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RESUMO

Chulam TC. MicroRNAs em pacientes com histéria familiar de carcinoma
epidermoide de cabega e pescoco. Sado Paulo; 2013. [Tese de Doutorado-Fundagao

Antonio Prudente].

Apesar da maioria dos casos de cancer de cabeca e pescoco ocorrer de maneira
esporddica e geralmente estar relacionada a exposi¢do cronica a alcool e tabaco, a
historia familiar e a suscetibilidade t€ém merecido especial interesse nas ultimas duas
décadas. O objetivo do presente estudo foi caracterizar o perfil clinico e
epidemiologico de pacientes portadores de cancer de cabeca e pescogo e historia
familiar de cancer, avaliar o perfil de expressdo dos miRNAs em amostras de sangue
periférico de pacientes com carcinoma epidermopide de cabeca e pescoco (CECP) e
historia familial de cancer com seus respectivos parentes ¢ checar, a partir da
utilizacdo de bancos de dados de miRNAs, os principais genes regulados e suas
eventuais relagdes com neoplasias. Foram selecionados 74 casos usando o banco de
dados do Departamento de Cirurgia de Cabega e Pescogo e Otorrinolaringologia do
Hospital A.C. Camargo, Sao Paulo no periodo de 2003 a 2011. Os critérios utilizados
para caracterizar os casos familiais de CECP foram: 1) dois ou mais parentes de
primeiro grau acometidos por CECP ou tumores relacionados; 2) Idade de
aparecimento do CECP inferior a 45 anos em pelo menos um dos membros da
familia; 3) Aparecimento do CECP em qualquer idade em casos com auséncia de
exposicdo prévia ao tabaco e alcool ou qualquer outro fator etioldgico conhecido. Os
tumores considerados como relacionados ao CECP foram aqueles associados com o
consumo de tabaco (pulmao, es6fago, estbmago, pancreas, figado, rim, bexiga, ttero
e medula 6ssea) ou outros tumores epiteliais como carcinoma colorretal, mama e
melanoma. Foram coletadas amostras de sangue periférico dos probandos e, quando
possivel, de um de seus parentes acometidos por cancer e realizada a analise de
expressdo de miRNAs por RT-qPCR. O sitio de tumor mais comum nos probandos
foi cavidade oral (42%) seguido de laringe (31.5%). Entre as 74 familias, o nlimero

de parentes afetados foi de 171 sendo 121 de primeiro grau e 50 de segundo e



terceiro graus. Neste grupo havia 19 topografias diferentes de tumores e os mais
frequentes foram: cabeca e pescoco (18,6%), mama (16%), colon (13%), estomago
(11%) e utero (11%). Entre parentes de primeiro grau, foram mais comuns, em
ordem decrescente, os tumores de mama (17,4%) e cabeca e pescogo (15,7%). Foi
verificada a prevaléncia em irmaos acometidos pela doenca (46% dos casos).
Utilizando a estratégia de escores, foram identificados 6 microRNAs que podem
estar relacionados a casos familiais: hsa-miR-582-3p, hsa-miR-597, hsa-miR-135b,
hsa-miR-496, hsa-miR-431 e hsa-miR-517a. Os casos com escores elevados foram
comparados com bancos de dados de microRNAs e selecionados para confirmacdo
dos achados. Os hsa-miR-496, hsa-miR-582-3p e hsa-miR-597 s3o candidatos a
regular os genes TGFBR1, PTEN, CDH1, TNF, FGFR4 e EGFR. Em conjunto, os
dados sugerem que pode haver um perfil de expressdo de microRNAs especifico e
peculiar aos pacientes com historia familiar de cancer e que os microRNAs citados,
em especial, o hsa-miR-597 e hsa-miR-496 devem ser melhor investigados em

estudos subsequentes uma vez que existem poucos dados validados em literatura.



SUMMARY

Chulam TC. [MicroRNAs profile in patients with family history of head and

neck cancer]. Sdo Paulo; 2013. [Tese de Doutorado-Fundagdo Anténio Prudente].

Although most cases of head and neck cancer (HNSCC) occur sporadically and
generally are related to chronic exposure of alcohol and tobacco, family history and
genetic susceptibility have earned special interest in the last two decades.The aims of
this study were to characterize the clinical and epidemiological profile of patients
with head and neck cancer and family history of cancer, evaluate the expression
profile of miRNAs in peripheral blood samples from patients with HNSCC and
familial history of cancer with their relatives and check, by using miRNAs databases,
the main regulated genes and their possible relationship to cancer. A total of 74 cases
were selected through pre-existing databases of the Department of Head and Neck
Surgery and Otorhinolaryngology, AC Camargo Hospital, Sao Paulo from 2003 to
2011. The criteria used to characterize the familial cases of HNSCC were: 1) two or
more first degree relatives affected by HNSCC or related tumors, 2) Age of onset of
HNSCC less than 45 years in at least one of the family members, 3) Appearance of
HNSCC at any age if no prior exposure to tobacco and alcohol or any other known
etiologic factor. Tumors considered related HNSCC were those related to tobacco
consumption (lung, esophagus, stomach, pancreas, liver, kidney, bladder, uterus and
bone marrow) or other epithelial tumors such as colorectal carcinoma, breast and
melanoma. Then, peripheral blood samples of these patients were collected and,
when possible, of one of them relatives affected by cancer. Subsequently, the
evaluation of miRNAs expression was did by RT-qPCR. The most common tumor
sites of probands were oral cavity, with 31 cases (42%), followed by the larynx, 24
cases (31.5%). Among the 74 families, the number of affected relatives was 171,
with 121 of first-degree and 50 of second and third degree. In this group there were
19 different tumor sites and the most common were: head and neck (18.6%), breast
(16%), colon (13%), stomach (11%) and, finally, uterus (11%). Among first-degree

