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RESUMO

Brito BL. Avaliacdo da expressdo de miRNAS reguladores de células-
tronco em carcinoma epidermdéide de cabeca e pescog¢o e associacao
com caracteristicas clinicopatolégicas. Sao Paulo; 2014. [Dissertagao de

Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

Estudos recentes tém demonstrado que a capacidade de iniciar a tumores
pode ser devido a presenca de células-tronco tumorais (CSC), que exibem
caracteristicas tanto de células-tronco como de células tumorais. O carcinoma
epidermdide de cabecga e pescogo € o quinto tumor mais comum em todo o
mundo e apresenta um comportamento histolégico heterogéneo sendo
composto por diferentes tipos de células, incluindo células tumorais, células do
estroma, células inflamatdrias. Alguns estudos tém demonstrado a presencga de
marcadores de células-tronco nestes tumores. MicroRNAs (miRNAs) sao
moléculas de RNA nao codificantes com cerca de 22 nucleotideos que regulam
a expressao génica de maneira pods-transcricional e muitos miRNAs tém sido
descritos como reguladores de células-tronco em diferentes tipos de céancer,
controlando o potencial de auto-renovacgao e diferenciacdo dessas células. No
presente estudo, usando 35 amostras de carcinoma epidermoide de cabecga e
pescogco e 10 amostras de mucosa oral normal, foi analisada a expresséao dos
miRNAs let- 7a, miR-34, miR-125b, miR-138, miR-145, miR-183, miR-200b,
miR-203 e miR-205 por RT-PCR em tempo real, a fim de determinar possiveis
associagbes entre a expressao destes miIRNAs e caracteristicas
clinicopatologicas destes tumores. Considerando-se o aumento ou a diminuigao
da expressdo como uma diferenca de duas vezes na expressado relativa
comparada ao tecido normal, foi observada diminuicdo da expressao de miR-
200b e miR-203 em 60,0% e 71,4% das amostras, respectivamente. O
aumento da expressao de miR-138 e miR-183 foi observado em 50,0% das
amostras. Expressdo semelhante a do tecido normal foi observada para os
miRNAs let-7a, miR-34a, miR-125b, miR-145 e miR-205 em 48,6%, 60,0%,



771%, 51,4% e 40,0% das amostras, respectivamente. Diminuicdo da
expressao de let-7a foi associada com a presenga de invasao perineural. O
aumento da expressdo de miR-138 foi associado a tumores em estadio
avancgado. O aumento da expressao de miR-145 foi associado com a presenca
de invasdo vascular e aumento da expressdo de miR-205 foi associado com a
presenca de metastase em linfonodos. Nosso estudo evidencia a expressao
dos miRNAs associados a regulagdo de células-tronco em carcinoma
epidermdide de cabeca e pescoco e a associagdo desses miRNAs com

caracteristicas clinico-patolégicas destes tumores.



SUMMARY

Brito BL. [Analysis of the expression of stem-cell regulating miRNAS in
head and neck squamous cell carcinoma and association with
clinicopathological characteristics]. Sdo Paulo; 2014. [Dissertacdo de

Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

Recent studies have shown that the ability to initiate tumors may be due to
the presence of cancer stem-cells (CSCs) which exhibit characteristics of
both stem-cells and cancer cells. Head and neck squamous cell carcinoma
(HNSCC) is the fifth most common tumor worldwide and is histologically
heterogeneous, consisting of different types of cells, including tumor cells,
stromal cells, inflammatory cells and some studies have demonstrated the
presence of stem-cell markers in these tumors. MicroRNAs (miRNAs) are
approximately 22 nucleotide non-coding RNA molecules that regulate gene
expression post-transcriptionally and many miRNAs have been described as
regulators of stem-cells in different types of cancer, controlling their self-
renewal and differentiation. In this study, using 35 HNSCC and 10 normal
oral mucosa tissue samples, we have analyzed the expression of let-7a, miR-
34, miR-125b, miR-138, miR-145, miR-183, miR-200b, miR-203 and miR-205
by Real Time RT-PCR in order to determine possible associations between
the expression of these miRNAs and clinicopathologic features of these
tumors. Considering up- or down-regulation as a 2-fold difference in
expression relative to the normal tissue, we observed down-regulation of
miR-200b and miR-203 in in 60.0% and 71.4% of the samples, respectively.
Increased expression of miR-138 and miR-183 was observed in 50.0% of the
samples. Normal-like expression was observed for let-7a, miR-34a, miR-
125b, miR-145 and miR-205 in 48.6%, 60.0%, 77.1%, 51.4% and 40.0% of
the samples, respectively. Decreased expression of let-7a was associated
with the presence of perineural invasion. Increased expression of miR-138

was associated with advanced tumor stages. Increased expression of



miRNA-145 was associated with the presence of vascular invasion and
increased expression of miR-205 was associated with the presence of lymph
node metastasis. Our study provides evidence of the expression of miRNAs
associated with stem-cell regulation in head and neck squamous cell
carcinoma and the association of these miRNAs with clinicopathological

features of these tumors.
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1  INTRODUCAO

1.1 CARCINOMA EPIDERMOIDE DE CABECA E PESCOCO

O carcinoma de cabecga e pescoco € o quinto tumor mais comum no
mundo sendo 90% das neoplasias s&o correspondentes ao tipo histolégico
epidermdide. Os sitios anatdbmicos que podem ser acometidos pela doenca
incluem a cavidade oral, Iabios, laringe orofaringe, hipofaringe e nasofaringe.
No Brasil sdo estimados para o ano de 2014 aproximadamente 15290 mil
casos novos, considerando apenas os tumores de cavidade oral. A maioria
dos casos diagnosticados corresponde a pacientes do sexo masculino, cuja
idade varia entre a quinta e sétima década de vida (Ministério da Saude
2011).

Na literatura, os fatores de risco juntamente com estimativas para
novos casos e mortes de individuos acometidos com carcinoma epidermaéide
de cabecga e pescogo divergem de acordo com cada pais devido a diferentes
costumes. Em paises como a india, ha uma grande incidéncia de cancer oral
devido ao habito de mascar uma mistura de folha de betel e noz de areca
com tabaco juntamente com fumar bidis (cigarros indianos) e mascar tabaco
(SELLAPPA et al. 2009). O tabaco, independentemente da sua forma de
uso (mastigacdo ou fumo) e o uso sinérgico com o alcool, estdo bem
descritos como principais fatores de risco no desenvolvimento do cancer de

cabeca e pesco¢co (ANSARY-MOGHADDAM et al. 2009). Outros fatores



importantes relacionados sdo maus habitos alimentares (PETRIDOU et al.
2002), exposicdo a agentes carcinogénicos ocupacionais e ambientais
(KHLIFI e HAMZA-CHAFFAI 2010; LUCE et al. 2011) entre outros.

A infeccdo das células basais do epitélio das vias aéreas digestivas
superiores pelo virus do papiloma humano (HPV), principalmente pelos tipos
de alto risco 16 e 18 esta intimamente relacionada a carcinogénese,
principalmente pela atividade das oncoproteinas virais E6 e E7. A proteina
E6 é capaz de induzir a degradagao proteossomal de p53 e a proteina E7
pode se ligar a pRB inibindo a ligacdao da mesma a E2F que, ativo, levara a
transcricdo de genes relacionados a progressao do ciclo celular. Além disso,
a possivel integragédo do genoma viral ao genoma do hospedeiro pode levar
a mutagénese insercional de genes supressores de tumor ou oncogenes,
eventos associados também a carcinogénese. E por fim, a infeccédo viral
persistente leva a inflamacgao crénica do tecido e a consequente produgao
de fatores inflamatérios com agao proliferativa, pré-angiogénica e outras,
que contribuirdo para a promogao e progressao da carcinogénese
(WITTEKINDT et al. 2012).

A carcinogénese do carcinoma epidermdide de cabega e pescogo
sem HPV é conhecida como um processo de multiplos passos. Geralmente
observam-se as seguintes alteragbes de acordo com a etapa da
carcinogénese: perda de controle do ciclo celular, reativagdo da telomerase
e instabilidade gendmica. Ganhos de 11913 e perdas em 8p17p 13q e 18q
sao encontradas em carcinomas in situ. A inativagcao de p16, mutacdo em

TP53 aumento do receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR),



survivina e ciclina D1 é frequentemente observado em carcinoma invasivo.
Ja a acgao do fator transformador de crescimento beta (TGF-B), do fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF) e superexpressao das
metaloproteinases MMP2 e MMP9 tem sido associados com 0s processos
de invasédo e metastase (PARK et al. 2010). No entanto, é o acumulo e nao
necessariamente a ordem dos eventos genéticos que determina a
progressao do carcinoma epidermoide de cabega e pescogo (DA SILVA et
al. 2011). A detecgédo precoce desta neoplasia € o fator primordial para
obteng¢ao de um bom resultado nos tratamentos (ADRIEN et al. 2013).

Infelizmente em muitos ambulatérios de servicos de cabeca e
pescoco € observado que a maioria da populagdo € diagnosticada
tardiamente por fatores como situacdo social, falta de informacdes ou
mesmo porque a doenga pode ser assintomatica devido a localizagao
anatémica do tumor primario (UNDERWOOD 1995).

O surgimento de sintomas como feridas que néo cicatrizam, nédulos
no pescoco ou rouquiddo, podem ser indicios da doengca. Quando
constatado, o paciente é submetido ao tratamento padrdo que corresponde a
cirurgia e radio/quimioterapia (DE AGUIAR et al. 2007). Apesar destes
tratamentos, o prognéstico do cancer de cabega e pescogo continua ruim;
em inumeras vezes, este tipo de tratamento causa danos anatbmicos e
funcionais na regido acometida pela doenga promovendo problemas de
mastigacao, fonagao, degluticdo e estima pessoal (DWIVEDI et al. 2012).

As variaveis clinicopatolégicas sao utilizadas para avaliagcdo de

prognéstico dos pacientes com carcinoma de cabeca e pescogo. Nesta



avaliacdo, é observado o tamanho do tumor, presenca de linfonodos,
metastases, invasao perineural e vascular, grau histolégico entre outros.
Apesar da importdncia das caracteristicas clinicopatolégicas, torna-se
evidente que parametros clinicopatologicos isolados ndo sao suficientes
para determinar as caracteristicas biolégicas do tumor. Nesse contexto,
torna-se necessaria a busca de biomarcadores moleculares clinicamente
significativos que permitam identificar alteragdes do tumor e comportamento
da lesdo e com o potencial para o desenvolvimento de novos protocolos

diagndsticos e terapéuticos (BOSE et al. 2013).

