ANKS1A, ATF3, ATP6VOAL
EFHD2, GNE, PAQR6, PLA2G15,| Clorf56, GSE1, CAMK2N1, CDH23
PTCD1, STX18, SYDE1, ZC3H4 CDKNL1C, CEBPG, GPD1
hsa-miR-1234 59 CORO2A, CREB3L2, CRY2
CRYL1, CTSA, D2HGDH, EHD1
EHF, FAM129B, FGD4
SH3D19, ZNF92 BRWD1, BTBD7, C160rf52, CD55
ERBB3, FAM120A0S, FBLN1
FBXL16, 1D4, ILDR1, LAMB3
hsa-miR-1238 25 NEMF, NT5C2, NUP50, PABPN1
PTPRA, RCC2, RECQL5, RNASE7
SASH1, SRSF4, VASP, YTHDF2
CTDSP2, DCTN4, LRRC8A, NFIA,| ADAM9, ASTN2, ATP6V1D, BICD2
OXSR1, PHC2, PLCD1, RCC2,| NKX3-1, Cl6orf52, CAPZA1
SOX4, WSB1, ZCCHCB8, ZNF362 COPS4, DDX6, EGR1, FCHO2
hsa-miR-191 44 FOPNL, GNG4, HARS, ITPR3
KIAA0930, MCURL, MGST3
MORF4L2, NCOR1
ABHD2, AIF1L, ALG1, AMICAL,| ALDH4A1, ARHGEF4, HM13
AQP1, ATOX1, ATP6V1E1l,| MEX3D, ADAM8, ADCY9, AHNAK
ATP9A, B4GALT2, BCL2L11,| AKT2, ALPP, ANKS1A, APOPT1
hsa-miR-4313 267 C19o0rf25, CRHR1, CTDSP1,| AQP3, ARF6, ARHGEF18, ARLS8A
CUX1, D2HGDH, DGCR2, EMCS,| ATG12, ATP2B3, B4GALT1, BAG1
ENTHD2, ESRRA, FAM214B BAGALT3
ABLIM2, AMFR, BAIAP2, BMS1,| OTOF, TPM3, AGFG2, AKR7A2
NCOA4, C1lorf3l, CALCOCO2,| AKT2, ALG1l, ALS2CL, AP2S1
hsa-miR-940 213 CPA4, CTDSP1, CXCR2,| ARHGAP1, ASAP2, ATG9B, BBS5
CYP1A2, CYP2B6, DNAJCS,| BIRC3, BNIPL, BSPRY, BTG2
FUT6, GTF2H5, KCNK3, LPIN1,| Cl120rf44, C160rf70, C200rfl12
NHSL1, MAPKBP1, NDUFB4 C60rf106, SLC34A1

Genes diferencialmente expressos na andlise de pacientes com habito tabagista estdo
destacados em vermelho e genes diferencialmente expressos na analise de pacientes com
habito etilista estdo destacados em azul.
Na tabela estdo representados até 20 dos genes alvos preditos de serem regulados por

esses miRNAs.
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Foi realizada uma comparacdo entre os genes alvos dos miRNAs
descritos no algoritmo de predicao de alvos de miRNAs TargetScan, com os
genes diferencialmente expressos identificados nas analises considerando o
hébito tabagista (24 genes diferencialmente expressos) e etilista (533 genes
diferencialmente expressos) obtidos do presente estudo. Essa analise
resultou em dois genes alvos de miRNAs (SLC34A1 e ADAM9) relacionados
ao habito tabagista e 96 genes alvos de miRNA relacionados com o hébito
etilista (Quadro 6). As vias relacionadas a estes genes esta apresentada na

Figura 13.
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Figura 13 - Comparacdo entre vias enriquecidas para genes alvos de
MiRNA e genes diferencialmente expressos das analises considerando o

habito tabagista e etilista. Para essa andlise foi utilizado o software Ingenuity

Pathway Analysis (IPA). GDE=Genes diferencialmente expressos.



63

4.3 ANALISE INTEGRADA

Foi realizada uma andlise integrada utilizando os 2.673 genes com
expressdo aumentada (resultantes da analise dos 16 casos de leucoplasias)
e 0s seis mMIRNAs que apresentaram expressao diminuida (hsa-miR-1238,
hsa-miR-1234, hsa-miR-1228, hsa-miR-191, hsa-miR-4313 e hsa-miR-940).
Para a identificacdo dos genes regulados pelos mMiRNAs alterados,
inicialmente foi realizada uma andlise in silico que identificou 726 alvos
preditos a serem regulados por esses miRNAs (predicdo alta e moderada;
Quadro 9). Considerando apenas a integracdo entre os 2.673 genes com
expressdo aumentada e os 726 alvos de miRNAs, foram identificados 131

genes, apresentados na Figura 14 e no Quadro 7.

hsa-miR-1238
hsa-miR-1234

hsa-miR-1228 726 131 2.673

hsa-miR-191
hsa-miR-4313
hsa-miR-940

@ Genes alvos preditos dos miRNAs

© Expressao génica aumentada

Figura 14 — Diagrama de Venn representando a interseccdo entre as
andlises de expressao génica global e andlise de predig&o in silico. Interagio
entre os genes alvos preditos dos miRNAs com expressdo diminuida (miRNAs hsa-mir-
1238, hsa-mir-1234, hsa-mir-1228, hsa-mir-191, hsa-mir-4313 e hsa-mir-940) e os genes
com expressdo aumentada na analise de expressao génica global. A integracdo destes

dados resultou em 131 genes com expressdo aumentada regulada pelos seis miRNAs.
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Quadro 7 - Resultado da analise integrada entre os resultados da expressao

de transcritos e dos miRNAs diferencialmente expressos.

miRNA Cromossomo

Genes

hsa-miR-1228 22

CYP1A2, ZNF2, LYRM4, NBPF3, HCARS,
RABEP1, TMEM35, SFXN3, PPID, FAM90A1,
GPR37L1, H6PD, ZNF784, CARDS,

hsa-miR-1234 8

PTCD1, SYDE1l, PLA2G15, PAQR6, MEXSD,
D2HGDH, PLEKHG5, PRR11, CDH23, POLRSH,
TERT, GPD1, SCARA5, LOC100288562/RE,
XO1L1, PRKAR1B

hsa-miR-1238

ILDR1

hsa-miR-191 3

DCTN4, ZNF362, ASTN2, SIN3B

hsa-miR-4313 15

AQP1, FAM214B, D2HGDH, ALG1, PDEAC,
NRSN2, MYOG, NLGN2, SYDE1, TMEM164, ID1,
MADD, GPC2, NAT9, ZDHHCS8, ZNF362, CRHR1,
ABHD2, C19orf25, MEX3D, ALDH4Al1, DCTNZ2,
PTCD1, KLK2, GSTM5, ARL8A, CPN2, PLEKHGS5,
ALPP, PRSS53, SMYD5, ATP2B3, NAB2, MAN1A2,
SYT2, DUSP15, C1lorf42, DCTN2, PTCD1, KLK2,
GSTM5, ARL8A, CPN2, PLEKHGS5, ALPP,
PRSS53, SMYDS5, ATP2B3, NAB2, MAN1A2, SYT2,
DUSP15, Cllorf42, TBKBP1, GPR114, PIP5K1C,
GIPR, NPHS1l, BCAM, EGFL8, GPD1, OPAS,
TAOK2, MEF2D, NAGS, STMNZ2, IL10RA, SH3BP2,
MESP1, CPNE7, ZDHHC22, S1PR2

hsa-miR-940 16

NHSL1, CYP1A2, THEMS, TBCD, CYP2B6,
PFKFB3, STMN2, SEMA4B, OTOF, OTOF, SSR3,
NCEH1, TJP2, CD4, CPN2, GBP6, BBS5, ALG1,
PLEKHGS5, SV2A, PSPH, SFXN3, SYT2, ZNF418,
THY1, TNK2, CCDC120, ZFP36L1, NUDT16L1,
GPR37L1, ODF4, PLAC4, ALS2CL, RTEL1,
ILIORA, NCKAPSL, TEAD3, MADCAM1, CRHR1,
KRT71, METTL21B, ZNF784