relatives, the most common tumors in descending order were: breast (17.4%) and



head and neck (15.7%). By analyzing only the first-degree relatives, the prevalence
was found in siblings with 54 (46%) cases. Utilizing scores that could clarify
differences between the selected sample and the pool of controls, 6 main miRNAs
were identified: hsa-miR-582-3p, hsa-miR-597, hsa miR-135b, hsa-miR-496, hsa-
miR-431 and hsa-miR-517a. The cases with high scores were compared with
microRNAs databases and those that had relations with important cancer-related
genes were selected for confirmation of the findings. Hsa-miR-496, hsa-miR-582-3p
e hsa-miR-597 are candidates to regulate genes as TGFBR1, PTEN, CDH1, TNF,
FGFR4 e EGFR. In conclusion, the data suggest that there may be an specific and
peculiar expression profile of microRNAs in patients with a family history of cancer
and that these microRNAs cited, in particular, hsa-miR-597 and hsa-miR-496 should
be investigated in subsequent studies once there are few validated data in our

literature.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas duas décadas o cancer se tornou a principal causa de morte em
diversos paises economicamente desenvolvidos. Atualmente representa a segunda
causa de morte em muitos paises em desenvolvimento. As principais razdes para o
aumento mundial na incidéncia do cancer sdo o crescimento e o envelhecimento
populacional além da adocdao por parte da populacdo de estilos de vida que
aumentam o risco para o surgimento de neoplasias incluindo o tabagismo, etilismo,
sedentarismo e dietas ocidentalizadas. Um total de 1.638.910 casos novos de cancer e
577.190 mortes foram previstas para ocorrer nos Estados Unidos em 2012 por
SIEGEL. Durante os ultimos cinco anos (2004-2008), as taxas gerais de incidéncia
de cancer em homens diminuiram ligeiramente (0,6% por ano) e ficaram estaveis em
mulheres, enquanto as taxas de morte por cancer diminuiram em 1,8% por ano nos
homens e 1,6% por ano nas mulheres. Destes, 56% dos casos novos e 64% das
mortes foram registradas em paises em desenvolvimento (SIEGEL 2012).

Excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma, o cancer de cabeca e
pescoco representa hoje a sexta neoplasia maligna mais comum em homens sendo
responsavel por aproximadamente 3% de todos os tumores nos Estados Unidos. Sao
quase duas vezes mais comuns entre os homens que em mulheres sendo mais
frequentes em pessoas com idade superior a 50 anos. Em 2011, dados do American
Cancer Society-ACS revelaram a estimativa de 52.000 casos de cancer de cabega ¢
pescoco entre homens e mulheres. De acordo com estimativas do Instituo Nacional

de Cancer-INCA, em 2012 eram esperados 14170 novos casos de tumores de



cavidade oral e 6110 novos casos de tumores de laringe em individuos do género
masculino. No Brasil, os tumores de cavidade oral representam o quinto mais
frequente entre homens correspondendo a 5,1% do total de neoplasias (Ministério da
Saude 2011).

A doenga acomete homens na propor¢dao de 2:1 em relagcdo as mulheres,
apesar da incidéncia desses tumores em mulheres estar aumentando, fato este que
estd muito provavelmente ligado ao aumento de tabagismo (CURADO ¢ HASHIBE
2009). O tratamento ¢ baseado no estadiamento clinico da doenga e no tripé
terapéutico: cirurgia, radioterapia e quimioterapia. O tratamento unimodal com
cirurgia ou radioterapia isolados ¢ reservado para os pacientes com doenga em
estadios iniciais. Nesses casos, os resultados oncoldgicos sdo homogéneos para as
duas modalidades de tratamento. Nos casos de tumores diagnosticados em estadios
clinicos mais avangados, indicam-se tratamentos combinados com cirurgia,
radioterapia e, em algumas situagdes, quimioterapia. As indicagdes classicas de
quimioterapia no cenario adjuvante e com respaldo na literatura sdo: extravasamento
capsular linfonodal e/ou margens comprometidas. A partir da década de 1990
comegaram a surgir os protocolos de preservagdo de 6rgios baseados em radioterapia
e quimioterapia, selecionados para o tratamento inicial de algumas topografias da
cabeca e pescoco, principalmente tumores de laringe, hipofaringe e orofaringe
(Anonymous 1991; SPAULDING et al. 1994; ANDREWS et al. 2011).

O cancer de cabega e pescogo compreende um grupo heterogéneo de tumores
malignos que ocorre no trato aerodigestivo superior, a maioria (93%) dos quais do
subtipo histolégico carcinoma de células escamosas. A sobrevida global em cinco

anos ¢ de cerca de 60% entre os pacientes tratados e tem se mantido praticamente



inalterada ao longo das ultimas duas décadas (CARVALHO et al. 2005). Apesar dos
avancos no tratamento dos carcinomas epidermodides de cabeca e pescoco (CECP)
tem sido documentada uma redugdo na sobrevida dos pacientes com cancer de
laringe (CARVALHO et al. 2005), e apenas um ligeiro ganho em sobrevida nos
pacientes portadores de cancer de cavidade oral. O aumento significativo nas taxas
de sobrevida foi observado entre os pacientes portadores de cancer de nasofaringe e
orofaringe (CARVALHO et al. 2005; FULLER et al. 2007).

Os principais fatores de risco que contribuem para o CECP sdo: uso do
tabaco, consumo de alcool, dieta e infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV)
(BLOT et al. 1988; FRANCO et al. 1989; RODRIGUEZ et al. 2004; FURNISS et al.
2007; HASHIBE et al. 2009). A ocorréncia de tumores de orofaringe associados ao
HPV tem aumentado, principalmente entre jovens nao tabagistas e nao etilistas
(DAHLSTROM et al. 2008). Em um estudo recente, KAMINAGAKURA et al.
(2012) mostraram que 32% e 8% dos carcinomas orais de células escamosas sdo
HPV positivos entre o grupo de pacientes jovens e idosos, respectivamente. Estudo
sueco realizado em 2008 por HUSSAIN et al. evidenciou um aumento significativo
do risco de cancer de colo uterino relacionado ao HPV em pacientes com parentes de
primeiro grau acometidos por tumores de orofaringe (RR: 3.17). Esse estudo
correlaciona familiares com tumores HPV relacionados incluindo colo de utero,
anorretais e tumores de vias aerodigestivas superiores (HUSSAIN et al. 2008).