1.2 CELULAS-TRONCO E CELULAS-TRONCO TUMORAIS

Na literatura, sdo descritos dois modelos de carcinogénese. O
primeiro € denominado modelo estocastico, que sugere um acumulo de
numerosas e variadas mutagdes individuais e sinais do microambiente que
proporcionam uma vantagem seletiva a certas células tumorais. No entanto,
todas as células do tumor possuem capacidade de propagacéo tumoral. O
segundo propde um modelo hierarquico de iniciagado e progressao tumoral,
sugerindo que apenas uma subpopulagao especifica de células cancerosas
tem a capacidade de propagacdo tumoral e que tais células possuem
caracteristicas similares as células-tronco (MONROE et al. 2011). Ha duas
teorias para a existéncia destas células: elas podem surgir por mutagdo em

células-tronco normais ou se originar de células tumorais diferenciadas que



sofrem alteragdes genéticas tornando-se desdiferenciadas e adquirindo
caracteristicas de células-tronco (COSTEA et al. 2006).

Células-tronco tumorais foram identificadas em tumores sdlidos,
primeiramente por AL-HAJJ et al. (2003) que observaram células de cancer
de mama humano em camundongos imunodeficientes. Foram identificados
sinais diferenciados em uma pequena fracdo das células tumorais que
cresceu nestes camundongos e era capaz de formar novos tumores e
disseminar a doenca. Essas células expressaram o fenétipo CD44*/CD24 .

A glicoproteina de superficie celular CD44 é um dos marcadores mais
conhecidos para identificagcao de células-tronco e esta envolvido na adeséao
celular e migragao, sendo um receptor do hialuronano (HA) e um importante
componente da matriz extracelular. WANG et al. (2009), observaram que a
expressdo das isoformas de CD44 (V3, V6 e V10) em carcinoma
epidermdéide de cabeca e pescoco foi associada a estadio avancgado,
metastase regional e a distancia, invasao perineural € menor sobrevida livre
de doenca.

Em um recente estudo, JOSHUA et al. (2012), evidenciaram uma
subpopulagdo de células de carcinoma epidermdide de cabeca e pescoco
que expressavam o fendtipo CD44". Foi observado que tais células
possuiam caracteristicas de células-tronco e que a presencga dessas células
estava associada a um pior progndstico e recorréncia da doencga.

Um estudo prévio do nosso grupo evidenciou a expressao de
marcadores de células-tronco nas amostras de carcinoma epidermoéide de

cabeca e pescoco selecionadas para este estudo. Na analise, foi observado



que, 5 de 35 amostras (14,3%) apresentaram marcagao citoplasmatica de
aldeido desidrogenase (ALDH1); integrina-B1 (CD29) foi expressa em 32 de
33 amostras (97,0%); 24 das 35 amostras (68,6%) apresentaram expressao
de CD44; CD24 foi expresso em 30 dos 35 casos (88,2%) e 2 dos 35 casos
(5,7%) apresentaram a expressao de CD133. Estes resultados sugerem que,
nessas amostras de carcinoma epidermodide de cabegca e pescoco, ha
evidencias da presenca de células com caracteristicas de células-tronco
(dados néao publicados).

As células-tronco sdo de grande importadncia para estudos sobre
iniciacao e progressao tumoral, pois em cultura elas apresentam resisténcia
aumentada a agentes quimioterapicos e radiagao ionizante, representando,
portanto, um importante papel na ocorréncia de recidiva tumoral (PRINCE et
al. 2007). Contudo, as células-tronco sao dificeis de estudar, pois
rapidamente se diferenciam quando cultivadas in vitro. Uma populagao
celular enriquecida em células-tronco possui as seguintes caracteristicas:
pode ser isolada utilizando-se perfis de marcadores de superficie celular e
forma col6nias esféricas em culturas em suspensao.

A modulacdo de células-tronco pode estar relacionada aos
microRNAs (miRNAs) pois estes atuam na regulagéo da proliferacdo e morte
celular, promovendo a iniciagdo e progressao tumoral (ZHAO et al. 2011).
Muitos miRNAs sdo descritos como importantes fatores na reprogramacéao

de células-tronco (MIYOSHI et al. 2011).



1.3 miRNAS

Os miRNAs representam uma classe de pequenos RNAs nao
codificantes evolutivamente conservados em muitas espécies. Seus
transcritos sdo sequencias curtas de RNA de fita simples de 19 a 25
nucleotideos, e podem induzir o silenciamento génico e a expressao de seus
genes alvos, por complementariedade de bases (TU et al. 2013). Sabe-se
que mais de um ter¢co dos genes codificadores de proteina em humanos séo
regulados por miRNAs (HUPPI et al. 2007).

No banco de dados do miRBase (junho de 2013) sdo descritos 24521
MiRNAs em cerca de 206 espécies. Esses miRNAs estdo envolvidos na
regulacdo de inumeros processos bioldgicos incluindo o ciclo celular,

apoptose e diferenciagao (WU BH et al. 2011; LIU J et al. 2011).

1.3.1 Biogénese dos miRNAs

Os miRNAs s&o transcritos como um miRNA primario (pri-miRNA)
pela RNA polimerase Il formando uma molécula com aproximadamente 70 a
130pb. Apds ser processado pela enzima Rnase |l DROSHA e seu co-fator
DGCRS8 é formado um pré-miRNA com 60 a 70pb, que é exportado do
nucleo para o citoplasma pela exportina-5. No citoplasma esse pré-miRNA é
processado por outra enzima chamada DICER, formando uma molécula
dupla fita conhecida como um miRNA maduro com 21-22 nucleotideos.

Estas pequenas moléculas dupla fita ligam-se ao complexo protéico

RNA-induced silencing complex (RISC). Apés esta ligacdo ocorre a



degradacao de uma das fitas do miRNA e ligagdao do mesmo ao mRNA alvo
na regido 3’ UTR. A selegcdo da fita ativa depende dos nucleotideos na
extremidade 5 e da assimetria termodindmica (KAWAMATA e TOMARI
2010). Quando um miRNA e um mRNA exibem complementaridade, este
MRNA sera degradado pela agao catalitica de uma das subunidades de
RISC: a enzima denominada Argonauta. Quando o pareamento entre a fita
do miIRNA e o mRNA alvo é incompleta, o mRNA tem a traducéao

prejudicada, levando a baixos niveis de proteina (BARTEL 2004) (Figura 1).

: Gene miRNA Nucleo

Processamento de
L . — pri-miRNA para pre-miRNA

aproximadamente 200 pb 5 -J’
pri-miRNA Drosha-
DGCR8

\

apmxirnaﬁamepte 60 - 70 pb

pre-miRNA

i T T
miRNA Maduro Silenciamento
21-22 pb mRNA

,-.) b } FiFH
Processamento do pré-miRNA Complexo Proteico Degradagao
DICER RISC mRNA

Fonte: Modificado de DESANO e XU (2009).

Figura 1 - Biogénese dos miRNAs. Esquema demonstrando a transcrigdo no nucleo
celular, transporte para o citoplasma e subsequente processamento e maturagdo dos
miRNAs.



1.3.2 miRNAs e Cancer

Aproximadamente 50% dos miRNAs estdo localizados em regides
genbmicas associadas ao cancer (BOURGUIGNON et al. 2012). Um dos
primeiros relatos de miRNAs no desenvolvimento do cancer foi descrito por
CALIN et al. (2002), em um estudo sobre leucemia linfocitica crénica de
células B (LLC-B), demonstrando o envolvimento dos miRNAs 15 e 16 que
apresentam expressao diminuida em aproximadamente 70% das leucemias.
Esses miRNAs regulam negativamente a expressao de BCL-2 (proteina anti-
apoptética), sugerindo que poderiam contribuir com a capacidade das
células tumorais em evitar a apoptose. Desde entdo, muitos estudos tém
evidenciado o papel da regulagdo de miRNAs no crescimento tumoral,
diferenciagdo, adesado, progressao, apoptose, invasdao e metastase
(NEGRINI e CALIN 2008; MISHRA e MERLINO 2009; SOTILLO e THOMAS-
TIKHONENKO 2011; CHEN et al. 2012; XU et al. 2012; ZHANG et al. 2014).

Um fato interessante é que os miRNAs tanto podem agir como
oncogenes quanto genes supressores de tumor. A literatura tem
apresentado os miRNAs que atuam diretamente nos processos neoplasicos
divididos em duas classes: Reguladores de genes supressores de tumores
(oncomiRs) e reguladores de oncogenes (antioncomiRs) (GASCHE e GOEL
2012).

Os miRNAs revelam perfis caracteristicos da célula normal e da célula
tumoral demonstrando que estes perfis podem ser utilizados para
prognéstico e tratamento (CALIN et al. 2002). Alguns estudos tém avaliado a

expressao e o0 papel de miRNAs no desenvolvimento do carcinoma
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epidermdide de cabecga e pescogo relacionando suas fungdes a proliferacao,
apoptose (XU et al. 2012), metastase (LEE et al. 2010) e resisténcia a
quimioterapicos (YU et al. 2011). De acordo com o banco de dados do
cancer de cabega e pescoco HNOCDB (http://gyanxet.com) existem 109
mMiRNAs associados com o cancer de cabeca e pescocgo, estes miRNAs sao
distribuidos de acordo com o sitio acometido pelo cancer, sendo a maioria
(63 miRNAs) associados ao cancer oral, 18 miRNAs em cancer de lingua, 11
de tiredide, 7 em laringe e 20 de nasofaringe. Desses 109 miRNAs, 48%
apresentaram diminuicdo de expressdao em cabegca e pescogo; 35%
apresentaram aumento de expressao; 2% apresentaram polimorfismos e
15% apresentaram alteragao no padréo de metilagao (MITRA et al. 2012).
SCAPOLI et al. (2010) sugerem que os miRNAs possam representar
possiveis indicadores de prognéstico e progressao tumoral, por
demonstrarem expressao diferenciada em muitos tumores incluindo cancer
de cabeca e pescoco. Nesse estudo foi observado o aumento da expressao
de 13 miRNAs e diminuicido da expressao de 6 miRNAs em amostras de
carcinoma epidermdide oral, sugerindo que a diferengca entre os perfis de
expressao de miRNAs em carcinoma epidermoide oral possa contribuir para
melhora no diagndstico e tratamento dos pacientes no futuro. Em um estudo
de CERVIGNE et al. (2009) foi observado o aumento da expressao de oito
miRNAs (miRNA-21, -345, -181b, -184, -520, -649, -518b e -146a) durante a
progressao do carcinoma epiderméide oral. SHIIBA et al. (2010) publicaram
uma revisao sobre os principais miRNAs associados a tumorigénese do

carcinoma epidermdide de cabeca e pescoco, mostrando alteracéo
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consistente de miRNA-21, miRNA-31, miRNA-221 e miRNA-18 (aumento de
expressao) e miRNA-133a, miRNA-133b, miRNA-138, miRNA-125a, miRNA-
139, miRNA-200c, miRNA-26b, miRNA-302b, miRNA-373, miRNA-375

(diminuicdo da expressao).

1.3.3 miRNAS e a Regulacédo de Células-Tronco

Diante da importancia clinica das células-tronco no desenvolvimento
tumoral e do papel dos miRNAs na tumorigénese, torna-se necessaria a
investigacado da possivel regulagado das células-tronco pelos miRNAs (HAO
et al. 2013).