Foram detectados 131 genes e 6 miRNAs que apresentavam correlagdo inversa e que

apresentavam predi¢cdo alta a moderada.
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A relacdo entre os genes alvos e miRNAs identificados na analise de

integracdo de dados, esta apresentada na Figura 15. A maioria dos genes

alterados estavam relacionados com as funcbes de manutencdo génica,

organizacéo e destino celular, traducéo, transcricdo e metabolismo.
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Figura 15 - Interacdo entre os mMIRNAs com expressdo diminuida e

transcritos com aumento da expressao (imagem gerada usando o software

NAViIGaTOR). O triangulo para cima representa os genes com expressdo aumentada e

os losangos representam os miRNAs. A linha pontilhada representa a intera¢do de um gene

alvo com mais de um miRNA regulador. Os processos bioldgicos foram representados por

cores, de acordo com a legenda.
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Os genes resultantes desta analise foram avaliados pelo programa
Ingenuity Pathway Analysis, identificando redes de interacdes envolvidas
com metabolismo de drogas, sinalizacéo e interacéo celular, resposta celular
a terapéuticos, transporte molecular, resposta inflamatéria, doencas
hereditarias e metabolismos de carboidratos. A Tabela 4 apresenta os dados
do enriquecimento génico como resultado das alteracbes encontradas no

estudo com as leucoplasias.

Tabela 4 - Principais funcdes biolégicas e genes encontrados no
enriquecimento realizado pelo IPA.

Principais biofuncdes nas leucoplasias

Biofuncbes p-valor Genes

Montagem e organizacao celular 1,19E-04 OTOF, PIP5K1C, SV2A, SYT2
Transporte molecular 1,19E-04 OTOF, PIP5K1C, SV2A, SYT2
Movimento celular 2,67E-04 OTOF, PIP5K1C, SYT2
Metabolismos de drogas 4,89E-04 CYP1A2, CYP2B6

Cancer 9,07E-04 ID1, TERT

As principais funcdes biolégicas representadas no Quadro 8 sdo das
categorias montagem e organizacao celular, sendo a exocitose de vesiculas
a mais significativa, envolvendo os genes OTOF, PIP5K1C, SV2A e SYT2.
Na categoria do metabolismo de drogas, 0s genes alterados mais
importantes foram o CYP1A2 e CYP2B6 do complexo do citocromo 450.
Com relacdo ao cancer, a imortalizacdo de queratinécitos envolvendo os

genes ID1 e TERT foi mais representativa nas leucoplasias.
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44 META-ANALISE

Para comparar se a expressdo de transcritos obtidos no presente
estudo corroboram com os estudos de leucoplasias da literatura, foi
realizada uma meta-analise considerando os estudos de GUMUS et al.
(2008) (GSE10063) (realizado em 30 amostras pareadas de linhagens de
leucoplasias e amostra controle) e SAINTIGNY et al. (2011) (GSE26549)
(realizada em 86 amostras de leucoplasias), disponiveis no GEO. Foram
selecioandos os estudos que haviam realizados analise de expressao de
transcritos e de miRNAs em amostras de leucoplasias, e que haviam
depositados seus dados no GEO. Vinte e sete genes apresentaram
expressdo aumentada e 44 genes apresentaram expressao diminuida

concordantes com os achados do presente estudo (Quadro 8).

Quadro 8 - Genes identificados apds a meta-andlise utilizando os resultados
do presente estudo e os descritos por GUMUS et al. (2008) e SAINTIGNY et
al. (2011).

GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS

ZNF554, ESRRA, PPCDC,KCNG1, SYNPO2L, SOX4,
C200rf112, CXCR2, CASP10, ZNF493, MRPL49, RALGPS1,
TBC1D9B, RFX1, CAMKK1, NUBP2, ZNF219, FUT2, CRYL1,
RECQLS5, FUTS5, PQLC1, HS6ST1, MEFV, PTPRU, NFEZ2,
PHLDA3, KCNKS, KIAA1522, FUT7, CRY2, GPT2, TMEM95,
DGCR2, PTDSS2, ECEL1, CDC42BPG, GNAZ

Expressédo diminuida

SSR3, DCTN4,NHSL1, NCEH1, TJP2, NBPF3, AQP1, MEX3D,
ARL8A, RABEP1, PSPH, NAB2, TERT, ZFP36L1, TMEM164,
ID1, MADD, MEF2D, PFKFB3, NAGS, NCKAP5L, MADCAM1,
ABHD2, ZNF784, S1PR2, CARDS8

Expressdo aumentada
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Também foi realizada uma meta-analise para avaliar se a expressao
dos miRNAs identificados no nosso estudo estavam de acordo com o0s
dados disponiveis em literatura. Foram utilizados os dados de XIAO et al.
(2012) e de CERVIGNE et al. (2009) cujos resultados estavam disponiveis
em banco de dados do GEO (http://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/). Foi
observado concordancia entre dois miRNAs do estudo de XIAO et al. (2012)
(hsa-miR-1228 e hsa-miR-191) e um miRNA do relato de CERVIGNE et al.
(2009) (hsa-miR-191) que também apresentaram expressdo diminuida no
nosso estudo (Quadro 9). Sendo assim, foram selecionados os miRNAs hsa-
miR-1228 e hsa-miR-191 encontrados na meta-andlise no presente estudo,
e 0 hsa-miR-4313 também encontrado na analise integrada e com maior

namero de genes preditos na analise in silico.

Quadro 9 - miRNAs indicados pela meta-andlise utilizando os dados de
XIAO et al. (2012), CERVIGNE et al. (2009) e os obtidos no presente estudo.

mMiRNA Estudo atual XIAO et al. (2012) CERVIGNE et al. (2009)

hsa-miR-1228 | expressédo diminuida | expresséo diminuida

hsa-miR-191 | expressao diminuida | expressdo diminuida expressédo diminuida
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4.5 ANALISE DE CONFIRMACAO DOS ACHADOS POR RT-gPCR

Foram selecionados os miRNAs hsa-miR-191, hsa-miR-1228 e o hsa-
miR-4313 e os genes CARDS8, CASP10, MADCAM1, MADD, TERT, SOX4 e
ZNF784 para a confirmacao dos achados por RT-gPCR. O critério utilizado
foi a incluséo de genes e miRNAs que apresentavam correlagcéo inversa na
andlise integrada e concordancia com os resultados obtidos na meta-
andlise.

Na andlise de expressdo global dos miRNAs, foram selecionados
agueles que apresentaram expressdo diminuida (hsa-miR-191, hsa-miR-
1228 e 0 hsa-miR-4313). O Quadro 10 apresenta os miRNAs e 0s genes
alvos preditos. Foram também selecionados os genes SOX4 e CASP10 que
apresentaram baixos niveis de transcritos por estarem relacionados com
varios processos envolvidos em doengas proliferativas como por exemplo
apoptose, sistema imune e diferenciacao celular.