RODRIGUEZ et al. (2004) relataram que hd um aumento em 20 vezes no
risco de desenvolver carcinomas orais ¢ da faringe em individuos com menos de 46
anos e tabagistas, € um risco cinco vezes maior para os consumidores frequentes de

alcool. Os autores também relataram um aumento do risco de quase 50 vezes nos



pacientes usuarios de alcool e tabaco, sugerindo o potencial sinergismo existente
entre essas substancias.

Outros fatores atualmente t€m sido objeto de investigagdo cientifica, tendo
em vista o crescente aumento na incidéncia desse tipo de neoplasia entre individuos
jovens, ndo tabagistas e ndo etilistas (DAHLSTROM et al. 2008; O'REGAN et al.
2008). Além disso, casos familiares tém sido cada vez mais estudados por diversos
grupos (BONDY et al. 1993; FOULKES et al. 1996; YU et al. 1999; ZHU et al.
2002; SUAREZ et al. 2006; GARAVELLO et al. 2008; NEGRI et al. 2009).

Apesar da maioria dos casos de CECP ocorrer de maneira esporadica e
geralmente estar relacionada a exposicdo cronica ao alcool e tabaco, a historia
familiar e a predisposicao genética t€m merecido especial interesse nas ultimas duas
décadas. Avangos importantes no entendimento da predisposicdo hereditaria do
CECP vém ocorrendo de forma progressiva. Estima-se que cerca de 5 a 10% das
neoplasias ocorrem por heranca autossémica dominante envolvendo um gene de alta
penetrancia (NAGY et al. 2004).

Os casos com historia familial de tumores de cabeca e pescoco ainda sdo
pouco divulgados em estudos epidemioldgicos. Alguns estudos demonstraram um
risco aumentado de desenvolver cincer de cabega e pescoco em familiares de
primeiro grau de pacientes acometidos por esses tumores principalmente para
subsitios anatomicos mais distais como laringe e hipofaringe e nos pacientes
expostos ao tabaco. Estes achados demonstram que, a heranga genética associada
com a exposicdo aos fatores ambientais pode explicar a presenga de parentes
afetados com cancer em membros destas familias e demonstrar uma associacao entre

historia familial positiva como fator de risco em CECP (NEGRI et al. 2009).



GARAVELLO et al. (2008) relataram forte associacdo entre histéria familial de
carcinomas epidermoides de faringe e laringe ¢ um risco aumentado na presenca de
dois ou mais parentes acometidos. Em um estudo caso-controle foi demonstrado um
risco relativo de aproximadamente trés vezes quando se correlacionou histéria
familiar e tumores do trato aerodigestivo superior (COPPER et al. 1995). Em outro
estudo realizado no Canada esse risco foi estimado em 3,79 vezes (FOULKES et al.
1996). A grande critica a esses estudos recaiu na dificuldade do acesso as
informagdes referentes a historia clinica dos familiares acometidos e a comprovagao
histopatologica dos tumores nesses individuos que, de fato, ocorre devido a falta de
documentacdo adequada que confirme o tipo tumoral ¢ a auséncia de uma historia
clinica detalhada de um nimero significativo de familiares.

Dessa forma, entendendo que a etiologia hereditaria dos CECP nao ¢
completamente estabelecida, alguns estudos relacionam a predisposi¢cdo genética ao
desenvolvimento destes tumores (CLOOS et al. 1996; ZHU et al. 2002) utilizando a
sensibilidade a mutagenos como marcador de risco. A andlise da sensibilidade a
mutagenos foi idealizada por HSU et al. (1985). Por este método, quantifica-se as
quebras cromatidicas apds exposi¢do de culturas de linfocitos a bleomicina. Essa
metodologia foi utilizada por CLOOS et al. (1996), além de outros pesquisadores
(SCHANTZ e HSU 1989; SPITZ et al. 1993). Os resultados deste estudo revelaram
que a sensibilidade aos mutdgenos estd incluida entre os fatores de risco na
carcinogénese, uma vez que os pacientes com menor capacidade de reparo celular
eram aqueles que desenvolveram os tumores. O primeiro estudo com essa
metodologia foi realizado com 46 pacientes portadores de CECP e 39 controles

demonstrando significativa diferenca entre os grupos (72% versus 28%) e



estabelecendo que a hipersensibilidade aos mutagenos estaria fortemente ligada ao
aumento do risco de desenvolvimento de CECP, mesmo apds o ajuste referente a
exposi¢do para alcool e tabaco (SCHANTZ e HSU 1989). Resultados semelhantes
foram encontrados por SPITZ et al. (1993) em estudo caso-controle com 108 casos e
108 controles.

Somado a isso, FOULKES et al. (1995), em estudo colaborativo multi-
institucional realizado no Brasil, estabeleceram o papel da historia familiar como
fator de risco para o desenvolvimento de CECP e, desde entdo, outros estudos t€ém
adicionado evidéncias a estes achados.

Considerando a relacdo entre a capacidade de reparo celular e o potencial
genético herdado, passou-se a correlacionar a historia familiar com a sensibilidade
aos mutagenos (BONDY et al. 1993). Alguns estudos demonstraram que pacientes
portadores de CECP com sensibilidade aos mutdgenos mais exuberante
apresentavam maior numero de parentes acometidos pela doenca sugerindo a
possibilidade de um componente hereditario envolvido no risco de desenvolvimento
da doenca (BONDY et al. 1993; ZHU et al. 2002).