Os miRNAs que serao avaliados neste trabalho demonstram
associagdo com alguns tipos de céncer e regulagdo de células-tronco,

conforme descrigdo no Quadro 1.
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Quadro 1 - miRNAs relacionados a regulagao de células-tronco em cancer e
seus genes alvo.

Tumores em que
foi observada

miRNAS Genes alvo ~ Referéncias
alteragdo na
expressao
Mama. oulmao Johnson et al. 2005; Yu
hsadet.7a | HMGA2, LIN 28, RAs, | .B78-PUES: | etal 2007; Droge e
NANOG e OCT4 P oo %@ | Davey 2008; Biissing et
pescog al. 2008; Yu et al. 2011;
Sung et al. 2013
Pancreas,
hsa-miR-34a gé/)v(gg,%%cm, N-MYC, colorretal e Ji et al. 2009; Scapoli et
prostata al. 2010; Choi et al. 2011
BAK1, IGFBP3, ITCH, Glioblastoma Le et al. 2011; Shi et al.
hsa-miR-125b PUMA, PRKRA TP53, mama e céncér 2012; Wang HJ et al.
INP1, ZAC1, CYCLIN C, cervical 2013; Wang YD et al.
CDC25C, CDKN2C, 2013
EDN1, PPP1CA e SEL1L
Pulmao, Liu X et al. 2011; Ye et al.
hsa-miR-138 | EZHZ2, P53 pancreas, mama | 2012; Chan et al. 2012; Jin
e cabeca e Y etal. 2013
pescogo
hsa-miR-145 | C-MYC, OCT4, SOX2 e Mama, célon,~ Sachdeva e Mo 2010; Xu
prostata e pulmao | et al. 2012
KLF4
hsa-miR-183 | INTEGRINA B1 Pulmao, mama e | DN €t al- 2012, 2013; Eke
etal. 2012
cabeca e pescoco
. BM-1, ZEB1, ZEB2, . Lo et al. 2011; Sun et al.
hsa-miR-200b CD133 Mama e ovario 2012: Nam 2012: Lim et
al. 2013
hsa-miR-203 | DKK1 Mama, colorretal | Ju et al. 2013; Taube et
e cabeca e al. 2013
pescogo
hsa-miR-205 ZEB1 e ZEB? Pulmao Tellez et al. 2011

O miRNA let-7 representa uma familia de

13 membros que €

altamente conservada em diversas espécies animais (PASQUINELLI et al.

2000). Atua na regulagao da proliferacao e diferenciagao celular durante o

desenvolvimento em diferentes espécies, sendo a desregulagao deste

miRNA descrita em diferentes tumores. let-7 é considerado um supressor
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tumoral. CHILDS et al. (2009) demonstraram que a baixa expressao de let-7
foi associada a menor sobrevida em pacientes com carcinoma epidermoide
de cabeca e pescoco.

O miRNA-34a esta localizado no cromossomo 1 e possui trés
homologos: miR-34 a, b e c. CHOI et al. (2011) observaram que o miRNA-
34a reprime a expressdo dos fatores NANOG, SOX2 e N-MYC que,
juntamente com outros alvos de p53, atuam mediando a supressdo da
reprogramacao de células-tronco pluripotentes induzidas (IPS). Além disso,
o miRNA-34a foi considerado por SCAPOLI et al. (2010) como um
importante indicador de progndstico.

O miRNA-125b é um homdlogo do lin-4 de C. elegans, sendo sua
atuagdo relacionada a regulagdo de células-tronco hematopoiéticas
(O'CONNELL et al. 2010). LE et al. (2011) identificaram mais de 20 genes na
rede de p53 (considerada uma rede central dos processos de proliferagao e
apoptose) regulados pelo miRNA-125b. Dentre os genes envolvidos estao os
genes associados ao processo de apoptose: BAK1, IGFBP3, ITCH, PUMA,
PRKRA, TP53INP1, TP53, ZAC1 e os genes reguladores do ciclo celular:
CYCLIN C, CDC25C, CDKN2C, EDN1, PPP1CA, SEL1L. SHI et al. (2012)
abordam o tema da quimioresisténcia: o0 miRNA-125b tem sua expressao
aumentada em glioblastoma multiforme e nas células-tronco tumorais
correspondentes. O tratamento com agente quimioterapico associado ao
inibidor desse miRNA levou as células a apoptose.

O miRNA-138 possui dois homélogos sendo o miRNA-138-1 e

mMiRNA-138-2 localizados no cromossomo 16g13 e  3p21.33,
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respectivamente. Considerado como um supressor tumoral, a diminuicdo da
expressao desse miRNA tem sido observada em varios tipos de cancer,
incluindo cabegca e pescogco. O mMiRNA-138 participa da regulagdo de
processos associados a migragao celular, senescéncia, ciclo celular e
transicao epitélio mesénquima (EMT) (LIU X et al. 2011; JIN Y et al. 2013)
Além disso, o miRNA-138 é expresso em células-tronco embrionarias, sendo
responsavel por manter seu estado indiferenciado. YE et al. (2012)
associaram o miRNA-138 a geracao de células pluripotentes induzidas (IPS)
via regulacao da via de p53.

O miRNA-145 esta localizado no cromossomo 5 (5q32-33).
Considerado como um supressor de tumor, a diminuicdo da sua expressao
esta associada aos processos de invasao celular e metastase (SACHDEVA
e MO 2010). O aumento da expressao deste miRNA reprime a expressao de
importantes fatores de transcricao (SOX2, OCT4 e KLF4), regulando a
pluripoténcia e auto-renovacgao das células-tronco (XU et al. 2009).

O miRNA-183 esta localizado no cromossomo 7 (7q32.2) e esta
associado aos processos de migragao celular e invasao devido a inibigdo da
integrina-B1 (CD29) (LI et al. 2010). CD29 tem sido considerado um
importante marcador de células-tronco tumorais: populagédo celular CD29"
era mais tumorigénica que células CD29°, em estudos com carcinoma
epidermédide de boca (LIN et al. 2013). No estudo de EKE et al. (2012), foi
observada que a expressao de CD29 era capaz de conferir radiorresisténcia

células de carcinoma epidermodide de cabecga e pescoco.
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LO et al. (2011) avaliaram a expressao do miRNA-200c em amostras
de linfonodos metastaticos e tumores primarios de cabeca e pescoco e
observaram que o aumento de expressao desse miRNA promovia a redugéo
da tumorigénese e metastase in vivo em células ALDH1/CD44". Foi
também evidenciado que o miRNA-200c estava envolvido na sinalizacéo
molecular da EMT e ocorréncia de metastase a distédncia através da
modulagcao de seus genes alvo BMI-1, ZEB1 e ZEB2 conhecidos por serem
indutores de EMT.

TELLEZ et al. (2011) observaram que as células epiteliais de cancer
de pulméo durante a EMT apresentavam baixa expressdo do miRNA-200 e
mMiRNA-205, que sao conhecidos por atuar na regulagado da expresséo de E-
caderina. A baixa expressdo destes miRNAs conferiu supressdo de E-
caderina, inibindo a expressdao de ZEB1 e ZEBZ2, possibilitando que as
células adquiram capacidade de invasdao e metastase. O miRNA-205
também foi descrito como um importante marcador molecular para
metastase em carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco (FLETCHER et
al. 2008). SUN et al. (2012) estabeleceram uma linhagem de carcinoma de
lingua resistente a quimioterapia e observaram diminuicao da expressao do
mMiRNA-200b, sugerindo que o miRNA-200b possa servir como alvo
terapéutico para reverter a resisténcia a quimioterapia no cancer de lingua.

JU et al. (2013) demonstraram que a diminuigcdo da expressao do
mMiRNA-203, conferia maior poder de invasao, metastase e diferenciacao em

carcinoma colorretal. TAUBE et al. (2013) observaram que o silenciamento
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do miRNA-203 era suficiente para células tumorais adquirirem propriedades

de células-tronco e EMT.

1.4 JUSTIFICATIVA

O carcinoma epidermdide de cabeca e pescog¢o consiste de uma
populacdo celular heterogénea com variado comportamento bioldgico.
Parametros clinico-patologicos isolados ndo séo suficientes para determinar
as caracteristicas biolégicas do tumor. Nesse contexto, torna-se necessaria
a busca de marcadores moleculares que permitam estabelecimento do
prognodstico dos pacientes. As células-tronco tumorais parecem ter um papel
importante no processo tumoral e a avaliacdo de miRNAs envolvidos na
regulacdo da auto renovacédo e diferenciagao de tais células em carcinoma
epidermdide de cabeca e pescogo, pode futuramente ajudar a otimizar a
selecdo de intervengdes terapéuticas mais eficazes, melhorando o

progndstico dos pacientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a expressdo de miRNAs relacionados a regulacéo de
células-tronco em amostras de carcinoma epidermdide de cabeca e pescogo
e associar os resultados obtidos com caracteristicas clinicopatologicas

desses tumores

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Analisar quantitativamente o padrao de expressao dos miRNAs let-7a,
miRNA-34a, miRNA-125b, miRNA-138, miRNA-145, miRNA-183,
MiRNA-200b, miRNA-203 e miRNA-205 por RT-gPCR em amostras

de carcinoma epidermadide de cabeca e pescogo

o Associar os padrées de expressdao destes miRNAs com as

caracteristicas clinicopatolégicas dos pacientes
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE ESTUDO

Os pacientes relacionados ao estudo foram submetidos a cirurgia no
A.C. Camargo Cancer Center com espécimes cirurgicos disponiveis em
parafina e armazenados no setor de Anatomia Patolégica. Dados
demograficos e clinicopatolégicos de cada paciente foram estudados nos
prontudrios arquivados no Servigo de Arquivo Médico e Estatistico (SAME)
da instituicdo, conforme Ficha de Coleta de Dados (Anexo 1). Os
experimentos descritos abaixo foram desenvolvidos no Centro Internacional
de Pesquisa (CIPE) do A.C. Camargo Cancer Center. O estudo foi aprovado
pelo comité de ética e pesquisa da instituicdo (CEP) sob o n°. 1664/12, no

dia 08 de Maio de 2012 (Anexo 2).

3.2 CASUISTICA

Foram selecionadas 35 amostras de pacientes diagnosticados com
carcinoma epidermoide de cabeca e pescogo primario submetidos a cirurgia
entre os anos de 2000 a 2005, com material emblocado em parafina, que
apresentavam quantidade disponivel para as analises, procedentes dos
seguintes sitios anatdémicos: 11 amostras de tumores de lingua, 5 amostras

de tumores de gengiva, 2 amostras de tumores de assoalho bucal, 11
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amostras de orofaringe e 6 amostras provenientes de outros sitios
anatémicos (Lista contendo a Classificagdo Internacional de Doengas pode
ser visualizada no Anexo 3). Foram incluidas somente amostras de
pacientes que nao foram submetidos a tratamento adjuvante e/ou
neoadjuvante de quimioterapia e radioterapia antes da coleta das amostras.
Foram incluidas 10 amostras de mucosa oral normal, provenientes de outros
pacientes sem evidéncia de qualquer neoplasia para fins de comparagao dos
resultados de RT-gPCR.