A confirmagéo dos miRNA e transcritos foi realizada por ensaios de
RT-gPCR apenas em amostras de leucoplasias. Oito amostras de
leucoplasias foram utilizadas para os ensaios de miRNA, sendo 5 amostras
independentes, enquanto que para 0s ensaios de expresséo dos transcritos
foram avaliadas dez amostras, das quais duas n&do foram avaliadas para
expressao génica global. Havia uma quantidade muito limitada de RNA para

a realizacédo dos ensaios.
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Quadro 10 - miRNAs e genes alvos resultantes da analise integrada
presentes nas meta-andlises que apresentaram correlacdo inversa e
concordancia com os achados deste estudo.

miRNA Gene

hsa-miR-1228 | NBPF3, RABEP1, ZNF784, CARDS }

hsa-miR-191 § DCTNa t

hsa-miR-4313 § AQP1, ARLBA, NAB2, TMEM164, ID1, MADD, MEFZD,
NAGS, ABHD2, S1PR2 4

hsamiR-1234 ¥ MEX3D, TERT ¥

hsa-miR-940 SSR3, NHSL1, NCEH1, TJP2, PSPH, ZFP36L1, PFKFB3,
NCKAP5L, MADCAM1 4

Em negrito os genes/miRNAs selecionados para validacao.
Além dos descritos na tabela, os genes SOX4 e CASP10 foram incluidos para a

confirmagé&o dos achados.

Todos os miRNAs identificados no estudo aparecem envolvidos em
processos tumorais, em especial o hsa-miR-1228 e o hsa-miR-191 (Quadro

11).
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Quadro 11 - Relatos em literatura que associaram os miRNAs selecionados
para a confirmagéo dos achados.

miRNAs Genes alvo Literatura Canc.eres
associados
Jia et al. 2013; Torres et L .
hsa-miR-1228 (’\‘jiFPeE% RABEPL, | a1l 2013; Katayama et al. Gaesrfgg‘:ﬁé't?gdo’
2012; Guled et al. 2009 )
Izzotti et al. 2009; Patnaik
et al. 2010; Shen et al. .
2010; Colamaio et al. m'?g?g]daé liglci)errrgltaal
hsa-miR-191 | DCTN4 2011 He et al 201L 1 o ohoma, tiredide,
Poliseno et al. 2012; Di figado, OVArio
Leva et al. 2012; Garzon I’ ~ ’
et al. 2008; Qin et al. pulmao.
2013
AQP1, TMEM164,
ID1, MADD,
hsa-miR-4313 | ABHD2, ARLSA, - -
NAB2, MEF2D,
NAGS
hsa-miR-1234 | MEX3D, TERT Liu et al. 2014 Nasofaringe
NHSL1, PFKFB3,
SSR3, NCEH1,
TJP2, PSPH,
hsa-miR-940 ZFP36L1, Lui et al. 2007 Renal
NCKAPS5L,
MADCAM1,
ZNF784

Estes miRNAs foram obtidos apés a analise integrada e meta-analise.

Foi detectada expressdo aumentada dos genes MADD (p = 0,042) e
ZNF784 (p = 0,009) na comparacdo com o tecido normal contralateral e
usando o HPRT como gene enddgeno (baseado em resultados anteriores do
grupo em amostras da cavidade oral). Foi observado aumento
marginalmente significativo da expressdo do gene MADCAM1 (p = 0,071).
Os demais genes nado apresentaram diferengas significativas: CARDS8 (p =

1,00), CASP10 (p = 0,934), SOX4 (p = 0,905) e TERT (p = 0,829) (Figura

16).
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Figura 16 - Andlise de expressdo dos transcritos em amostras de
leucoplasias e tecido da mucosa oral normal contralateral apés a analise

integrada e meta-analise. Foi observado aumento significativo nos niveis de expresséo

para os genes MADD e ZNF784 (*p < 0,05) nas amostras de leucoplasias.

Os miRNAs alvos foram normalizados pelo miRNA endégeno RNU44
(baseado em resultados anteriores do grupo em amostras da cavidade oral).
Os miRNAs hsa-miR-1228 e hsa-miR-4313 nao apresentaram diferencas
significativas na comparacdo com o tecido normal contralateral (p = 0,976 e
p = 0,799, respectivamente), embora apresentassem tendéncia a expressao
diminuida nas leucoplasias (Figura 17). Nao foi possivel analisar o hsa-miR-

191, pois os Cts foram indeterminados.
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Figura 17 - Andlise da expressdo dos miRNAs por RT-gPCR nas lesbes
leucoplasicas comparadas com o tecido normal contralateral. Nzo foram

observadas diferencas significativas.
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5 DISCUSSAO

Véarios dados em literatura indicam que os carcinomas orais podem
surgir a partir de lesdes potencialmente malignas, envolvendo um processo
de mudltiplas etapas seguido por varios graus de displasia epitelial até o
carcinoma invasivo (REDDI e SHAFER 2006; CASTRO JUNIOR et al. 2008;
HO et al 2012; ARDUINO et al. 2013). A leucoplasia € uma das lesdes orais
mais comuns e a deteccdo de marcadores moleculares pode ser util para
identificar estagios iniciais do processo tumoral e também novos alvos
terapéuticos.

As coletas das lesdes e tecidos normais contralaterais foram
realizadas com o auxilio de uma escova e a quantidade de células obtidas
era limitada. As células eram armazenadas em tubos de 10mL contendo
solucéo salina, o que dificultava a precipitacdo Le obtencéo das células por
centrifugacéo. A partir deste material, deviam ser extraidos o DNA e 0 RNA,
e consequentemente a quantidade obtida de acidos nucleicos era baixa,
além de qualidade muitas vezes indesejavel para os procedimentos. O
método de obtencdo da amostra foi adotado por ter sido aprovado entre os
grupos colaborativos de um projeto internacional do qual este faz parte. O
kit pré-definido para as extracfes era baseado na digestdo enzimatica com
proteinase K e precipitacdo com cloreto de sodio, o que comprometia a
qualidade das amostras e apontava a necessidade de purificacdo por

estratégias baseadas em colunas, levando a perda de mais material. O fato
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das amostras terem sido purificadas para a realizacdo dos ensaios de
expressao global levou ao término da maioria delas, justificando o baixo
namero amostral utilizado nas analises de miRNA e de RT-gPCR usada
para a confirmacao dos resultados. Vale ressaltar que estas amostras foram
coletadas em periodo de dois anos antes do seu inicio.

Neste estudo utilizamos dados de expressdo génica global de 30
casos de lesdes pré-malignas variadas e avaliamos a expressdo de miRNAs
em 12 casos de leucoplasias. Entre os 30 casos avaliados, 53,3%
apresentavam leucoplasias, 20% liquen plano, 6,6% eritroplasias, 6,6%
queilite actinica, 6,6% leucoplasia verrucosa proliferativa, 3,3% fibroma e
3,3% papiloma escamoso. Embora ocorram diferencas morfolégicas e
clinicas, o resultado do perfil de expressao dos transcritos codificadores néo
mostrou diferencas entre as lesfes. Uma possivel explicacdo € o numero
limitado de amostras dos diferentes subtipos incluidos no estudo.

Pelo fato da maioria das amostras avaliadas ser leucoplasias (N = 18,
16 leucoplasias puras + 2 leucoplasias verrucosas proliferativas) e liquen
planos (N = 6), a primeira analise realizada foi um agrupamento hierarquico
supervisionado entre estes dois grupos. As leucoplasias correspondem as
lesbes predominantemente brancas, podendo ser homogéneas ou ndo, com
ou sem displasias, sendo a presenca de displasia associada ao risco
aumentado de progressdao para o cancer (AXELL et al. 1996;
WARNAKULASURIYA et al. 2007; RIBEIRO et al. 2010). O risco das
leucoplasias progredirem para o cancer varia de 0,13 a 17,5%. Neste estudo

apenas um caso evoluiu para CCE, e nele estavam presentes todos os
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genes selecionados para validacdo, além de outros genes como o HBD e
HBB envolvidos com hemoglobina, o IL18 que codifica interleucina, o LNX1
associado a ubiquitina e o gene SAMD9, com funcdo de regulagdo da
proliferacéo celular e apoptose.