GOLDSTEIN et al. (1994) examinaram a relagdo entre a historia familiar de
cancer e risco de cancer de boca e faringe utilizando para isso dados epidemiolédgicos
de um estudo caso-controle. Depois de controlar os dados por idade, raca, sexo, grau
de instrugdo, tabagismo e etilismo, as chances de risco (OR, do inglés odds ratio)
associadas com qualquer tipo de cancer na familia foram de 1,1 (95% (IC) 0,9-1,3).
Além disso, um risco elevado de cancer oral/orofaringe foi encontrado entre aqueles
cujos irmaos desenvolveram outros tipos de cancer (OR = 1,6, IC 95% 1,1-2,2).

Avaliando os subsitios, observou-se um risco maior para tumores tabaco-



relacionados nos parentes de pacientes portadores de tumores de faringe em
comparagdo com os de cavidade oral (OR = 1,7, IC 95% 1,1-2,8). Os dados
indicaram que deve haver algum grau de agregacdo familiar entre os portadores de
cancer oral/faringe. Além disso, uma vez que o risco familiar de cancer de
orofaringe/cavidade oral foi associado com tumores relacionados ao tabaco entre
parentes do sexo masculino, mas ndo no feminino, parece provavel que os fatores
ambientais (tabagismo e etilismo) contribuem para a suscetibilidade familiar
observada neste estudo.

Em 1995, COPPER et al. estudaram parentes de primeiro grau de pacientes
com tumores de cabega e pescoco recém diagnosticados e utilizaram os parentes de
primeiro grau dos conjuges dos pacientes como controles. Entre os parentes de
primeiro grau (n = 617) dos 105 pacientes com cancer de cabeca e pescogo observou-
se 31 casos de cancer do trato aerodigestivo superior contra apenas 10 casos no
grupo controle (n = 618) (RR = 3,5; p = 0,0002). Esta taxa elevada de cancer foi
ainda maior em irmaos (16 versus 2, RR =14,6; p = 0,0001). Os autores concluiram
que a predisposicao genética ¢ um importante fator de risco para o carcinoma de
células escamosas da cabeca e pescogo.

Em outro estudo, em 1996, FOULKES et al. destacaram que o risco relativo
ajustado para o CECP foi 7,89 (intervalo de confianga de 1,50 a 41,6) em parentes de
primeiro grau de pacientes com multiplos tumores de cabega e pescogo sugerindo
que fatores genéticos sdo importantes na etiologia dessa neoplasia, especialmente
para pacientes com tumores multiplos.

YU et al. (1999) demonstraram que as OR associadas com trés ou mais

parentes de primeiro grau com cancer em qualquer topografia foram 3,79 (IC 95%;



0,9-15,9), com uma tendéncia de aumento linear do risco (p = 0,040), apos ajuste
para idade, sexo, escolaridade, renda familiar, tabagismo e etilismo. Também neste
estudo, o risco foi significativamente maior quando havia uma historia positiva de
neoplasia entre irmaos (OR = 2,61, 1,2-5,6; p = 0,014). Pacientes com histdria
familiar de cancer e maior sensibilidade a mutagenos estavam sob risco mais elevado
(OR = 7,88, 2,5-25,3; p= 0,005), indicando um efeito aditivo e interativo. Os
resultados desse grupo também sugerem que a influéncia genética familiar pode ter
um papel importante no cancer de cabega e pescoco.

Em um estudo mais recente, NEGRI et al. (2009) relataram que fatores
familiares podem desempenhar um papel importante na etiologia dos CECP e
sugeriram que pacientes com ¢ sem historia familiar de CECP devem evitar o
consumo do tabaco e a exposi¢do ao alcool, sendo estas indicadas para prevenir o
surgimento da doenca.

Em um artigo interessante, DE ANDRADE et al. (1998) utilizando o software
SAGE, demonstraram que o modelo Mendeliano deve ser valorizado em CECP e que
nao € correto postular uma causa puramente ambiental para o desenvolvimento
desses tumores. Este modelo sugere que 18% da populagdo que fuma e bebe ¢
suscetivel ao risco de desenvolvimento da doenga; para ndo-tabagistas e nao-etilistas
que sdo heterozigotos para o alelo suscetivel, este valor ¢ proximo a zero. Caso
contrario, para os heterozigotos que fumam e bebem o risco ¢ de 14% aos 70 anos.
Estes resultados sugerem que fatores genéticos sdo responsaveis por uma fracgao
significativa do risco de desenvolvimento de CECP associado com a historia familiar

destes tumores.



BROWN et al. (2001) relataram que o risco de desenvolvimento do cancer de
cavidade oral foi maior em individuos com parentes de primeiro grau com cancer de
cavidade oral (OR = 2,5; IC = 0,8-8,0) ou qualquer tumor de vias aerodigestivas
superiores (OR = 2,6; IC = 1,4-4,8). O aumento do risco associado com historia
familiar foi mais elevado para individuos expostos a fatores de risco conhecidos
(tabagismo, etilismo pesado e consumo irregular de frutas e vegetais crus) e com
diagnoéstico de carcinoma oral em idades mais jovens do que 65 anos. Estes
resultados favorecem a hipotese da existéncia de um componente hereditario, embora
fatores de risco relacionados ao estilo de vida também estejam envolvidos.

O achado mais recente e atualmente explorado pelas diversas correntes da
oncologia sdo os microRNAs (miRNAs). Os miRNAs correspondem a pequenas
sequéncias de 20 a 25 nucleotideos, codificados por genes especificos, os quais
atuam na regulagdo da expressdo de RNAs mensageiros (mRNAs) pela repressao da
traducdo ou degradacdo do mRNA (GROSSHANS e FILIPOWICZ 2008). Segundo
o banco de dados mirBase, estdo descritos 1921 miRNAs no genoma humano
(13/12/2012 — www.mirBase.org). Os miRNAs tem um importante papel em
processos bioldgicos normais como desenvolvimento, apoptose, diferenciagdo e
proliferacdo celular, contribuindo também com o inicio e desenvolvimento de
diversos tipos tumorais, se tornando um componente importante em pesquisas de
cancer (COWLAND et al. 2007; WIJNHOVEN et al. 2007). S3o sintetizados a partir
da RNA polimerase II e modificados estruturalmente de modo a se assemelharem a
uma molécula de RNA mensageiro (mMRNA) mas sem a capacidade de codificagdo de
proteinas (COWLAND et al. 2007). S3o capazes de regular simultaneamente

multiplos genes codificadores (FABBRI et al. 2013). Recentemente, intimeros
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estudos tém investigado a capacidade destas moléculas em regular fungdes celulares
importantes € o mecanismo pelo qual elas atuariam no desenvolvimento de diversos
tumores.