Os blocos de parafina relacionados a cada paciente foram
selecionados para a confecgao de uma lamina corada com Hematoxilina e
Eosina (HE) com intuito de serem submetidas a analise histolégica em um
microscopio Optico por um patologista qualificado (Dra. Silvia Vanessa
Lourengo) com a finalidade de marcacéo da regiao de interesse, levando em
consideragao a regido com maior numero de células tumorais e sem a
presenca de infiltrado inflamatdrio extenso.

Apds a escolha da regido mais apropriada a analise, os blocos de
parafina foram separados e realizados cortes histolégicos, com 3mm de
espessura. Foram confeccionadas 10 laminas para a extragao do RNA total.
Com o auxilio de um bisturi estéril, as laminas referentes aos 35 pacientes,
foram submetidas a raspagem da regido selecionada (scrape). Esse material
foi armazenado em tubos 1,5mL e seguiu para o processo de extragdo do
RNA. Da mesma forma, os blocos de parafina com as amostras de mucosa
oral normal foram submetidos a scrape sendo necessario a confecgéo de 20

ldaminas de cada amostra normal devido a pequena quantidade de amostra.
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3.3 EXTRACAO DO RNA TOTAL

Para a extragdo do RNA total, foi utilizado o kit de extracdo RecoverAll
(Ambion®), de acordo com as recomendacgdes do fabricante: Foi adicionado
1mL de xilol em cada tubo contendo o scrape das laminas. As amostras
foram entdo homogeneizadas vigorosamente e centrifugadas, em seguida
incubadas por 3 minutos a 50°C sob agitacdo. Apods centrifugagdo a
14000rpm por 3 minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante foi
descartado e foi adicionado 1mL de etanol 100% ao tubo contendo a
amostra precipitada (pellet). Apds nova centrifugagdo, o sobrenadante foi
descartado e o pellet seco em centrifuga a vacuo (CENTROVAC) durante 10
minutos a temperatura ambiente. Apos a secagem do pellet, foi adicionado
100uL do tampéao Digestion buffer e 4uL de protease e as amostras foram
incubadas por 15 minutos a 50°C, seguido por incubagao por 15 minutos a
80°C. Posteriormente, foi adicionada a solucdo aditivo/etanol e utilizou-se
tubos de 1,5mL contendo uma coluna de silica inserida, passando o
sobrenadante do tubo primario para o secundario, centriftugando a 10000rpm
por 30 segundos. ApoOs 2 lavagens com tampédo Wash1 e Wash2, foi
realizado um tratamento com DNAse por 30 minutos a temperatura
ambiente. Apos este periodo, realizou-se mais uma sequéncia de lavagem
com Wash1 e Wash2, submetendo as amostras a centrifugacdo. A coluna foi
entdo transferida para outro tubo e foi adicionado 20uL de agua livre de
nuclease, deixando a temperatura ambiente por um minuto, seguido por

centrifugagéo por mais 30 segundos a 14000 rpm.
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A concentracdo e a pureza do RNA foram avaliadas no
espectrofotometro Nanodrop™ ND-1000 (Thermo Scientific) e a
determinagcdo da porcentagem de miRNAs foi determinada pelo
equipamento Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto,
Califérnia, EUA), utilizando-se o chip small RNA especifico para miRNA. As

amostras de RNA foram armazenadas em freezer -80°C.

3.4 SINTESE DO cDNA

A reacado de sintese do cDNA foi realizada utilizando o kit TagMan
microRNA RT (LifeTechnologies ®), de acordo com as recomendagdes do
fabricante: A reagao foi feita em volume final de 15 yl contendo 10ng de
RNA total (para as amostras ndo neoplasicas foi utilizado um pool contendo
1ng de cada uma das 10 amostras), 1,5 yl de RT Buffer, 0,15ul de dNTP Mix
(100mM), 3,0ul de RT Primer (stem-loop primer, especifico para miRNAs
maduros), 1,0yl da enzima MultiScribe Reverse Transcriptase, 0,19ul de
inibidor de RNAse. A reacgéo foi incubada a 16°C por 30 minutos, 42°C por
30 minutos e 85°C por 5 minutos em um termociclador. Apds o término da

sintese, as amostras foram armazenadas no freezer -20°C.
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3.5 AMPLIFICACAO DO cDNA E ANALISE DA EXPRESSAO

GENICA

O ensaio de amplificagdo foi realizado de acordo com os
procedimentos recomendados no manual do kit TagMan Universal PCR
Master Mix (2X), conforme descri¢cao a seguir:

A reacéo foi feita em duplicata, em um volume final de 20 pl contendo
1,33 pl de cDNA, 10 pl do TagMan Universal Master Mix (2X) (contendo
MgCl,, dATP, dCTP, dGTP, dUTP, enzima DNA polimerase modificada
(AmpliTaq Gold), 1ul de cada ensaio (TagMan MicroRNA Assays contendo a
sonda e os oligonucleotideos especificos para os miRNAs a serem
estudados, Quadro 2).

A amplificagcao foi realizada no aparelho 7500 Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) em 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C
por 1 minuto, precedidos por um periodo de 50°C por 2 minutos e 95°C por
10 minutos.

A deteccado dos produtos foi feita pelo continuo monitoramento do
sinal fluorescente emitido. Dessa forma, os valores quantitativos (Ct) foram
obtidos a partir do ciclo limiar onde o aumento do sinal fluorescente
associado ao crescimento exponencial dos produtos de PCR comeca a ser
detectado.

O nivel de expressdao dos miRNAs foi quantificado relativamente a
expressao de miRNAs referéncia RNU44 e RNU48, e também normalizado

de acordo com uma amostra calibradora (pool de 10 amostras de mucosa
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oral ndo neoplasica). O resultado final (Nnmirna) € €Xpresso como um aumento
ou diminuicdo da expressao de um miRNA em n-vezes quando comparado
ao calibrador, da seguinte forma: n migna = 2 ~(ACt amostra - ACt calibradon) ' 55 4e ACt
da amostra e do calibrador sdo determinados subtraindo-se o valor médio de

Ct do miRNA estudado do valor médio de Ct do miRNA usado como

referéncia.

Quadro 2 - Lista dos ensaios utilizados para os experimentos de RT-gPCR

MiRNA Cédigo fornecedor Nome oficial Localizagéo
let-7a ID 000377 MIRLET7A1 Cromossomo 9
miR-34a TM000426 MIR34A Cromossomo 1
miR-125b ID 000449 MIR125B1 Cromossomo 11
miR-138 ID 002284 MIR138-1 Cromossomo 3
miR-145 ID 002278 MIR145 Cromossomo 5
miR-183 ID 002269 MIR183 Cromossomo 7
miR-200b ID 002251 MIR200B Cromossomo 1
miR-203 ID 000507 MIR203 Cromossomo 14
miR-205 ID 000509 MIR205 Cromossomo 1
RNU44 TMO001094 SNORD44 Cromossomo 1
RNU48 TMO001006 SNORDA48 Cromossomo 6
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para comparagao da expressdo dos miRNAs com caracteristicas
clinicopatoldgicas, a expressao relativa foi categorizada (<=0.5, 0.5-2, e >=2)
e foi utilizado o teste Qui-Quadrado. O nivel de significancia adotado foi de
5% para todos os testes. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-

se o software R versao 2.3.1 (R Development Core Team 2010).
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4 RESULTADOS

4.1 DADOS CLINICOPATOLOGICOS

Os dados clinicopatologicos de cada paciente foram obtidos através da
analise dos prontuarios arquivados no SAME, seguindo os critérios pré-
estabelecidos contidos na Ficha de coleta de dados dos pacientes (Anexo
1). A maioria dos pacientes apresentou idade inferior a 60 anos (57,1%). O
género mais acometido foi o masculino (80,0%). Os tumores em
estadiamento T3/T4 corresponderam a 54,3% (Lista com a classificagao
TNM em cabecga e pescogo pode ser visualizada no Anexo 4). Foi observado
que 94,3% dos pacientes ndo apresentaram metastase em linfonodos.
Invasdo perineural foi observada em 54,3% dos pacientes e 77,1% nao
apresentaram invasao vascular. O grau histolégico bem diferenciado foi o

mais observado (54,3%) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Descricdo das caracteristicas demograficas e clinicopatolégicas
dos pacientes com carcinoma epidermoéide de cabeca e pescoco

Caracteristicas Categorias Numero de pacientes (%)
Idade <=60 20 (57,1)
>60 15 (42,9)
Género Feminino 7 (20,0)
Masculino 28 (80,0)
Estadio clinico T1/T2 11 (31,4)
T3/T4 19 (54,3)
N/D* 5(14,3)
Estadio patolégico I/1l 11 (31,4)
/v 21 (60,0)
N/D 3(8,6)
Local do tumor Lingua 11 (31,4)
Assoalho da boca 2(5,7)
Orofaringe 11 (31,4)
Gengiva 5 (14,3)
Outros 6(17,1)
Metéstase em linfonodo Sim 18 (51,4)
N3o 11(31.4)
N/D 6(17,1)
Metastase Sim 6(17,1)
Nao 29 (82,9)
Invaséo perineural Sim 19 (54,3)
Nao 14 (40,0)
N/D* 2(5,7)
Invaséo vascular Sim 8(22,9)
Nao 27 (77,1)
Margens Livres 32 (91,4)
Comprometidas 2(5,7)
N/D 1(2.9)
Grau histolégico Bem diferenciado 19 (54,3)
Moderadamente diferenciado 13 (37,1)
Pouco diferenciado 1(2,9)
N/D* 2(5,7)

*, N/D informag&o n&o disponivel
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4.2 EXTRACAO DO RNA TOTAL

O RNA extraido das amostras normais e tumorais foi submetido a
quantificacdo no equipamento Nanodrop e posteriormente analise no
equipamento Bioanalyzer utilizando-se o chip smallRNAs que fornece a
porcentagem de miRNAs presentes no RNA total. A andlise pelo
equipamento Nanodrop demonstrou que a concentragcao de RNA total nas
amostras tumorais variou de 22,85 ng/ul a 311,62 ng/pl (Tabela 2). As
amostras normais apresentaram valores com o minimo de 25,94ng/ul e
maximo de 188,85 ng/ul (Tabela 3). A porcentagem de miRNAs variou de 27
a 50% nas amostras tumorais (Tabela 2). Na Figura 2 podemos observar

imagens representativas desta analise.
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Tabela 2 - Quantificagdo das amostras de RNA total provenientes de
pacientes com carcinoma epidermdide de cabeca e pescocgo e determinagao
da porcentagem estimada de miRNAs