O liguen plano é uma lesédo resultante de uma inflamacéo cronica e
gue raramente sofre regressao espontanea. Devido a falta de conhecimento
sobre o liquen plano, recomenda-se que o seu diagndstico clinico e
histopatolégico seja baseado nos critérios da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) (RAD et al. 2009; GARCIA-GARCIA et al. 2012), o qual foi
adotado neste estudo. A lesdo se inicia por agentes enddgenos ou
exdgenos, que podem induzir necrose em células basais. Uma série de
fatores pode modificar o curso da lesédo, afetando a recuperacdo e a
resposta a terapia. No estudo de GARCIA-GARCIA et al. (2012), a taxa de
transformacao maligna do liquen plano variou de 0% a 12,5%.

O presente estudo demonstrou ndo haver uma assinatura genética
especifica para as leucoplasias e os liquen planos. Sabe-se que as duas
lesbes tem potencial para progredir para estagios malignos (CASTRO
JUNIOR et al. 2008), porém poucos relatos em literatura avaliaram a
expresséo génica global em amostras de lesdes orais (ODANI et al. 2006;
KONDOH et al. 2007; GUMUS et al. 2008; KURIBAYASHI et al. 2009;
SAINTIGNY et al. 2011). Os relatos que possuem dados disponiveis em
bancos de dados publicos (GUMUS et al. 2008; SAINTIGNY et al. 2011)
avaliaram amostras ou linhagens de leucoplasias, mas nenhum avaliou

amostras de liquen plano. SAINTIGNY et al. (2011) avaliaram o perfil de



77

expressdo génica em 86 pacientes com leucoplasias, dos quais 35
desenvolveram CCE (média de seguimento de seis anos). Os autores
encontraram 2.182 genes diferencialmente expressos e a analise de vias
funcionais mostrou associagdo com a magquinaria proteassomica, MYC e
componentes ribossomais associados ao cancer. Além disso, 0s genes com
expressdo diminuida foram relatados em outros estudos associados ao
desenvolvimento tumoral. Em nosso estudo, o tempo de seguimento dos
pacientes avaliados foi, em média, de trés anos, havendo apenas um unico
caso que evoluiu para CCE, ndo sendo possivel fazer a comparacao entre
0S casos que evoluiram e ndo evoluiram, nem uma avaliacdo de progressao
das lesdes.

Considerando que o consumo de alcool e o uso de tabaco sdo os
principais fatores etioldgicos associados com 0s carcinomas de vias aéreas
digestivas superiores, foi avaliado se havia uma assinatura genética
caracteristica dessas lesdes quanto aos dois habitos. Os resultados aqui
obtidos demonstraram, confirmando dados da literatura, que h& diferenca
nos niveis de expressdo génica entre os grupos de pacientes que
apresentavam ou ndo o habito tabagista e ou etilista (BANOCZY et al. 2001;
LEE et al. 2003; DU et al. 2007; ZHANG et al. 2007; GUMUS et al. 2008;
WARNAKULASURIYA 2009; LIMA et al. 2012; SUJATHA et al. 2012). Em
relacdo ao habito tabagista, foi detectado no presente estudo o aumento de
expressao de 16 genes, entre eles o EML2, descrito previamente com
aumento de expressao em epitélio de fumantes (SRIDHAR et al. 2008). O

gene FOXF1 foi relacionado com consumo excessivo de cigarro e o cancer
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de es6fago (DURA et al. 2013). A diminuicdo de expresséo foi verificada em
oito genes, entre eles o gene RAB1A, apresentando também expressao
aberrante em cancer de lingua (SHIMADA et al. 2005).

GUMUS et al. (2008), investigaram os efeitos do tabaco em modelos
celulares de leucoplasias orais. Os autores avaliaram linhagens sob efeito
do tratamento com extrato de tabaco e encontraram aumento nos niveis de
MRNA dos genes CYP1A1l, CYP1B1, PTHLH, IL1B, EREG, ALDH1A3, IL6 e
IL24, e reducdo da expressdo dos genes TNFSF10 e CCL5. Os autores
também confirmaram o aumento da expressdo dos genes CYP1Al e
CYP1B1 em mucosas orais de tabagistas. Simultaneamente com suas
analises, foram empregados diferentes bancos de dados para analisar as
mudancas em termos de fun¢des bioldgicas e vias na presenca do tabaco.
Como conclusdo, os autores sugeriram que o tabaco afetava as vias
envolvidas na proliferacdo celular, movimento celular, inflamacéao, apoptose
e injarias em tecidos. Corroborando os dados de GUMUS et al. (2008), no
nosso estudo, genes relacionados a proliferacdo celular e inflamacéo
também se encontraram alterados (Tabela 2). Como pode ser observado no
Quadro 5, nosso estudo concorda com um gene do estudo de GUMUS et al.
(2008), o ADAM9, que codifica uma proteina metalopeptidase, envolvida em
processos de adesao celular, proliferacdo e migracado (VINCENT-CHONG et
al. 2013). Embora a maioria dos relatos em literatura relacione o aumento da
expressao de ADAM9 com o desenvolvimento e progressao de diferentes

tipos de cancer, a diminuicdo de expressao observada no nosso estudo e no
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de GUMUS et al. (2008) pode estar relacionada com o habito tabagista e a
nao agressividade das leucoplasias.

A comparacdo dos resultados de expressdo génica global das
leucoplasias com o consumo de alcool revelou 533 genes diferencialmente
expressos na comparacdo com o tecido normal contralateral. Os principais
genes alterados com aumento de expressao incluem HBB, SOCS3, CXCL14
e SDF2L1 e com diminuicdo da expressao os genes SLC24A3, CYP4FS,
PARDG6B e DUSP4. Avaliando-se as principais funcdes biolégicas envolvidas
na analise de etilismo, foram encontradas alteradas as vias de ciclo celular,
desenvolvimento, crescimento, transporte e proliferacédo celular.

MORSE et al. (2007) verificaram que pacientes que possuiam habitos
tabagistas e etilistas apresentavam maior potencial para o desenvolvimento
de tumores a partir de leucoplasias. Os autores relataram que os habitos
etilistas e tabagistas estavam fortemente associados com o desenvolvimento
de tumores a partir de lesdes, 0 que pode ser justificado por alteracbes em
genes importantes relacionados a regulagdo do ciclo celular, como ciclinas e
proto-oncogenes. HASHIBE et al. (2000) relataram que o consumo de
alcool € um fator de risco independente para o desenvolvimento das
leucoplasias. Porém, no estudo de JABER (2010), 4% dos usuarios de
tabaco e alcool apresentaram transformacédo maligna, contra 10% dos nao
usuarios, apesar de ndo ser significativa esta diferenca. Segundo LIMA et al.
(2012), o consumo do a&lcool € um fator de risco questionavel, e seus
resultados ndo mostram correlacdo do consumo de alcool com displasias e

progressao para cancer.
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Um resultado interessante do nosso estudo foi a deteccdo de
alteracdo na expressdo de alguns genes codificadores de enzimas
metabolizadoras de drogas incluindo o GSTA2 (diminuicdo de expresséo) e
0o CYP4F8 (aumento de expressdo) em pacientes com o habito etilista.
Destas, somente o gene GST2 parece estar relacionado com o metabolismo
de é&lcool e tabaco. O gene GSTA2 é um dos responsaveis por codificar
enzimas essenciais na desintoxicacdo de compostos eletrofilicos. Variacbes
polimorficas neste gene podem alterar a suscetibilidade ao desenvolvimento
de cancer, bem como afetar a toxicidade e a eficacia de alguns
medicamentos (ZHANG et al. 2010). CANOVA et al. (2010) relataram que
um alelo variante de GSTA2 modifica o risco de desenvolvimento de céancer
do trato aéreo digestivo em pacientes com habito tabagista e etilista.
Semelhante ao nosso estudo, altos niveis de expressdo do gene CYP4F8
foram também relatados em amostras de cancer de prostata (VAINIO et al.
2011).