Apesar do numero elevado de miRNAs descritos, apenas algumas dessas
micromoléculas teriam poder funcional na regulacio de genes. Dessa forma,
modulando a codificacdo protéica de forma positiva ou negativa, ditariam a
performance dos mRNAs (COWLAND et al. 2007; GOMES ¢ GOMEZ 2008;
HOSHINO e MATSUBARA 2012; HERMEKING 2012).

Partindo do conceito que o cancer ¢ uma doenga com fundamentacio genética
e epigenética e que depende directamente da ativagdo de proto-oncogenes ou
inativagdo de genes supressores de tumores, os miRNAs, quando funcionalmente
ativos, podem atuar como moduladores desses genes estabelecendo diretamente uma
relacdo entre a sua expressao e o surgimento de determinados tipos de neoplasias.

Existem varios relatos indicando que os miRNAs representam uma nova
classe de moléculas envolvidas na tumorigénese, sendo diferencialmente expressos,
inativados, amplificados ou mutados em canceres humanos (CALIN et al. 2002;
2004, 2006; MICHAEL et al. 2003; METZLER et al. 2004; TAKAMIZAWA et al.
2004; JOHNSON et al. 2005; EIS et al. 2005; GREGORY e SHIEKHATTAR 2005;
ESQUELA-KERSCHER e SLACK 2006; HOSHINO e¢ MATSUBARA 2012;
HERMEKING 2012) podendo, portanto, funcionar como oncogenes ou genes
supressores de tumores.

A expressdo desregulada de certos miRNAs tem sido associada com doengas
proliferativas humanas, como leucemia (LAGOS-QUINTANA et al. 2003; CALIN et

al. 2004; GARCIA-ORTI et al. 2012), cancer de mama (IORIO et al. 2005;
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BIAGIONI et al. 2012), glioblastoma multiforme (CIAFRE et al. 2005, WU et al.
2012), carcinoma hepatocelular (MURAKAMI et al. 2006), carcinoma papilifero de
tiredide (HE et al. 2005; BUDA et al. 2012), cancer de pulmao (TAKAMIZAWA et
al. 2004; YANAIHARA et al. 2006; VOLINIA et al. 2006; LI et al. 2012),
carcinomas de estomago e célon (MICHAEL et al. 2003; YANG et al. 2012),
tumores pancreaticos (NAKATA et al. 2011) e tumores de cabega e pescogo (MA et
al. 2012; HSU et al. 2012), entre outros. Os miRNAs comumente alterados em
diferentes tipos tumorais apontam para seu envolvimento em vias reguladoras
fundamentais pela regulacdo de genes codificadores de proteinas cancer-especificas
(VOLINIA et al. 2006).

A familia de miRNAs let-7 tem sido relacionada com varias neoplasias. A
diminuicdo na expressdo de miRNAs dessa familia foi associada ao aumento da
expressdo do gene RAS, uma molécula oncogénica ligada a varios tipos tumorais
como tumores de pulmio, coélon, estdbmago e cabega e pescogo, além de estar
associada a um pior prognostico JEROME et al. 2007; GOMES ¢ GOMEZ 2008).
TRAN et al. (2007) avaliaram 261 tipos de miRNAs em nove pacientes com CECP
nas topografias de hipofaringe, lingua, laringe e amigdala. O estudo foi realizado
utilizando uma plataforma de oligonucleotideos. Foi identificado o aumento da
expressao de 33 miRNAs nessas amostras e 22 miRNAs apresentaram diminui¢ao de
expressdao. Um exemplo de miRNA com expressdo aumentada foi o miR-21 que
também se apresenta com expressdo aumentada em outras neoplasias como
glioblastomas e cancer de mama. Em contrapartida, quando comparados aos tumores
de pulmdo, mama, cdlon, prdstata e pancreas, apenas os tumores de cabega e pesco¢o

apresentaram aumento na expressao do miR-205r. Os autores sugeriram que devido a
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falta da comparacao dessas células tumorais com as normais, ha a necessidade de
estudos adicionais para a identificacdo de miRNAs especificos em tumores de cabeca
€ pescogo.

Alguns estudos atuais mostram a relacdo entre o cancer familial e miRNAs.
Em 2010, SHEN et al. relataram que os miRNAs desempenham um papel critico na
tumorigénese, mas ainda desconheciam se variagdes na expressdo desses miRNAs
levariam a predisposi¢ao ao cancer. Considerando o fato de que os miRNAs regulam
uma série de GST e oncogenes, variagdes genéticas dos miRNA poderiam afetar os
niveis de expressdao de oncogenes ou GSTs e, consequentemente, alterar o risco de
desenvolvimento do cancer. Para testar esta hipotese, SHEN et al. (2010)
selecionaram 30 miRNA (avaliados a partir de amostras de DNA obtidas de
linfocitos do sangue periférico) em 83 pacientes com cancer de ovario familial, que
sdo conhecidamente reguladores de genes relacionados a este tipo tumoral e que
estdo alterados no tecido tumoral ovariano. Nenhuma paciente era portadora de
mutagdes conhecidas em BRCA1 ou BRCA2 ou possuiam mutagdes em genes de
reparo a danos no DNA, tais como MLH1 e MSH2 (MMR). Os autores relataram sete
novas variantes genéticas em quatro miRNAs precursores. Entre elas, trés variantes
raras foram encontradas no precursor de miR-191. Em ensaios funcionais, uma das
variantes localizada no precursor de miR-191 resultou em alteragdes fundamentais
do ponto de vista estrutural e funcional, e, consequentemente, promoveu a alteragdo
nos niveis de expressao de miR-191 maduro. Os autores relataram que esta variante
particular existia em cinco familiares que tiveram cancer do ovario. Os achados
sugeriram que pode haver novas variantes genéticas de miRNAs, e que certas

variantes poderiam afetar a expressio de miRNAs maduros e, consequentemente,
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alterar a regulacdo de GST ou oncogenes. Além disso, nesse estudo em particular,
uma dessas variantes pode estar diretamente associada com o risco de
desenvolvimento de cancer de ovario nos familiares.