Concentracéo Absorbancia  Absorbéancia

Pacientes ng/ul 260/280 260/230 ¥ mIRNAs
1 77,92 1,94 0,97 36,0%
2 114,86 197 181 28,0%
3 37,66 1,89 0,38 48,0%
4 311,62 2,00 2,03 41,0%
5 80,03 1,03 1.28 42,0%
6 119,64 1,90 115 32,0%
7 48,96 1,96 0,21 50,0%
8 141,70 1,93 1,09 38,0%
9 197,52 1,03 1,82 32,0%
10 22,85 184 1,03 31,0%
11 133,82 1,03 1,00 31,0%
12 123,88 183 134 42,0%
13 61,11 1,80 0,64 37,0%
14 258,34 1,94 1,69 49,0%
15 94,78 1,03 1,31 44,0%
16 121,74 1,89 155 42,0%
17 37,10 178 0,60 38,0%
18 174,91 2,06 0,84 27,0%
19 43,64 2,05 0,39 35,0%
20 66,81 197 0,25 35,0%
21 60,58 1,02 0,81 38,0%
22 81,77 1,98 0,99 43,0%
23 166,01 1,92 141 37,0%
24 228,40 1,98 1,90 47,0%
25 74,94 197 1,03 49,0%
26 43,91 1,89 1,39 49,0%
27 247,27 197 1,80 42,0%
28 99,75 197 1,29 36,0%
29 103,59 1,92 0,96 41,0%
30 103,94 1,96 1,59 39,0%
31 89,46 1,96 173 44,0%
32 100,08 1,89 146 39,0%
33 136,56 1,96 176 38,0%
34 148,91 2,00 1,69 28,0%

w
()]

207,80 1,96 1,80 37,0%
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Tabela 3 - Quantificagdo das amostras de RNA total provenientes de
pacientes sem evidéncia de neoplasia

Concentracéao Absorbancia Absorbancia
Pacientes
ng/ul 260/280 260/230

Normal 2 84,39 1,70 0,32
Normal 3 29,89 1,92 0,55
Normal 4 25,94 1,88 0,09
Normal 5 30,72 2,19 0,08
Normal 6 32,83 2,42 0,10
Normal 7 32,50 2,00 0,10
Normal 8 39,68 2,12 0,09
Normal 9 57,10 2,08 0,14
Normal 10 188,85 1,64 0,59

Normal 11 102,80 1,75 0,44
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Figura 2 - Graficos representativos da analise da porcentagem de miRNAs
presentes em amostras de RNA total provenientes de pacientes com
carcinoma epidermdide de cabeca e pescoco realizada no aparelho
Bioanalyzer.
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4.3 SINTESE DO cDNA

Foi realizada a sintese dos cDNAs referentes aos miRNAs let-7a,
miRNA-34a, miRNA-125b, miRNA-138, miRNA-145, miRNA-183, miRNA-
200b, miRNA-203, miRNA-205, RNU44 e RNU48 para as 35 amostras

tumorais e para o pool de amostras normais.

4.4 AMPLIFICACAO DO cDNA E ANALISE DA EXPRESSAO DE

MiRNAs

Os ensaios de RT-gPCR permitiram a quantificacdo da expressao dos
mMiRNAs nos 35 casos de carcinoma epidermoide de cabecga e pescoco e no
pool de amostras normais. A expressao relativa dos miRNAs foi normalizada
considerando-se a média geométrica da expressao dos miRNAs RNU44 e
RNU48. Para a determinacdo de aumento ou diminuigdo da expressao dos
MiRNAs nas amostras tumorais em comparacdo com as amostras normais

foi utilizado o seguinte valor:

Diminuicao de expressao: Expressido <= 0,5

Aumento de expressao: Expressao >=2,0

As amostras com expressao relativa com valores entre 0,5 e 2,0 ndo

foram consideradas com expressao alterada em relacéo ao tecido normal.
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Na Figura 3 pode-se observar resultado representativo da analise da

expressao dos miRNAs.
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Figura 3 - Resultado representativo da analise da expressao de miRNAs em
amostras de cDNA provenientes de pacientes com carcinoma epidermdide

de cabeca e pescoco.

Foi observado que miRNA let-7a apresentou aumento de expresséao
em 8 amostras (22,8%) e diminuicdo em 10 das 35 amostras analisadas
(28,6%). Com relagdo ao miRNA-34a, foi observado aumento de expressao
em apenas 2 amostras (5,7%) e 12 amostras (34,3%) apresentaram
diminuicao de expressao. Quanto a expressdo do miRNA-125b, 3 amostras
(8,6%) apresentaram aumento de expressdao e 5 amostras (14,3%)
demonstraram diminuicido de expressdo. Para o miRNA-138 foi observado
que 14 amostras (50,0%) apresentaram aumento da expressdo e apenas
uma diminuicdo de expressao (3,6%). Em relacdo ao miRNA-145, 15

amostras apresentaram aumento da expressao (42,9%) e somente 2
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apresentaram diminuicdo de expressao (5,7%). Para o miRNA-183 foi
observado aumento de expressdo em 13 amostras (50,0%) e diminuicdo em
2 amostras (7,7%). A diminuicdo da expressdo do miRNA-200b foi
observada em 18 (60,0%) de 30 amostras e somente 3 (10,0%)
apresentaram aumento na expressdo. A expressdao do miRNA-203 foi
diminuida em 25 amostras (71,4%) e aumentada em 5 amostras (14,3%).
Foi observada diminuicdo da expressdao do miRNA-205 em 9 amostras
(25,7%) e aumento de expressdo em 12 amostras (34,3%). Esses resultados

podem ser observados na Tabela 4 e Figura 4.

Tabela 4 - Perfil da expressao relativa de miRNAs em amostras de
carcinoma epidermdide de cabeca e pesco¢co em comparagdo com amostras
sem evidéncia de neoplasia.

Numero de Diminuicéo da Expresséo Normal Aumento da
miRNAs
pacientes expresséo (%) (%) expresséo (%)
Let-7a 35 10 (28,6) 17 (48,6) 08 (22,8)
miR-34a 35 12 (34,3) 21 (60,0) 02 (5,7)
miR-125b 35 05 (14,3) 27 (77,1) 03 (8,6)
miR-138 28 01 (3,6) 13 (46,4) 14 (50,0)
miR-145 35 02 (5,7) 18 (51,4) 15 (42,9)
miR-183 26 02 (7,7) 11 (42,3) 13 (50,0)
miR-200b 30 18 (60,0) 09 (30,0) 03 (10,0)
miR-203 35 25 (71,4) 05 (14,3) 05 (14,3)
miR-205 35 09 (25,7) 14 (40,0) 12 (34,3)
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Figura 4 - Andlise da expressdo de miRNAs em amostras de carcinoma

epidermdide de cabecga e pescogo. As barras representam o ndmero de casos com

aumento de expressao, com diminuicdo de expressdo € com expressao equivalente a do

tecido normal.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Na analise de associacdo entre a expressdao dos miRNAs e
caracteristicas clinicopatolégicas do tumor foi observado que a diminuicao
da expressao do miRNA- let-7a esta associada a presenca de invasao
perineural (p=0,042) (Tabela 5). Aumento da expressdo do miRNA-138 esta
associado a tumores em estadio patolégico avancado (p=0,018) (Tabela 6).
Aumento da expressdo do miRNA-145 esta associado a presenca de

invasao vascular (p=0,012) (Tabela 7) e aumento da expressdo do miRNA-
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205 esta associado a presenca de metastase em linfonodo (p=0,029)
(Tabela 8).

Para os demais miRNAs (miRNA-34a, miRNA-125b, miRNA-183,
miRNA-200b, miRNA-203) ndo foi observada nenhuma associagao
estatisticamente significativa com as caracteristicas clinico-patolégicas

(Tabelas 9-13).

Tabela 5 - Associacao da expressao do miRNA let-7a com caracteristicas
clinicopatolégicas em amostras de carcinoma epidermoide de cabega e
pescogo

Caracteristica categoria <=0.5 0.5-2 >=2 total p

T1/T2 4(36) 4(36) 3(27) 11

Estadio clinico 0,836
T3/T4 6(32) 9147 421 19
I/l 1(25) 2(50) 1(25) 4

Estadio patoldgico 0,957
/v 9(32) 13(46) 6(21) 28
gengiva 0(0) 3(60) 2(40) 5
orofaringe 1(9) 5(45) 5(45) 11

Local do tumor 0,063
outros 3(60) 2(33) 1(17) 6
assoalho/lingua 6(46) 7(54) 0(0) 13
bem diferenciado 7(37) 8(42) 4(21) 19

Grau Histologico pouco/moderadamente 0,628
diferenciado 3(21) 7(50) 4(29) 14
nao 7(28) 13(52) 5(20) 25

Invasdo Vascular 0,592
sim 2(25) 3(38) 3(38) 8
nao 1(7) 10(71) 3(21) 14

Invasao Perineural 0,042
sim 8(42) 6(32) 5(26) 19
Linfonodo nao 2(18) 6(55) 3(27) 11

0,624

Comprometido sim 6(33) 7(39) 5(28) 18
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Tabela 6 - Associacdo da expressdo do miRNA-138 com caracteristicas
clinicopatologicas em amostras de carcinoma epidermoide de cabega e

pescogo

Caracteristica categoria <=0.5 0.5-2 >=2 total p

T1/T2 1(12) 3(38) 4(50) 8

Estadio clinico 0,330
T3/T4 0() 7@1) 10059 17
I/ 1(33) 1(33) 1(33) 3

Estadio patoldgico 0,018
/v 0(0) 10(43) 13(57) 23
gengiva 0(0) 1(33) 2(67) 3
orofaringe 0(0) 5(45) ©6(55) 11

Local do tumor 0,334
outros 1(25) 2(50) 1(25) 4
assoalho/lingua 0(0) 5(50) 5(50) 10
bem diferenciado 1(7) 8(53) 6(40) 15

Grau Histoldgico pouco/moderadamente 0,483
0(0) 5(42) 7(58) 12

diferenciado

nao 1(6) 7(35) 12(60) 20

Invaséo Vascular 0,152
sim 0(0) 6(75 2(25 8
nao 0(0) 3(33) 6(67) 9

Invaséo Perineural 0,427
sim 1(5) 10(53) 8(42) 19
Linfonodo nao 0(0) 4(50) 4(50) 8

0,786
Comprometido sim 1(6) 8(44) 9(50) 18
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Tabela 7 - Associacdo da expressdo do miRNA-145 com caracteristicas
clinicopatologicas em amostras de carcinoma epidermoide de cabega e

pescogo

Caracteristica categoria <=0.5 0.5-2 >=2 total p

T1/T2 1(9) 5(@45) 5(45) 11

Estadio clinico 0,886
T3/T4 1(5) 10(53) 8 (42 19
I/ 0(0) 2(50) 2(50) 4

Estadio patoldgico 0,822
/v 2(7) 15(54) 11(39) 28
gengiva 1(20) 3(60) 1(20) 5
orofaringe 0(0) ©6(55) 5(45) 11

Local do tumor 0,249
outros 1(17) 4(@©67) 1(17) 6
assoalho/lingua 0(0) 5(38) 8(62) 13
bem diferenciado 1(5) 842 10(53) 19