Nas andlises de enriquecimento realizadas entre 0s genes
diferencialmente expressos obtidos nas comparacdes entre habitos
tabagista e etilista, houve uma diferenca consideravel entre os genes
presentes nas vias do ciclo celular nos pacientes com habito etilista. E
possivel que essa diferenca tenha relacdo com a quantidade de genes
utilizada em ambas as analises (24 genes alterados para habito tabagista e
533 genes para o habito etilista). Vale ressaltar que houve sobreposicéo de
algumas vias encontradas nesta analise com tabaco e com alcool (Figura

10).
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Dentre os genes presentes na via do ciclo celular destacam-se o
ITGB1 (diminuicdo de expressdo), PPP1R3C (diminuicdo de expressao),
PPP1CB (diminuicdo de expressao) e o PPP1CC (diminuigdo de expressao),
identificados em maior frequéncia nos pacientes com habito etilista. O ITGB1
codifica um tipo de integrina (Beta 1), o qual ja foi descrito em cancer de
pulmdo com importante papel no desenvolvimento tumoral, migracdo e
invasdo tumoral (WANG et al. 2013). Os genes PPP1R3C, PPP1CB e
PPP1CC codificam subunidades de uma proteina fosfatase 1 (PP1),
envolvida na regulacdo de diversos processos celulares como divisao
celular, metabolismo do glicogénio e sintese protéica. O PPP1R3C, como
descrito acima, foi identificado com expressdo diminuida em maior
frequéncia em etilistas (Tabela 2). A maioria dos estudos envolvendo
PPP1R3C relata a associacdo deste com o metabolismo energético e
situacbes de hipoxia (SHEN et al. 2010; MONTORI-GRAU et al. 2011;
MOHINDRA et al. 2013). Corroborando com nossos achados, em
carcinomas escamosos de lingua, foi relatado que PPP1R3C apresentou
expresséo diminuida (YE et al. 2008). E possivel que este gene tenha um
papel relevante em pacientes com leucoplasias e que consomem alcool.
Para o nosso conhecimento, o gene PPP1CC nao foi descrito em estudos
relacionados com o cancer.

Sabe-se que a regulacdo génica por miRNAs € um mecanismo
importante tanto em condi¢cbes normais quanto em tumorais (KWAK et al.
2010; DI LEVA et al. 2012). Neste estudo foram identificados 13 miRNAs

com niveis diminuidos de expresséo nas leucoplasias quando comparados
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com os tecidos normais contralaterais. Entre eles, sete apresentaram
FDR<0,08 (hsa-miR-1238; hsa-miR-1280; hsa-miR-1234; hsa-miR-191, hsa-
miR-1228, hsa-miR-4313 e hsa-miR-940) e seis j& foram preditos como
reguladores de transcritos especificos. Na analise comparando estes seis
com seus transcritos alvos, verificou-se que a maioria dos genes alterados
estavam relacionados com as funcées de manutencdo génica, organizacao
e destino celular, traducéo, transcricdo e metabolismo.

A fungcdo biolégica do hsa-miR-1228 ainda ndo é totalmente
conhecida. Semelhante ao nosso estudo, a expressdo diminuida do hsa-
miR-1228 foi também relatada em carcinomas gastricos comparados com
tecidos normais (JIA et al. 2013). Os autores demonstraram que o hsa-miR-
1228 pode funcionar como um supressor do tumor regulando negativamente
a transicdo epitélio-mesénquima. Neste estudo, os autores também
demonstraram que o aumento da expressdo do hsa-miR-1228 suprime a
formacao do tumor em animais xenotransplantados.

No presente estudo, a integracdo de dados transcriptdmicos e de
expressdo global de miRNAs demonstrou o papel regulador do hsa-miR-
1228 para diversos genes, em especial, 0 CARD8 e o CYP1A2. O gene
CARDS8 apresentou expressdo aumentada na analise de expressao génica
global do presente estudo. A proteina codificada por esse gene pertence a
familia de proteinas contendo o dominio de recrutamento da caspase
(CARD), as quais estdo envolvidas nas vias que levam a ativagcdo das
caspases ou fator nuclear Kappa-B (NFKB). Esta proteina pode ser um

componente do inflamasoma, um complexo de proteinas que tem um papel
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na ativacdo das caspases pro-inflamatorias. Acredita-se que esta proteina
age com uma molécula adaptadora que regula negativamente a ativacao de
NFKB, secrecdo de CASP1-dependente da secrecdo de IL1B e apoptose. O
papel desta proteina teria grande relevancia em leucoplasias e por essa
razdo, o gene CARDS foi selecionado para a confirmacdo dos achados por
RT-gPCR. Embora néo significativo, foi observado uma tendéncia a aumento
da expressdo do gene CARDS8 nas poucas amostras em que havia material
disponivel para esta analise.

O gene CYP1A2, um candidato a ser regulado pelo hsa-mir-1228,
apresentou aumento de expressdo. O CYP1A2 codifica uma das principais
enzimas envolvidas no metabolismo do complexo do citocromo P450. A
proteina codificada por este gene localiza-se no reticulo endoplasmatico e
sua expressao € induzida por alguns hidrocarbonetos aromaticos (PAH),
alguns dos quais encontrados na fumaca do cigarro. O substrato enddégeno
desta enzima é desconhecido, contudo ela € capaz de metabolizar alguns
PAHs para carcindgenos intermediarios. Além disso, a enzima CYP1A2
metaboliza um numero consideravel de farmacos, pro-carcinégenos e
compostos enddgenos. O gene estd mapeado em 15g24.1 e possui estreita
ligacdo com CYP1Al, partilhando a mesma regido franqueadora 5'. Tem
sido observada uma grande variabilidade interindividual na expresséo e
atividade de CYP1A2 em diferentes populagdes, principalmente devido a
fatores genéticos, epigenéticos e ambientais, como por exemplo, o
tabagismo (ZHOU et al. 2012). Polimorfismos genéticos no gene CYP1A2

parecem influenciar na capacidade de inducédo da expressao da enzima. Em
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especial o polimorfismo rs762551, aumenta a expressado deste gene e esta
associado com o desenvolvimento de varios tipos de tumores, como o
cancer de pulmédo, mama, colorretal e estbmago (OSAWA et al. 2007;
WANG et al. 2012). Assim, o aumento de expressao deste transcrito poderia
estar associado com o0 aumento da sua capacidade em metabolizar os PHAs
e consequentemente aumentar a producao de carcindégenos intermediarios e
que teriam um papel relevante na proliferacdo celular das leucoplasias.
Neste estudo foi mostrado que CYP1A2 também ¢é candidato para ser
regulado pelo hsa-miR-940.

O hsa-miR-940 foi detectado como candidato a regulador de genes
envolvidos com o biometabolismo de drogas, como por exemplo, o0 CYP1A2
e o0 CYP2B6, entretanto para o nosso conhecimento ndo ha outros relatos
em literatura sobre o papel deste miRNA. Polimorfismos alterando a
expressdo do gene CYP2B6 tem um papel importante no metabolismo de
antidepressivos, tamoxifeno e na conversdo do analgésico codeina em
morfina (INGELMAN-SUNDBERG et al. 2007). Além disso, variantes deste
gene estao associados com o desenvolvimento de tumores relacionados ao
tabaco, como os tumores de cabeca e pescoco (KHLIFI et al. 2013). O
MiRNA hsa-miR-940 é predito para regular o gene MADCAML, incluido na
andlise de confirmacdo dos achados deste estudo, o qual serd discutido
abaixo.