Em um estudo recente, SHEN et al. (2012) avaliaram os perfis de expressao
de microRNAs em linhagens de células linfoblastéides de 74 mulheres com cancer
de ovario familiar e 47 controles. Os autores relataram que os casos e controles
poderiam ser agrupados usando 95 miRNAs diferencialmente expressos com 91% de
acuracia. Para avaliar as implicagdes potenciais dos miRNAs em cancer de ovario, o
grupo investigou as associacdes entre a expressao de miRNAs e sete variantes de
risco de cancer de ovario descritas a partir de um grande estudo de associagdo
gendmica (GWAS - Genome Wide Association Study). O GWAS avalia variantes
genéticas geralmente utilizando analises de SNPs — single nucleotide polymorphisms,
em diferentes individuos portadores de doengas ou fenotipos especificos. Nesse
estudo (SHEN et al. 2012) as variantes estudadas foram: rs3814113 (9p22.2),
rs2072590 (2q31), 152665390 (3q25), rs10088218, rs1516982, rs10098821 (todas as
trés em 8q24.21) e 152363956 (19p13) (SONG et al. 2009; GOODE et al. 2010).
Foram descritas 130 associagdes significativas entre os SNPs e o risco de
desenvolvimento de cancer de ovario. Quando comparadas com outras variantes de
risco, rs3814113 e rs2072590 tiveram o maior nimero de associagdes significativas
(68 e 37, respectivamente). Curiosamente, 14 microRNAs que foram associados com
aumento do risco de cancer de ovario pertenciam a cinco clusters. Clusters de
miRNAs podem ser definidos de forma objetiva como o conjunto de dois ou mais
miRNAs que sdo transcritos a partir de genes codificadores que sdo vizinhos ou

distam até 3000 nt um do outro (ALTUVIA et al. 2005). Nesse estudo, o cluster mais
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importante foi o do miR-17-92 com cinco microRNAs, todos relacionados a
rs3814113. Analisando as vias bioldgicas, varias foram significativamente
representadas, como por exemplo a via de resposta celular ao stress (p = 2,87 x 10 (-
00)).

COZZOLINO et al. (2012) descreveram uma analise minuciosa de miR-34a
em 62 pacientes com melanoma cutaneo familiar negativos para alteragdes no gene
CDKNZ2A/CDK4. Neste estudo, tais pacientes foram submetidos a uma investigagao
para mutagdes germinativas no miR-34a. Oito variantes novas de miR-34a foram
identificados tanto em heterozigotos (c. 259 G> A, c. 424 G> A, c. 1465 C> T, c.
1769 C> T, c. 2.456 T> G, c. 2603 C> T, c. 2.972 T> A, c. 3069 T> C) como em
homozigotos (c. 424 G> A, c. 1465 C> T, c. 1769 C> T). Uma triagem molecular foi
entdo realizada em 150 controles de uma populacdo saudavel que demonstrou que
tais polimorfismos seriam comuns. No entanto, foram detectados diferencas
estatisticamente significativas de frequéncias genotipicas e alélicas para c. 1465 C>
T e c. 1769 C> T, e valores limitrofes foram achados para c. 2.456 T> G. Ao
estratificar pacientes no que diz respeito a caracteristicas clinicas (presenga/auséncia
de melanomas multiplos, espessura de acordo com a escala de Breslow, fotdtipo e
nimero de nevos) nao houve associagdes com significancia estatistica com excegao
de uma associagdo entre o c. 424 G> A (heterozigoto individuo GA) e a presenca de
melanoma multiplo e fotétipo III-IV. Em estudo preliminar do grupo, os autores
sugeriam um papel tardio do miR-34a na tumorigénese mas ndo no aumento da
suscetibilidade familiar para melanoma cutaneo (PEDACE et al. 2011).

Em 2010, PASTRELLO et al. avaliaram o papel de variantes alélicas de

miRNAs na suscetibilidade ao cancer de mama e ovario familiares em pacientes
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negativas para mutagdes nos genes BRCA1l e BRCA2. Especificamente, os autores
avaliaram os miR-146a, miR-17 e miR-369, com base no seu potencial em regular
BRCA1 ou BRCA2 e pelo fato de estarem mapeados em regides cromossdmicas
comumente deletadas nesses tumores. A andlise foi realizada em 101 probandas
italianas com histéria familiar comprovada para cancer de mama e ovario e para
alteragdes de BRCAL e BRCA2. Nenhuma variante alélica foi detectada para hsa-mir-
17 e hsa-mir-369. Polimorfismos de nucleotideos inicos (SNPs) foram comparados
com os de 155 controles da mesma populagdo a partir da avaliagdo de sangue
periférico, descartando um papel para variagdes genéticas nestes trés miRNAs como
determinantes na predisposi¢do ao cancer de mama e ovario nas pacientes
BRCA1/BRCA2-negativas. Por outro lado, o estudo sugeriu que o SNP do mir-146a
pode ter impacto sobre a idade de inicio do cancer. De fato, os individuos com
genotipos GC ou CC de mir-146a desenvolveram tumores em idade mais jovem em
comparagdo com individuos com o gendtipo GG. Assim, estes dados apdiam a
hipdtese de SHEN et al. (2008) de que existe uma associagdo entre o alelo C do hsa-
miR-146a e o aparecimento precoce dessas neoplasias.