Grau Histoldgico pouco/moderadamente 0,384
1(7) 9(@®64) 4(29) 14

diferenciado

nao 2(8) 16(64) 7(28) 25

Invasdo Vascular 0,012
sim 0(0) 1(12) 7(88) 8
nao 1(7) 8(57) 5(36) 14

Invaséo Perineural 0,797
sim 1(5) 9@7) 947 19
Linfonodo nao 0(0) 6(55) 5(45) 11

0,726
Comprometido sim 1(6) 9(50) 8 (44) 18
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Tabela 8 - Associacdo da expressdo do miRNA-205 com caracteristicas
clinicopatolégicas em amostras de carcinoma epidermoide de cabega e

pescogo

Caracteristica categoria <=0.5 0.5-2 >=2 total p

T1/T2 4(36) 5(45) 2(18) 11

Estadio clinico 0,407
T3/T4 5(26) 6(32) 8(42 19
I/ 3(75) 1(25) 0 (0) 4

Estadio patoldgico 0,070
/v 6(21) 11(39) 11(39) 28
gengiva 0(0) 1(20) 4(80) 5
orofaringe 2(18) 4(36) 5(45) 11

Local do tumor 0,121
outros 2(33) 4(67) 0(0) 6
assoalho/lingua 5(38) 5(38) 3(23) 13
bem diferenciado 6(32) 9147) 4(21) 19

Grau Histologico pouco/moderadamente 0,194
2(14) 5(36) 7(50) 14

diferenciado

nao 5(20) 12(48) 8(32) 25

Invasao Vascular 0,198
sim 3(38) 1(12) 4 (50) 8
nao 1(7) 6(@43) 7(50) 14

Invasao Perineural 0,119
sim 7(37) 7(37) 5(26) 19
Linfonodo nao 1(9) 7(@®64) 3(27) 11

0,029
Comprometido sim 7(39) 3(17) 8(44) 18
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Tabela 9 - Associacdo da expressdo do miRNA-34a com caracteristicas
clinicopatologicas em amostras de carcinoma epidermoide de cabega e
pescogo

Caracteristica categoria <=0.5 0.5-2 >=2 total p

T1/T2 5(@45) 545 1(9) 11

Estadio clinico 0,465
T3/T4 5(26) 13(68) 1(5) 19
I/ 2(50) 1(25) 1(25) 4

Estadio patoldgico 0,149
/v 9(32) 18(64) 1(4) 28
gengiva 0(0) 5(100) 0(0) 5
orofaringe 2(18) 8(73) 1(9) 11

Local do tumor 0,078
outros 5@83) 1(17) 0(0) 6
assoalho/lingua 5(38) 7(54) 1(8) 13

bem diferenciado 9(47) 947) 1(5) 19

Grau Histoldgico pouco/moderadamente 0,073
diferenciado 2(14) 12(86) 0(0) 14
nao 7(28) 17(68) 1(4) 25
Invasao Vascular 0,546
sim 3(38) 4(560) 1(12) 8
nao 3(21) 10(71) 1(7) 14
Invasao Perineural 0,634
sim 7(37) 11(58) 1(5) 19
Linfonodo nao 1(9) 9(82) 1(9) 11
0,219

Comprometido sim 7(39) 10(56) 1(6) 18
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Tabela 10 - Associacdo da expressdao do miRNA-125b com caracteristicas
clinicopatolégicas em amostras de carcinoma epidermoide de cabega e

pescogo

Caracteristica categoria <=0.5 0.5-2 >=2 total p

T1/T2 2(18) 7(64) 2(18) 11

Estadio clinico 0,494
T3/T4 3(16) 15(79) 1(5 19
I/ 1(25) 2(50) 1(25) 4

Estadio patoldgico 0,401
/v 4(14) 22(79) 2(7) 28
gengiva 1(20) 4(80) 0(0) 5
orofaringe 0(0) 10(91) 1(9 11

Local do tumor 0,127
outros 3(60) 3(50) 0(0) 6
assoalho/lingua 18) 10(77) 2(15) 13
bem diferenciado 2(11) 14((74) 3(16) 19

Grau Histoldgico pouco/moderadamente 0,293
2(14) 12(86) 0(0) 14

diferenciado

nao 4(16) 19(76) 2(8) 25

Invasao Vascular 0,468
sim 0() 788 1(12) 8
nao 1(7) 12(86) 1(7) 14

Invaséo Perineural 0,688
sim 3(16) 14((74) 211 19
Linfonodo néao 0(O) 982 218 11

0,235
Comprometido sim 3(17) 14 (78) 1 (6) 18
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Tabela 11 - Associacdo da expressao do miRNA-183 com caracteristicas
clinicopatologicas em amostras de carcinoma epidermoide de cabega e

pescogo

Caracteristica categoria <=0.5 0.5-2 >=2 total p

T1/T2 1(12) 4(50) 3(38) 8

Estadio clinico 0,313
T3/T4 0(0) 5(38) 8(62) 13
I 1(25) 2(50) 1(25) 4

Estadio patoldgico 0,065
/v 0() 8(42) 11(58) 19
gengiva 0(0) 2(40) 3(60) 5
orofaringe 0(0) 3(38) 5(62) 8

Local do tumor 0,427
outros 1(33) 2(67) 0 (0) 3
assoalho/lingua 1(10) 4(40) 5(50) 10
bem diferenciado 2(14) 5(36) 7 (50) 14

Grau Histoldgico pouco/moderadamente 0,419
0(0) 5(45) 6(55) 11

diferenciado

nao 2(10) 10(50) 8 (40) 20

Invaséo Vascular 0,056
sim 0(0) 0() 5(100) 5
nao 1(8) 5(42) 6(50) 12

Invaséo Perineural 0,982
sim 18 5(38) 754 13
Linfonodo nao 0(0) 4(40) 6(60) 10

0,626
Comprometido sim 1(8) 5(42) 6(50) 12
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Tabela 12 - Associacdo da expressdao do miRNA-200b com caracteristicas
clinicopatolégicas em amostras de carcinoma epidermoide de cabega e
pescogo

Caracteristica categoria <=0.5 05-2 >=2 total p

T1/T2 4(44) 444) 1(11) 9

Estadio clinico 0,492
T3/T4 11(69) 4(25) 1(6) 16
I/ 2(67) 1(33) 0(0) 3

Estadio patoldgico 0,869
/v 14 (58) 8(33) 2(8) 24
gengiva 1(25) 3(75) 0(0) 4
orofaringe 7(70) 2(20) 1(10) 10

Local do tumor 0,465
outros 2(50) 1(25) 1(25) 4
assoalho/lingua 8(67) 3(25 1(8) 12
bem diferenciado 11 (69) 4 (25) 1(6) 16

Grau Histoldgico pouco/moderadamente 0,533
diferenciado 6(50) 4@3) 2017 12
nao 12 (55) 8(36) 2(9) 22

Invasao Vascular 0,215
sim 583 00 1(017) 6
nao 6(46) 5(38) 2(15) 13

Invaséo Perineural 0,338
sim 11(73) 32200 1) 15
Linfonodo nao 5(50) 4(40) 1(10) 10

0,556

Comprometido sim 10(71) 321 1(7) 14
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Tabela 13 - Associacdo da expressao do miRNA-203 com caracteristicas
clinicopatolégicas em amostras de carcinoma epidermoide de cabega e

pescogo

Caracteristica categoria <=0.5 05-2 >=2 total p

T1/T2 8(73) 2(18) 1(9) 11

Estadio clinico 0,970
T3/T4 13(68) 4(21) 2(11) 19
I/ 3(75) 1(25) 0(0) 4

Estadio patoldgico 0,707
/v 19(68) 5(18) 4(14) 28
gengiva 2(40) 1(20) 2 (40) 5
orofaringe 7(64) 2(18) 2(18) 11

Local do tumor 0,369
outros 6(100) 0(0) 0(0) 6
assoalho/lingua 9(69) 3(23) 1(8) 13
bem diferenciado 11(58) 4(221) 4(221) 19

Grau Histoldgico pouco/moderadamente 0,417
diferenciado 11(79) 2(14) 1(7) 14
nao 17(68) 5(20) 3(12) 25

Invaséo Vascular 0,641
sim 5(62) 1(12) 2(25) 8
nao 8(567) 3(21) 3(21) 14

Invaséo Perineural 0,576
sim 14 (74) 3(16) 2(11) 19
Linfonodo néao 6(55) 3(27) 2(18) 11

0,624
Comprometido sim 13(72) 3(17) 2 (11) 18




44

5 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a expressao dos miRNAs let-7a, miRNA-
34a, miRNA-125b, miRNA-138, miRNA-145, miRNA-183, miRNA-200b,
mMiRNA-203, miRNA-205, descritos como reguladores de células-tronco, em
pacientes portadores de carcinoma epidermodide de cabeca e pescoco.

Para as analises de expressao dos miRNAs, o RNA total foi extraido de
amostras emblocadas em parafina. Esse tipo de amostra tem sido
amplamente utilizado em analises moleculares devido a sua disponibilidade
em varias instituicdes. Mesmo com o risco de afetar a qualidade do RNA,
devido a demora na coleta do material apds ressecgao cirurgica, problemas
na fixacdo, que pode ocasionar degradacdao do RNA total, entre outros
fatores, é importante ressaltar que a analise retrospectiva, utilizando tecidos
de arquivo pode ser de qualidade se todas as etapas de processamento
durante a extracdo do RNA forem feitos corretamente e com reagentes de
qualidade (DEBEN et al. 2013).

Para o miRNA let-7a, a maioria das amostras tumorais apresentou
expressao equivalente a observada nas amostras normais. Com relacao a
associagdo com caracteristicas clinicopatolégicas, foi observado que a
diminuicao da expressao do miRNA let-7a estava associada a presencga de
invasdo perineural. A invasao perineural € uma caracteristica patologica
importante, com implicagdes na sobrevida e taxas de recorréncia loco-

regional. Estudos sugerem que a incidéncia de invasdo perineural em
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tumores de cabecga e pescogo pode chegar a 80% (LIEBIG et al. 2009). YU
et al. (2011) observaram que células com caracteristicas fenotipicas de
células-tronco em carcinoma epidermoide de cabega e pescogo (ALDH1Y)
apresentavam diminuicao da expressdao do miRNA let-7a, e a expressao dos
fatores de transcricdo associados a regulagdo de células-tronco - Nanog,
Oct-4, KLF4 e Bmi1 - estava elevada. Foi demonstrado com ensaios in vivo
que a formacdo de tumores e a capacidade metastatica foram inibidos e a
taxa de sobrevida foi maior em camundongos transplantados com células
reexpressando miRNA let-7a, sugerindo que a ativagao do miRNA let-7a em
células de carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco ALDH1" represente
um papel importante na modulagdo da tumorigénese e possa ser
considerada como um potencial candidato a terapia anti-tumoral.
Considerando-se o miRNA-34a, a maioria das amostras tumorais
apresentou expressao equivalente a observada nas amostras normais.
Contudo, cerca de 35% das amostras apresentaram diminuicdo da
expressdo. KUMAR et al. (2012) observaram diminuicdo de expressao do
miRNA-34a em amostras de carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco e
linhagens celulares, sendo esta diminuigdo associada a proliferagcéao celular,
migragdo celular e angiogénese. SCAPOLI et al. (2010) também
demonstraram diminuicdo da expressao do miRNA-34a em carcinoma
epiderméide de cabega e pescogo, sugerindo que a modulagdo desse
miRNA possa representar um potencial alvo terapéutico. LIU J et al. (2011)
demonstraram que a molécula CD44 ¢é alvo direto de miRNA-34a e a re-

expressdo desse mIRNA em células CD44" levava a alteracdo nas
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propriedades migratérias, invasivas e metastaticas em células prostaticas,
devido a inibicdo de CD44. JI et al. (2009) analisaram os efeitos de
recuperacao funcional de miRNA-34a em cancer de pancreas: células com
fenotipo CD44/CD133", formavam oncosferas, apresentando aumento de
BCL-2 e Notch e perda de expressdo de miRNA-34a. Quando foi
restabelecida a funcdo do miRNA-34a, houve uma reducdo no crescimento
de oncosferas, evidenciando que o miRNA-34a restaurado, inibe o potencial
das células-tronco. Também foi observado que o miRNA-34a pode atuar
restaurando a funcao supressora de tumores da proteina p53.