O hsa-miR-1238 foi relacionado com a instabilidade de microssatélites
em cancer colorretal, podendo ser um marcador para a Sindrome de Lynch

(BALAGUER et al. 2011). O unico gene regulado por este miRNA e que esta



85

presente com expressdao aumentada no nosso estudo € o ILDR1, um
receptor contendo um dominio tipo imunoglobulina. Este gene codifica
quatro variantes diferentes por splicing e o transcrito mais curto ndo é
detectado em tecidos normais, mas apenas em amostras tumorais (HAUGE
et al. 2004). ZAGARIA et al. (2012) identificou uma nova translocacdo
cromossOmica na sindromes mielodisplasica t(3,11)(q13,914) que envolve o
gene ILDR1 e esta associada com o aumento expressdo de mesmo. As
implicagcBes biolégicas da expressdo aumentada de ILDR1 em leucoplasias
precisam ser melhor investigadas.

A funcgéo do hsa-miR-4313 ou o seu envolvimento em doengas ainda
nao foi descrito em literatura. A andlise integrada aqui realizada revelou que
0 hsa-miR-4313 possui 0 maior niumero de genes alvos preditos quando
comparado com os outros miRs (Quadro 6 e Figura 12). Dentre os principais
genes, 0s participantes das vias de metabolismo de drogas NAT9 e GSTM5
estavam presentes. O gene NAT9 esta localizado em 17g25.2 e tem 6 exons
e, para o nosso conhecimento, ndo ha relatos descritos em literatura que
tenham avaliado seu papel em lesdes precursoras ou tumores.

O gene GSTM5 esta relatado como alterado em cancer de glandulas
salivares e é descrito como regulado por metilagdo do DNA (BELL et al.
2011). Este gene codifica uma glutationa S-transferase que pertence a
classe mu. A classe mu dessas enzimas atua na detoxificagcdo de
componentes eletroliticos, incluindo carcind0genos, agentes terapéuticos,
toxinas ambientais e produtos de estresse oxidativo, pela conjugacdo com a

glutationa.
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Outro gene regulado pelo hsa-miR-4313 é o ALDH4A1, que codifica
uma enzima envolvida na degradacdo do alcool. Mutacbes neste gene
podem levar a uma deficiéncia desta enzima e levar a quadros de anomalias
renais, nefropatia hereditaria, surdez entre outras doencas (MITSUBUCHI et
al. 2008). Assim, 0 aumento da expressado deste gene pode ter um papel
relevante em leucoplasias em pacientes que fazem uso do alcool.

O gene KLK2 também é regulado pelo hsa-miR-4313 e tem sido
amplamente investigado e sugerido como um marcador de tumores de
prostata (THOREK et al. 2013). A proteina KLK2 pode ser mensurada no
sangue assim como a KLK3 (mais conhecida como PSA (antigeno
especifico da prostata) e parece ter funcdo biolégica semelhante a KLK3
(SHANG et al. 2013) sendo sua expressao relacionada ao pior progndéstico
em pacientes com esse tumor (STEUBER et al. 2007).

O hsa-miR-4313 é também predito em regular o gene ZNF784 (um
codificador de proteinas zinc finger) e o gene MADD (uma proteina anti-
apoptoética), que foram selecionados para a confirmacao dos resultados e
serdo discutidos em detalhes abaixo.

A andlise integrada ainda mostrou correlagdo inversa entre a
expressdo do hsa-miR-1234 e o gene TERT. CHEN et al. (2007) relataram a
expressdo desse gene em carcinomas orais, mas 0 transcrito nao foi
detectado em amostras normais. Em um estudo realizado por PALANI et al.
(2011), a proteina TERT apresentou um aumento de expressdo em
leucoplasias e carcinoma de células escamosas quando comparado ao

tecido de mucosa normal. Este gene foi relatado como um possivel alvo
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terapéutico em céancer oral por LIU et al. (2011), ja que esses autores
conseguiram demonstrar que o silenciamento de TERT por siRNA resultou
em inibicdo do crescimento celular, induziu apoptose in vitro e foi capaz de
atenuar o crescimento tumoral in vivo. Estes achados em literatura dao
suporte para sugerir que o gene TERT estd envolvido em leucoplasias e
pode ser um importante alvo para terapia.

Dados em literatura descrevem que em cancer de tireoide o hsa-miR-
191 apresenta diminuicdo da expressao e afeta o ciclo celular, morfologia e
migracao celular além de atuar como supressor tumoral (COLAMAIO et al.
2011). Os alvos do hsa-miR-191 descritos no presente estudo foram
DCTN4, ZNF362, ASTN2, SIN3B. Recentemente foi descrito que variantes
do DCTN4, o qual codifica a proteina dynactin, estdo associados com a
infeccdo aérea por P. aeruginosa, infeccdo crénica e mucoide com P.
aeruginosa em individuos com fibrose cistica (EMOND et al. 2012). E
possivel que a expressdo aumentada deste gene em amostras de
leucoplasias também estejam associadas com a infeccédo por P. aeruginosa.
Outros estudos sdo necessarios para confirmar esta hipétese. O gene
ZNF362, que apresentou expressdo aumentada neste estudo na analise de
expresséo génica global, foi selecionado para confirmagdo dos achados e
ser& discutido em detalhes.

Ha um numero limitado de relatos relacionando a expressdo de
mMiRNAs com leucoplasias. CERVIGNE et al. (2009) investigaram a
expressao de miRNAs em amostras de leucoplasias e CCE no mesmo sitio

e encontrarem 365 mMIRNAs diferencialmente expressos. Os autores
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relataram que 125 miRNAs estavam desregulados em leucoplasias que
progrediram para cancer enquanto 55 miRNAs apresentavam baixo nivel de
expressdo em leucoplasias que ndo progrediram para CCE. Quando
agrupados (leucoplasias e CCEs), quatro miRNAs (hsa-miR-21 hsa-miR-
181b, hsa-miR-345, hsa-miR-146a) apresentavam expressao aumentada em
leucoplasias que progrediram para CCEs, o que pode indicar o envolvimento
destes em vias moleculares ligadas a progressdo tumoral. Os autores
relataram que o hsa-miR-21, hsa-miR-181b e hsa-miR-345 (desreguladas
em todas as leucoplasias e nos CCEs) apresentaram um aumento
consistente no nivel de expressao associado com o grau de severidade da
lesdo. Estes dados mostraram que esses mMiRNAs podem ter um papel
relevante na progressdo maligna. O grupo também validou mais oito
MiRNAs com expressdao aumentada em leucoplasias progressivas e em
CCEs: hsa-miR-146a, hsa-miR-181b, hsa-miR-184, hsa-miR-21, hsa-miR-
345, hsa-miR-518b, hsa-miR-520g e hsa-miR-649. O hsa-miR-191 descrito
por CERVIGNE et al. (2009) também foi encontrado com aumento de
expressao na andlise global deste estudo.

Em um estudo mais recente, XIAO et al. (2012) avaliaram 25 miRNAs
com expressdo aumentada e nove miRNAs com expressdo diminuida em
leucoplasias orais e leucoplasias que sofreram transformacéo para CCE. O
hsa-miR-31 apresentou expressao aumentada e, segundo 0s autores, pode
ter um importante papel na progressao das leucoplasias por regularem o
gene FGF3 (membro da familia dos fatores de crescimento de fibroblastos,

com atividade mitogénica e na sobrevivéncia celular). No presente estudo
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nao foram observadas diferencas no nivel de expressdo deste mMIRNA
gquando as leucoplasias foram comparadas com as amostras de tecido
normal contralateral. Em concordancia com os achados de XIAO et al.
(2012), o presente estudo também identificou o hsa-miR-1228 e o hsa-miR-
191 com expresséo diminuida nos casos avaliados. Nao foi possivel realizar
uma analise de progressdo nos nossos casos, pois até 0 momento apenas
um paciente progrediu para CCE (Caso 1-L).