LIU et al. (2010) estudaram polimorfismos comuns em pré-miRNAs a partir
de coleta de sangue periférico para avaliar a associacdo destes, individualmente ou
(mais provavelmente) em conjunto, com o risco de CECP. Os autores avaliaram 4
polimorfismos comuns (hsa-mir-146a, hsa-mir-149, hsa-mir-196a2 e hsa-mir-499)
em 1109 pacientes com CECP (casos) e em 1130 pacientes sem doencga (controles)
de uma populagdo especifica controlada por idade e sexo. O grupo concluiu que os
quatro SNPs comuns em pré-miRNAs foram associados significativamente com um

risco aumentado de CECP.
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YANG et al. (2010) estudaram o SNP rs895819 localizado no pré-miRNA-
27a. Em uma grande coorte realizada a partir da coleta de sangue de pacientes
portadores de cancer de mama familial e 1422 controles saudaveis. Os autores
relataram que este polimorfismo foi encontrado de forma muito mais frequente em
controles que em casos, indicando um risco reduzido de cancer de mama familiar nos
pacientes portadores da variante (G) versus (A) (OR = 0,88, 95% IC: 0,78-0,99, p =
0,0287).

CATUCCI et al. (2010) avaliaram SNPs em amostras de sangue periférico
nos miR-146a, miR196a2 ¢ miR-499, em casos familiares de cancer de mama
provenientes da Alemanha e Itdlia e ndo encontraram nenhuma associag@o entre tais
polimorfismos e o risco de cancer de mama ou a idade de inicio do cancer.

O conceito de uma sindrome familial do Carcinoma Epidermoide de Cabeca e
Pescoco 1dealizado por esse estudo ¢ relativamente novo, tendo em vista a escassez
de dados de tal entidade na literatura médica. A falta de dados confirma a motivagao
e a necessidade de estudos detalhados sobre essa entidade clinica. Mesmo entre os
médicos, a suspeita clinica de uma sindrome familial de cancer de cabeca e pescoco ¢
baixa e a coleta de dados precisos e detalhados no que diz respeito a histéria familiar
de cancer, ndo ¢ sistematica. A defini¢do e a aceita¢do clinica de uma sindrome
familial relacionada ao CECP vai avangar a pesquisa e a compreensdo de sua
prevaléncia e, acima de tudo, beneficiard diretamente pacientes pela possibilidade de
realizacdo de aconselhamento genético eficaz e interven¢do precoce em casos com
risco (YU et al. 2002). Dessa forma, o presente estudo objetiva avaliar o papel e o
perfil de expressao dos miRNAs em amostras de sangue periférico de pacientes com

historia familial de CECP comparados com amostras de pacientes saudaveis sem



17

cancer, histéria familiar de cancer ou doencas cronicas. Também se pretende
comparar o achado com os resultados de bancos de dados em miRNAs, vias
moleculares ou sinalizadores para contribuir para o conhecimento dos miRNAs na

suscetibilidade ao CECP .
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OBJETIVOS

Descrever o perfil clinico, epidemiologico e patologico de pacientes
portadores de cancer de cabeca e pescogo e historia familiar de cancer,

admitidos no Hospital AC Camargo no periodo de 2003 a 2011;

Avaliar o perfil de expressao dos miRNAs em amostras de sangue periférico
de pacientes com CECP e historia familial de cancer com seus respectivos
parentes, com intuito de identificar potenciais miRNAs candidatos ao

aumento de risco da doenca;

Checar, a partir da utilizagdo de bancos de dados de miRNAs, os principais

genes regulados e suas eventuais relagdes com neoplasias.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 SELECAO DA CASUISTICA

Os casos foram selecionados prospectivamente (casos novos) e
retrospectivamente usando os bancos de dados pré-existentes no Departamento de
Cirurgia de Cabega e Pescoco e Otorrinolaringologia do Hospital A.C. Camargo, Sao
Paulo. Foram selecionados 140 pacientes dos quais 74 pacientes preenchiam os
critérios determinados pelo estudo. Todos eram portadores de carcinoma
epidermoide de vias aerodigestivas superiores com historia familiar de cancer, ndo
tratados previamente em outro servico, € que foram submetidos ao tratamento com
finalidade curativa. Esses pacientes foram admitidos no hospital no periodo de 2003
a2011.

Com objetivo de estabelecer critérios para avaliar uma possivel sindrome de
cancer familial associada a tumores de cabeca e pescoco, a selegdo de pacientes
obedeceu a critérios ja adotados em literatura para a Sindrome de Lynch, que hoje ¢
muito bem definida (Amsterdam I — VASEN et al. 1991; Amsterdam II — VASEN et
al. 1999 e posteriormente Bethesda — RODRIGUEZ-BIGAS et al. 1997; UMAR et
al. 2004). Os critérios utilizados para caracterizar os casos familiais de CECP foram:
1) dois ou mais parentes de primeiro grau acometidos por CECP ou tumores
relacionados; 2) Idade de aparecimento do CECP inferior a 45 anos em pelo menos
um dos membros da familia; 3) Aparecimento do CECP em qualquer idade em casos

com auséncia de exposi¢do prévia ao tabaco e dalcool ou qualquer outro fator
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etiologico conhecido. Foi adotado o critério de NEGRI et al. (2009) para os tumores
relacionados ao CECP que compreende aqueles associados ao consumo de tabaco
incluindo pulmao, eséfago, estdmago, pancreas, figado, rim, bexiga, itero e medula
Ossea ou outros tumores epiteliais como carcinoma colorretal, mama e melanoma. O
termo cancer relacionado foi utilizado baseado também em um estudo prévio do
grupo com 252 pacientes cujos dados clinicos e epidemiologicos estavam completos
em 134 casos (BERGAMO et al. 2005). Nessa analise 52/134 pacientes
apresentavam historia de cancer na familia e os principais tipos tumorais encontrados
nos familiares apds varias analises isoladas (incluindo analises em irmandades, com
mais de um parente afetado na familia, habitos tabagista e etilista, idade ao
diagnéstico) eram tumores de cabega e pescogo, estdomago, pulmido, mama e colon.
Os pacientes selecionados para o estudo obrigatoriamente apresentavam o primeiro
critério. Apenas dois casos apresentavam exclusivamente o terceiro critério ¢ foram
selecionados por desenvolveram tumores em idade jovem (18 e 28 anos). Doze casos
apresentavam dois critérios de inclusdo ; em muitos casos ndo foi possivel obter a
idade ao surgimento do tumor.