Nao houve alteracdo da expressdo do miRNA-125b nas amostras
analisadas: cerca de 80% das amostras tumorais apresentou expressao
similar a observada no tecido normal. O papel do miRNA-125b ainda é
controverso na literatura, sendo capaz de regular tanto a apoptose quanto a
proliferacdo. Como p53 é um regulador central tanto da apoptose e
proliferacédo, o duplo papel de miRNA-125b levanta a questdo de que genes
nessa via possam ser regulados por esse miRNA: LE et al. (2011)
identificaram 20 genes na via de p53 regulados pelo miRNA-125b, sugerindo
que a modulacao desse miRNA possa desempenhar papel importante na
tumorigénese.

LIU et al. (2013) mostraram que o0 aumento de expressao do miRNA-
125b aumenta a populacdo de células com caracteristicas de células-tronco
em tumores de mama (CD24/CD44"). O aumento de expressdo de SNAIL
aumenta a expressao de miRNA-125b, que inibe BAKT conferindo

quimioressisténcia as células tumorais. WANG YD et al. (2013) propuseram
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um modelo no qual a expressao de OCT4 ativa o miRNA-125b promovendo
a progressao tumoral na carcinogénese do colo do utero através da inibigao
de BAK1. No carcinoma hepatocelular ZHAO et al. (2012) observaram que o
mMiRNA-125b suprime a proliferacdo de células e promove a apoptose
através da inibicdo da expressao da proteina anti-apoptética BCL-2.

O miRNA-138 apresentou predominantemente aumento de expressao
nas amostras analisadas e esse aumento estd associado a tumores em
estadiamento avancado. Inversamente a este achado, estudos tém
demonstrado diminuicdo da expressao desse miRNA em tumores de cabeca
e pescogo (JIN Y et al. 2013), sugerindo que o miRNA-138 atue como um
supressor tumoral regulando processos como a migragao celular, EMT,
progressao do ciclo celular, resposta a danos e reparo do DNA e
senescéncia. Em gliomas, o miRNA-138 foi descrito como um oncomiR
devido a sua associagao com crescimento, sobrevivéncia e potencial de
auto-renovacao. A inibicdo desse miRNA impediu a formacao de oncosferas
in vitro e a tumorigénese in vivo (CHAN et al. 2012).

O miRNA-145 é considerado um supressor em diferentes tumores
sendo associado a modulacdo do crescimento tumoral, invasao celular,
metastase e regulagcdo de células-tronco (SACHDEVA e MO 2010). Em
nosso estudo, a maioria das amostras apresentou expressado equivalente a
observada no tecido normal. Contudo, pode ser observada uma tendéncia
ao aumento da expressao desse miRNA, sendo esse aumento associado a
presenca de invasao vascular. A expressdo do miRNA-145 ¢é induzida

durante o processo de diferenciagao, levando ao silenciamento da auto-
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renovacao de células-tronco e da pluripoténcia (SACHDEVA e MO 2010).
Em gliomas, SPERANZA et al. (2012) demonstraram que o aumento de
expressao do miRNA-145 correlacionou-se com a diminuicdo de expressao
do marcador de células-tronco SOX2, juntamente com inibicdo da migragao
in vitro e in vivo. WU Y et al. (2011) demonstraram que, em cancer de
endométrio, o aumento de expressao do miRNA-145 reduziu a expressao de
OCT4 sugerindo que o miRNA-145 atue na diferenciacdo de células
tumorais no carcinoma de endométrio.

O miRNA-183 apresentou predominantemente aumento de expressao
nas amostras analisadas. Esse miRNA é considerado como um OncomiR,
sendo associado a regulacdo do gene supressor de tumor EGR1. Foi
observado que células de sarcoma e tumores de célon, apresentavam um
aumento na expressao dos supressores de tumor PTEN E EGR1 e
diminuicdo da capacidade de invasdo, quando tratadas com o anti-miRNA-
183 (SARVER et al. 2010).

ABRAHAM et al. (2011) observaram aumento de expressao do
MiRNA-183 no cancer medular da tiredide esporadico sendo esse aumento
de expressao associado a metastase em linfonodos, recidiva e mortalidade.
Ja WANG et al. (2008), em células de cancer de pulmao, sugeriram que o
miRNA-183 possa atuar como um inibidor de migracdo, invasao e
consequentemente metastase, através da regulagcdo da expressdo da
proteina EZRIN conhecida por atuar no controle do citoesqueleto de actina,

adesio celular e motilidade.
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O miRNA-200b apresentou predominantemente diminuicdo da
expressao nas amostras analisadas. SUN et al. (2012) demonstraram que a
diminuicdo da expressdao de miRNA-200b em céancer de lingua foi
relacionada a resisténcia a quimioterapia, metastase e diminuicdo na
sobrevida dos pacientes, enquanto que o aumento da expressao do miRNA-
200b nas células do cancer de lingua revertia as caracteristicas
mesenquimais e sensibilizava as células ao tratamento quimioterapico.

Estudos demonstraram que células tumorais resistentes a drogas
apresentam caracteristicas de EMT e de células-tronco (GOMES et al.
2011). A sinalizagao via Hedgehog é importante durante a EMT em células
de cancer de pulmao e AHMAD et al. (2013) demonstraram que inibi¢gao de
Hedgehog levava a sensibilizagado das células aos agentes quimioterapicos,
sendo observado a diminuicdo da expressao de marcadores de células-
tronco como SOX2 NANOG e EpCAM e aumento da expressao dos
miRNAs- 200b e let-7. KURASHIGE et al. (2012) demonstraram que o
aumento da expressdao do miRNA-200b em cancer gastrico estava
associado a inibicdo de EMT, sendo observado a diminuicdo de ZEB2,
aumento de E-caderina e redugdo da proliferagdo celular, migracéo e
invasao.

O miRNA-203 também apresentou predominantemente diminuicdo da
expressao nas amostras analisadas. Estudos tém demonstrado a
participacdo do miRNA-203 no desenvolvimento tumoral, através da
regulagcédo da proliferagdo celular, invasao e resisténcia a drogas. YIN et al.

(2013) demonstraram que o miRNA-203 tem como alvo o oncogene BMI1,
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associado a manutengdo e regulagdo de células-tronco, levando a
resisténcia a quimioterapicos em cancer de mama. TAUBE et al. (2013),
também estudando cadncer de mama, demonstraram a diminuicdo da
expressao do miRNA-203 por hipermetilagdo da regido promotora. A re-
expressao do miRNA-203 promoveu a inibicdo da migragao e invasao in vitro
e iniciacao e metastase in vivo. No cancer de prostata a diminuicdo da
expressao do miRNA-203 foi associada a migragao e metastase. Além disso,
foi demonstrado que a re-expressdo do miRNA-203 foi responsavel pela
indugdo da transicdo mesénquima-epitélio (MET) estado inverso a EMT
(SAINI et al. 2011).

Considerando-se o miRNA-205, 40% das amostras apresentaram
expressao equivalente a observada no tecido normal. Contudo, pode ser
observada uma tendéncia ao aumento da expressao deste miRNA, sendo
esse aumento associado a presenca de metastase em linfonodo. QU et al.
(2012) demonstraram aumento na expressdao do miRNA-205 em linhagens
supressor de tumor PTEN e ativagao da via PI3BK/AKT. MATSUSHIMA et al.
(2011) descreveram aumento de expressao do miRNA-205 em linhagens
celulares de carcinoma epidermdide de esbéfago, sendo este aumento
associado aos processos de invasao e migragao celular através da
regulagdo de ZEBZ2. Diminuicdo da expressao do miRNA-205 também tem
sido descrita: KALOGIROU et al. (2013) observaram diminuicdo de
expressdao em mais de 70% das amostras de cancer de prostata, sendo essa

diminuicdo associada a metastase em linfonodo. CHILDS et al. (2009)
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avaliaram a expressao do miRNA-205 em 104 pacientes com carcinoma
epidermdide de cabeca e pescocgo e notaram que a diminuicdo de expressao
foi associada a recorréncia e diminuigdo de sobrevida. KIMURA et al. (2010)
analisaram o perfil de expressdao de miRNAs em amostras de carcinoma
epidermdide de cabega e pescogo, carcinoma epidermdide de esdéfago em
comparagao com epitélio normal e tumores de outros 6rgaos: o miRNA-205
apresentou predominante aumento de expressao tanto em amostras
tumorais quanto de epitélio escamoso normal, sugerindo que esse miRNA
possa ser um marcador especifico do epitélio escamoso.

Os resultados controversos de expressdo dos miRNAs encontrados
em nosso estudo quando comparados com dados de literatura podem ser
devidos a diversos fatores. A presenca de mutacdes/SNPs na via de
biogénese dos miRNAs, poderia levar a uma diminuicdo dos miRNAs
maduros, que foram avaliados nesse estudo (KWAK et al. 2010; SLABY et al
2012). Outro possivel mecanismo é a hipermetilacdo nas ilhas CpGs na
regidao promotora de miRNAs levando também a diminuicdo da expressao
dos miRNAs (GORENCHTEIN et al. 2012). Como diversos miRNAs estao
mapeados em regides cromossOmicas associadas ao cancer, amplificagdes,
perdas de heterozigose, quebras cromossémicas podem também afetar a
expressao dos miRNAs (DI LEVA et al. 2012; IORIO e CROCE 2012).