Foi realizada uma analise integrada entre os transcritos codificadores
gue apresentaram expressao aumentada nas leucoplasias com os miRNAs
que apresentaram niveis diminuidos de expressdo. No total, 131 genes
apresentaram expressdo aumentada sendo alvos preditos de serem
regulados por 6 miRNAs.

O enriguecimento para vias bioldgicas utilizando os genes alvos dos
mMiRNAs que também foram identificados com alteracdo nas analises
considerando o habito tabagista e etilista demonstrou que o genes ADAM9
(j& discutido acima) e SLC34A1 foram os mais frequentemente associados
com as vias encontradas (Figura 11). O gene SLC34Al codifica uma
proteina co-transportadora de sodio e fosfato. O transporte do fosfato
inorganico através da membrana plasmética é essencial para a funcéo
celular normal. As proteinas SLC34 sdo expressas em 0rgado especificas e
sdo importantes na Pi homeostase do fosfato inorganico. Mutagcdes neste
gene foram identificadas em pacientes com a sindrome de Fanconi

autossGmica recessiva e no raquitismo hipofosfatémia (FORSTER et al.
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2013). Seu papel em lesdes tumorais ndo € descrito, até o momento, em
literatura.

Foi também realizada uma meta-analise para possibilitar a
comparacao entre os dados de expressao dos transcritos codificadores e de
MiRNAs deste estudo com os relatados em literatura cujos valores de
expressao estivessem depositados em banco de dados. Foram utilizados os
dados de GUMUS et al. (2008) (GSE10063) e SAINTIGNY et al. (2011)
(GSE26549) para analise de expressdo de transcritos, e de XIAO et al.
(2012) e de CERVIGNE et al. (2009) para a comparacao com os dados de
expressdo de miRNAs. Sessenta e quatro genes foram obtidos como
resultado da meta-andlise (Quadro 11), dentre eles os genes ESRRA,
SOX4, CXCR2 e CASP10 que apresentaram expressao diminuida, e os
genes TERT, TMEM164, ID1, MADD e CARDS8 que apresentaram expressao
aumentada. Entre os miRNAs, apenas o0os hsa-miR-1228 e hsa-miR-191
foram comuns na comparacdo entre os resultados da meta-analise e o
presente estudo.

Com o objetivo de identificar candidatos potenciais para a
confirmacédo dos achados, foram investigados os genes alterados quanto ao
nivel de expressdo na analise integrada e na meta-andlise. Vinte e seis
genes e seis MiRNAs apresentaram correlacdo inversa, 0s quais também
estavam presentes na meta-analise. Para a confirmacdo dos achados por
RT-gPCR, foram selecionados cinco dos 26 genes e trés dos seis miRNAs
além de dois genes (SOX4 e CASP10, ambos com expressdo diminuida)

gue apresentaram alto fold change e ja tinham sido amplamente descritos
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em literatura como alterados em tumores de mama, coloretal, pulméo e
leucemias (YAN et al. 2012; VERVOORT et al. 2013). Os niveis de
expressdo dos transcritos e dos miRNAs candidatos a sua regulacao eram
inversos. Os genes selecionados foram: MADCAM1, que apresentou
expressdo aumentada e € regulado pelo miRNA hsa-miR-940; o gene TERT,
com expressdo aumentada e regulado pelo hsa-miR-1234; os genes
ZNF784 e MADD, ambos com expressdao aumentada e regulados pelo hsa-
mMiR-4313 e o gene CARDS8, com expressdo aumentada e regulado pelo
MIiRNA hsa-miR-1228.

Os genes MADD e ZNF784 apresentaram aumento significativo nos
niveis de expressdo por RT-gPCR confirmando os achados de expressao
génica global. O gene MADD codifica uma proteina anti-apoptética e esta
relacionado a sobrevivéncia celular tumoral. O aumento de expresséo deste
gene foi relatado em cancer de pulméao e em tumores coloretais (WEI et al.
2012; JAYARAMA et al. 2014). Estudos realizados em linhagens de
adenocarcinoma de pulmdo mostraram que o aumento da expressdo do
gene MADD era capaz de promover a sobrevivéncia dessas células por
inibicdo do processo de apoptose (Bl et al. 2013). LI et al. (2013) mostraram
que em linhagens de carcinoma de tireoide folicular e papilifero (FTC133 e
KTC1, respectivamente), o gene MADD apresenta uma alta expressao e
estd associado a resisténcia ao tratamento TRAIL (tumor necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligand) (TURNER et al. 2013). Uma vez que a
proteina traduzida por MADD liga-se a receptores de morte (DR — death

receptors, presentes na superfamilia dos receptores do fator de necrose
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tumoral), ocorre o impedimento de todo o processo posterior da cascata de
sinalizacdo que levaria a apoptose das células tratadas. O gene ZNF784
pertence a familia das proteinas com dominio zinc finger que sé@o capazes
de interagir com o DNA por atomos de zinco que estabelecem ligacfes com
aminoacidos da regido peptidica das proteinas (cisteina, histidina). As
proteinas zinc fingers estdo envolvidas em varios aspectos da regulacao da
transcricdo dependente de DNA e, portanto, no controle de crescimento
celular, proliferacao, diferenciacdo e apoptose (VOSTROV et al. 2002; JOU
et al. 2011). Para o nosso conhecimento, ndo ha dados em literatura do
envolvimento deste gene em processos tumorais ou lesdes proliferativas. Os
achados do presente estudo demonstraram o envolvimento dos genes
MADD e ZNF784 nas leucoplasias avaliadas, tornando-os potenciais
marcadores moleculares dessas lesdes.

Foi observado um aumento da expressdo do gene MADCAM1 nas
leucoplasias (p = 0,071), embora n&do estatisticamente significativo. Este
gene codifica moléculas de adeséo de células endoteliais as quais foram
relatadas como interagindo preferencialmente com alguns leucdcitos em
células mieléides (AMBRUZOVA et al. 2009). MADCAM1 ¢é altamente
expresso no endotélio do intestino e €& considerado um importante
determinante para resposta inflamatéria cronica (CONNOR et al. 1999).
MLECNIK et al. (2010), avaliando pacientes com cancer colorretal, relataram
gue a alta expressao de moléculas de adesao, incluindo MADCAM1 (além
de ICAM1, VCAM1) associadas com diferentes subconjuntos de células do

sistema imunoldgico estdo relacionados com aumento na sobrevida livre da
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doenca nestes pacientes. Desta forma, o gene MADCAM1 € um potencial
marcador de leucoplasias podendo estar associado com a resposta
imunulogica inflamatoria do tecido ao estresse gerado pela leséo.

N&ao foi verificada diferenca estatisticamente significativa nos niveis
de expressao dos transcritos CARD8, CASP10, TERT, e SOX4, embora o
sentido da alteracdo tenha sido mantido para os genes CARD8 e TERT
(Figura 14) como o detectado na analise de expresséo génica global.