Nosso estudo demonstrou a expressao dos miRNAs let-7a, miRNA-
34a,miRNA-125b, miRNA-138, miRNA-145, miRNA-183, miRNA-200b,
mMiRNA-203, miRNA-205 em carcinoma epidermodide de cabeca e pescocgo e

a expressao dos miRNAs let-7a, miRNA-138, miRNA-145 e miRNA-205
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apresentou associacdo com caracteristicas clinicopatologicas. Esses
miRNAs estao associados a regulagédo de células-tronco. Contudo, como os
mMiRNAs podem regular a expressao de diversos mRNAs alvo, o papel
desses miRNAs na regulagao de células-tronco em carcinoma epidermoide
de cabega e pescogo ainda precisa ser investigado através da avaliagdo da
expressao dos mRNAs alvo nessas amostras e também por estudos in vitro,
avaliando o papel do aumento e diminuicado desses miRNAs em linhagens

celulares de carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco.
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CONCLUSOES

Os miRNAs let-7a, miRNA-34a, miRNA-125b, miRNA-138, miRNA-

145, miRNA-183, miRNA-200b, miRNA-203, miRNA-205 foram

expressos nas amostras de carcinoma epidermoide de cabeca e

pescog¢o avaliadas:

a.

Os miRNAs miRNA-138 e miRNA-183 apresentaram
predominantemente aumento de expressao nos tumores quando
comparada a expressao observada no tecido normal. Os miRNAs
MiRNA-145 e miRNA-205 apresentaram uma tendéncia ao
aumento de expressdo, mas nao foi observado um padrao de
expressao predominante nas amostras;

Os miRNAs miRNA-200b e miRNA-203 apresentaram
predominantemente diminuicdo de expressdo nos tumores
quando comparada a expressao observada no tecido normal;

Os miRNAs let-7a, miRNA-34a e miRNA-125b nao apresentaram
alteracdo predominante no padrdo de expressido quando

comparada a expressao observada no tecido normal.

A expressao dos miRNAs let-7a, miRNA-138, miRNA-145 e miRNA-

205 foi associada a caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes:

a.

Diminuicdo da expressdao do miRNA-let-7a esta associada a

presenca de invasao perineural;
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Aumento da expressdo do miRNA-138 esta associado a tumores
em estadio patolégico avangado;

Aumento da expressao do miRNA-145 esta associado a presencga
de invasao vascular;

Aumento da expressao do miRNA-205 esta associado a presencga

de metastase em linfonodo.
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Anexo 1 - Ficha de coleta de dados dos pacientes

Dados do paciente

Paciente (iniciais): Sexo:
RGH Raca
Idade ao diagndstico:
Data do 1° diagnéstico
Tabagista: (0) ndao (1) sim (9) ign
Etilista: (0) ndo (1) sim (9) ign

Dados do tumor
N° AP pega
Diagnostico:
Tipo histologico:
Grau histologico: (1) bem diferenciado (2) moderadamente diferenciado (3) pouco diferenciado
(4) indiferenciado

Estadio clinico:

Localizagao:
Tamanho da les&o:

Status margem: (0) livre (1) comprometida
Embolia vascular: (0) n&o (1) sim (9) ign

Invasédo perineural: (0) ndo (1) sim (9) ign
Linfonodos comprometidos: (0) n&do (1) sim (9) ign
TNM:

Tratamento:
Data da cirurgia:

Quimioterapia neoadjuvante: (0) ndo (1) sim
Radioterapia neoadjuvante: (0) ndo (1) sim
Quimioterapia adjuvante: (0) ndo (1) sim
Radioterapia adjuvante: (0) ndo (1) sim

Segundo tumor primario: (0) ndo (1) sim

Localizagao:

Evolucéo:

1)Recidivas locais: (0) ndo (1)sim
data: AP

Cirurgia: data
Quimioterapia adjuvante: (0) ndo (1) sim
Radioterapia adjuvante: (0) ndo (1) sim

1)Metastases: (0) ndo (1)sim

data: Local:
Cirurgia: (0) ndo (1) sim
data

Quimioterapia adjuvante: (0) ndo (1) sim
Radioterapia adjuvante: (0) nao (1) sim

Status atual
Data da ultima informacéao
(1) vivo com doenga (2) vivo




Anexo 2 - Aprovacdo Comité de Etica

Hospital ’
A,C,Camarga Comité de Ftica em

Pesquisa - CEP

Centro de Tratamento, Ensing e Pesquisa em Cancer

S&o Paulo. 10 de maio de 2012.

A

Dra. Claudia Malheiros Coutinho Camillo.

Aluna: Barbara de Lima Brito (Mestrado).

Ref.: Projeto de Pesquisa n°. 1664/12
“Avaliagiio da expressio de miRNAs reguladores de células-tronco em carcinoma
epiderméide oral e associa¢io com caracteristicas clinicopatologicas”.

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagio

Antonio Prudente — Hospital do Cancer - A.C. Camargo/SP, em sua uliima reuniio dec
08/05/2012, aprovaram a realizagio do projeto do estudo em referéncia (datado de 08 de
margo de 2012) ¢ tomaram conhecimento dos seguintes documentos:

i
>
.
rd

v

Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos;

Termo de Compromisso do Pesquisador com as Resolugdes do Conselho Nacional
de Saude; :

Declaragdio sobre os Dados Coletados, Publicagio dos Dados ¢ Propriedade das
InformagGes Geradas;

Declaragdo Sobre o Uso e Destino do Material Biologico, Publicagio dos Dados e
Propriedades das Informag@es Geradas;

Termo de Dispensa do Consentimento Livre e Esclarecido;

Declaragio Sobre a Publicagio dos Dados de Pesquisa Utilizando Amostras
Fornecidas e Processadas pelo Biobanco do Hospital AC Camargo;

Declaragiio de Ciéncia ¢ Comprometimento do Biobanco do Hospital AC
Camargo;

Declaragfio de Ciéncia-do Departamento de Cirurgia de Cabega e Pescogo do
Hospital A. C. Camargo;

Declaragio de Infraestrilura ¢ Instalagdes do Departamento de Anatomia
Patolégica do Hospital A. C. Camargo;

COrgamento Financeiro Detalhado.

Informacies a respeito do andamento do referido projeto deverdio ser cncaminhadas a
assigtente do CEP dentro de 12 meses.

Atenciosamente,

H
H

Dr. A}ntﬁnio“?lugo José F\;()es Marques Campos
2° Vice—G@rd}ﬂador do Comjté de Etica em Pesquisa

1/1

Funtlagio Antonio Prudente — CNRJ/MFE N, 60.951,968/0001-06
Fua Erof. Antdnio Prudenté, 211 - Liberdade - 530 Paulo, SP - 03509 900
Teiefone: {11} 21505000
CWWWLRCCAITIA RO 01 E DY




Anexo 3 - Cédigo Internacional de Doengas/CID-10

C00-D48 - Neoplasias -Tumores

(C00-C14) Neoplasia malignas, labio, cavidade oral e faringe

e (C00) Neoplasia maligna do labio

e (CO01) Neoplasia maligna da base da lingua

e (C02) Neoplasia maligna de outras partes e de partes n&o especificadas da
lingua

e (CO03) Neoplasia maligna da gengiva

e (C04) Neoplasia maligna do assoalho da boca

e (CO05) Neoplasia maligna do palato

o (CO06) Neoplasia maligna de outras partes e de partes ndo especificadas
da boca

e (CO07) Neoplasia maligna da glandula parétida

e (CO08) Neoplasia maligna de outras glandulas salivares maiores e as néao
especificadas

e (C09) Neoplasia maligna de amigdala

e (C10) Neoplasia maligna de orofaringe

e (C11) Neoplasia maligna da nasofaringe

e (C12) Neoplasia maligna do seio piriforme

e (C13) Neoplasia maligna da hipofaringe

e (C14) Neoplasia maligna de outras localizagdes e de localizagbes mal

definidas, do labio, cavidade oral e faringe




Anexo 4 - Sistema TNM

CLASSIFICACAO TNM DE CARCINOMA EPIDERMOIDE DE CAVIDADE ORAL E OROFARINGE
CATEGORIA DA DOENGCA

DEFINICAO DAS CARACTERISTICAS

TUMOR PRIMARIO DE CAVIDADE ORAL

Tx

TO

Tis

T1

T2

T3
T4a
Labio:

Cavidade oral:

T4b

O tumor primario ndo pode ser avaliado

Nao ha evidéncia de tumor primario

Carcinoma in situ

Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao

Tumor com mais de 2 cm e até 4 cm em sua maior dimenséo
Tumor com mais de 4 cm em sua maior dimensao

Tumor que invade estruturas adjacentes: cortical 6ssea, nervo alveolar inferior,
assoalho da boca, ou pele da face (queixo ou nariz)

Tumor que invade estruturas adjacentes: cortical 6ssea, musculos /
profundos/extrinsecos da lingua (genioglosso, hioglosso, palatoglosso e
estiloglosso), seios maxilares ou pele da face.

(Labio e cavidade oral): Tumor que invade o espago mastigador, laminas
pterigdides ou base do cranio ou envolve artéria carétida interna

Nota: A erosao superficial isolada do osso/alvéolo dentario por um tumor primario de gengiva néo é suficiente
para classifica-lo como T4.

TUMOR PRIMARIO DE OROFARINGE

TX O tumor primario ndo pode ser avaliado

TO N&o ha evidéncia de tumor primario

T1 Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao

T2 Tumor com mais de 2 cm até 4 cm em sua maior dimensao

T3 Tumor com mais de 4 cm em sua maior dimensao

T4a: Tumor que invade qualquer das seguintes estruturas: laringe, misculos
profundos/extrinsicos da lingua (genioglosso, hioglosso, palatoglosso e
estiloglosso), pterigdide medial, palato duro e mandibula.

T4b: Tumor que invade qualquer das seguintes estruturas: musculo pterigoide
lateral, laminas pterigoéides, nasofaringe lateral, base do cranio ou adjacentes a
artéria carotida

METASTASE REGIONAL

NXx Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais

N1 Metastase em um Unico linfonodo homolateral, com 3 cm ou menos em sua
maior dimenséo

N2 Metastase em um unico linfonodo homolateral, com mais de 3 cm e até 6 cm
em sua maior dimensao, ou em linfonodos homolaterais multiplos, nenhum
deles com mais de 6 cm em sua maior dimenséo; ou em linfonodos bilaterais ou
contralaterais, nenhum deles com mais de 6 cm em sua maior dimensao

N2a Metastase em um unico linfonodo homolateral, com mais de 3 cm e até 6 cm
em sua maior dimensao

N2b Metastase em linfonodos homolaterais multiplos, nenhum deles com mais de 6
cm em sua maior dimensao

N2c Metastase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles com mais
de 6 cm em sua maior dimensao

N3 Metastase em linfonodo com mais de 6 cm em sua maior dimensao

METASTASE A DISTANCIA

MO Auséncia de metastase a distancia

M1 Metastase a distancia é evidente

Legenda: T - a extensdo do tumor primario / N - a auséncia ou presenca e a extensdo de metastase em
linfonodos regionais / M - a auséncia ou presenca de metastase a distancia* Modificado de Trotta et al.(2011)