O gene CARD8 codifica a proteina TUCAN (tumor-up-
regulatedCARD-containing antagonist of caspase-nine), pertencente a
familia de proteinas que contém dominio de recrutamento de caspases
(CARD). Atua inibindo apoptose induzida pela via mitocondrial ao interferir
com a ligacdo da proteina APAF1 a procaspase-9 (PATHAN et al. 2001).
PATHAN et al. (2001) demonstraram 0 aumento na expressdo desta
proteina nas linhagens de cancer de mama MCF-7, cancer de ovério
OVCAR-8 e de céancer de pulmédo NCI-H322M. Em céncer colorretal, foi
relatado aumento da expressdo de TUCAN 7,7 vezes maior do que
amostras controle (KRAJEWSKA et al. 2005). A CASP10 é uma proteina
membro da familia das caspases, com papel central na apoptose celular,
ativando e clivando as caspases 3 e 7, e a propria proteina é processada
pela caspase 8. Sua perda ou diminuicdo de expressao tem sido relacionado
com o desenvolvimento de cancer (YAN et al. 2012). XU et al. (2008)
avaliaram a expressdo de CASP10 por RT-gPCR em 93 amostras de
cancer de reto e em 93 amostras normais e identificaram expressao

diminuida nos tumores. SHEN et al. (2011) avaliaram 120 amostras de
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cancer colorretal e verificaram a expressdo diminuida da CASP10 e a
correlacionaram como um fator preditivo de pior progndstico em pacientes
com estagio Il de cancer colorretal. O aumento no niumero de amostras pode
demonstrar se h& diminuicdo significativa da expressdo da CASP10 é se
este € um marcador de leucoplasias.

Como descrito anteriormente, o gene TERT est4d envolvido na
expressao da telomerase e possui papel essencial na senescéncia celular,
imortalizacdo, transformacéo e transicdo epitélio-mesénquima (DING et al.
2013). Diversos autores tem avaliado o papel de TERT em tumores de
cabeca e pescoco. PALANI et al. (2011) verificaram o aumento da
expressdo da proteina TERT em amostras de tumores da cavidade oral e
em leucoplasias comparados com o tecido normal. No nosso estudo, foi
verificado o aumento da expressao do gene TERT na analise de expressao
génica global, entretanto, nao foi verificada diferenca significativa na analise
de RT-gPCR, apenas foi mantido o mesmo sentido de aumento de
expressao.

O gene SOX4 tem sido relatado como alterado em diversos tipos de
tumores como cancer de estdbmago, pancreas, mama, colorretal e préstata
(BILIR et al. 2013; LIN et al. 2013). Embora a maioria dos estudos na
literatura tenham identificado o aumento de expressao de SOX4 em tumores
(VERVOORT et al. 2013), alguns autores demonstraram que de modo tecido
especifico, 0 SOX4 pode promover a interrup¢éo do ciclo celular e apoptose
sugerindo um papel de supressor tumoral (PAN et al. 2009). JAFARNEJAD

et al. (2010) avaliaram a expressao de SOX4 em amostras de melanomas e
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nevos e mostraram que a expressao deste gene foi notavelmente reduzida
nos melanoma metastaticos. Além disso, a baixa expressdo de SOX4 foi
correlacionada com uma pior sobrevida livre de doenca. No nosso estudo, o
gene SOX4 apresentou expressao diminuida na andlise de expresséo
génica global e ndo foi observada diferenca significativa na analise de RT-
gPCR.

Nado foram observadas diferencas significativas nos niveis de
expressdo do hsa-miR-1228 e hsa-miR-4313 na analise de RT-gPCR,
embora seja possivel observar uma tendéncia a diminuicao da expressao.

Os miRNAs e os transcritos selecionados para a confirmacdo dos
achados estavam presentes na analise integrada e na meta-analise, o que é
uma ferramenta importante usada para a selecdo destes candidatos. A
principal limitacdo deste estudo foi 0 nUmero de casos para serem testados
para as trés metodologias. Novas amostras estdo sendo coletadas para
ampliar o estudo, entretanto, vale ressaltar que foram necessarios quatro
anos para a coleta do grupo amostral incluido no estudo. Especificamente,
0s MiRNAs serdo analisados usando amostras fixadas em formalina e e em
blocos de parafina em um conjunto adicional de casos. Apesar das
limitagBes, foi possivel demonstrar candidatos potenciais envolvidos no
desenvolvimento das leucoplasias.

Avaliar o perfil de expressdo génica e de miRNA em amostras de
leucoplasias é relevante para o entendimento do comportamento dessas
lesbes. Considerando-se que carcinomas orais podem se desenvolver a

partir de lesdes leucoplasicas, identificar marcadores moleculares para estas
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lesbes podera contribuir para a identificacdo de pacientes com risco para o
desenvolvimento do tumor. Os dados de expressdo génica e de miRNAs
deste estudo, mostraram o0 envolvimento de potenciais marcadores
moleculares envolvidos nas leucoplasias. Em especial, os transcritos MADD
e ZNF784, e os miRNAs hsa-miR-1228 e hsa-miR-4313 mostraram-se fortes

candidatos a estarem envolvidos no desenvolvimento dessas lesoes.
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6 CONCLUSAO

6.1 CONCLUSAO GERAL

A andlise de expressao global de transcritos e de miRNAs em
conjunto com a analise integrada e meta-analises permitiu a identificacéo de
potenciais marcadores para leucoplasias. A comparacdo do perfil de
expressdo entre os pacientes que apresentavam habitos tabagistas e

etilistas mostrou grupamentos distintos.

6.2 CONCLUSOES ESPECIFICAS

o Os experimentos de expressao génica global utilizando amostras de
lesdes orais nao identificaram genes diferencialmente expressos
segundo o subtipo de lesédo oral, entretanto a comparacgéo do perfil de
expressdo global das leucoplasias em relagdo ao tecido normal
contralateral identificou 8.037 genes alterados, muitos descritos
previamente em leucoplasias ou em tumores.

o A analise supervisionada de leucoplasias versus liqguen plano néo
conseguiu separar estes dois grupos, mostrando que apesar das
lesdes serem morfologicamente diferentes, as variacbes em nivel de

transcritos nédo difere de modo significativo.
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Foi possivel observar agrupamentos em relagdo ao habito tabagista e
etilista. Concordante com este perfil foi identificados genes
diferencialmente expressos relacionados ao metabolismo de drogas.
Assim como nos tumores de cabeca e pescoco, o desenvolvimento e
progressdo das leucoplasias parecem ter relacdo com os habitos
tabagistas e etilistas.

A avaliagdo do perfil de miRNAs em leucoplasias identificou 13
MiRNAs com expressao diminuida. As analises in silico, somadas a
integracdo de dados e meta-andlises foram determinantes para a
escolha dos candidatos e confirmagéo dos resultados.

A analise in silico consistiu na busca dos genes alvos preditos para
serem regulados pelos mMiRNAs alterados. Estes genes foram
comparados com aqueles obtidos na analise de expressdo génica
global obtidas do presente estudo, resultando em 726 genes alvos
preditos.

Apés a integracdo dos dados de expressdo génica e miRNAs, 131
genes apresentaram correlagcéo inversa. Entre os transcritos (CARDS,
CASP10, ZNF784, MADCAM1, MADD, TERT e SOX4) e os miRNAs
(hsa-miR-191, hsa-miR-1228 e o0 hsa-miR-4313) selecionados para a
confirmacéo dos resultados por RT-qPCR, apenas MADD e ZNF784
confirmaram os resultados de expressao em larga escala.

Embora os miRNAs hsa-miR-1228 e o hsa-miR-4313 e os transcritos
CARD8, CASP10, MADCAM1, TERT e SOX4 ndo tenham

apresentado resultados significativos, a maioria deles manteve o
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sentido esperado da expressdo quando comparados com o tecido
normal contralateral.

Apesar do numero limitado de casos estudados, diversos potenciais
marcadores moleculares em leucoplasias foram identificados,
principalmente porque tanto na meta-analise quanto na analise

integrada a maioria destes genes estava presente.
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