Foram excluidos os casos de carcinomas de labio, nasofaringe, tiredide e
glandulas salivares assim como doencas sist€émicas associadas com a predisposi¢do
ao cancer como a epidermolise bolhosa, xeroderma pigmentoso, papilomatose
juvenil e anemia de Fanconi.

Foram revistos todos os dados referentes a localizacao da lesdo, estadiamento
clinico, terapéuticos e evolucdo clinica até o 6bito ou ultima revisdo ambulatorial
para os 74 casos incluidos no estudo. Entre os casos incluidos no estudo, foram

selecionados 12 probandos para analises de expressdo de miRNAs em amostras
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obtidas de linfécitos de sangue periférico. Todos os familiares, com ou sem cancer,
que voluntariamente aceitaram participar do estudo foram incluidos apds
conhecimento e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
especifico (em Anexo). A comprovacao histopatologica dos casos familiais foi
realizada, quando possivel, pela pesquisa em prontudrios médicos, laudos da
anatomia patologica ou atestados de 6bito. Foram coletados 20 mL de sangue
periférico de cada um dos pacientes e familiares. Este estudo foi aprovado pelo

Comité de Etica do Hospital A.C. Camargo, Sdo Paulo (1200/09 — em Anexo).

3.2 OBTENCAO E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS

Inicialmente foi realizada a coleta de sangue periférico de cada um dos
pacientes e familiares. Foi também realizada a coleta de sangue periférico de 20
individuos saudéaveis que ndo apresentavam historia pessoal ou familiar de cancer ou
doencas cronicas conhecidas. Estes casos foram utilizados como referéncia normal
do estudo. As amostras de sangue foram coletadas e devidamente armazenadas em
tubos Paxgen Blood RNA (Qlagen), utilizados para a coleta de sangue a vicuo que
mantém a estabilidade das moléculas de RNA. A principal dificuldade nessa etapa do
estudo foi a inclusdo de familiares afetados vivos dos pacientes acometidos por

CECP.
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33 OBTENCAO DOS HEREDOGRAMAS E SELECAO DE

PROBANDOS

A histéria familiar foi obtida por meio de entrevistas com os pacientes e/ou
seus familiares para a constru¢cdo dos heredogramas de todos os casos selecionados.
Entre esses pacientes, foram selecionados os probandos que apresentavam maior
probabilidade de serem portadores de uma sindrome familial. Esta selecao foi
baseada no maior nimero de critérios adotados no estudo ¢ do numero de grau de
parentesco dos parentes afetados (seis casos). Foram selecionados também seis
pacientes que possuiam familiares com histéria de cancer que estavam vivos e sendo,

portanto, possivel a coleta de amostras de sangue periférico.

34 EXTRACAO DE RNA, SINTESE DE cDNA E AVALIACAO POR

RT-gPCR

Foi realizada a extracdo do RNA pelo kit PAXgene Blood miRNA (Qiagen) e
quantificado o 4cido nucleico obtido em espectrofotdmetro Nanodrop (ND-1000
Spectrophotometer v.3.0.1, Labtrade). Todas as amostras foram estocadas em freezer
a -80°C para serem utilizadas na quantificagdo da expressdo de microRNAs
(miRNAs) pelo sistema TagMan Human MicroRNA Assay Set v2.0 (Applied
Biosystems) utilizando o 7900 HT Fast Real Time PCR (Applied Biosystems).

Para a sintese de cDNA foi utilizado um conjunto de iniciadores pré-
definidos desenhados de forma a manter a estrutura em loop (Megaplex™ RT

Primers, Applied Biosystems). Este sistema permite a ligacdo dos iniciadores a
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centenas de miRNAs alvos em um tnico experimento e reduz o nimero de reagoes
de transcrigdo reversa ¢ a quantidade de RNA necessaria para as reagdes. O pool de
iniciadores Megaplex RT (Human Pools A) foi utilizado para os ensaios com as
plataformas de array. O Kit Megaplex™ RT Primers, Human Pool A contém
iniciadores para 377 miRNAs especificos e para trés miRNAs controles. Essa
tecnologia supera um problema crucial na quantificagdo de miRNAs, o tamanho
pequeno dos miRNAs maduros (~22 nt), que impede o delineamento convencional
de iniciadores para RT. Para a sintese de cDNA foi utilizado 3 pL (350ng) de RNA
total e 4,5 uL do mix de reacdo Megaplex™ RT Primers A (Applied Biosystems) em
um volume final de 7,5uL de reagdo por amostra, segundo as instrugdes do
fabricante (Applied Biosystems). A reagdo de transcrigdo reversa e a analise de
expressdo provéem a especificidade para os miRNAs maduros, bem como a
discriminacdo de um tUnico nucleotideo entre seqii€ncias muito proximas de uma

mesma familia.

35 AMPLIFICACAO DAS AMOSTRAS PELO SISTEMA TAQMAN

HUMAN POOL A

Uma vez convertido em cDNAs, esses miRNAs foram submetidos a uma
etapa de amplificagdo utilizando o Kit Megaplex™ PreAmp Primers Human Pool A
e TagMan® Master Mix (Applied Biosystems). A analise de expressdo global foi
realizada na plataforma A descrita previamente (contendo um total de 377 ensaios
TagMan® MicroRNA). Nessa plataforma estdo incluidos trés controles endogenos

que foram utilizados na normalizagdo dos dados e um controle negativo ndo
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relacionado a humanos. Cada placa contém iniciadores e sondas especificas, capazes
de detectar um miRNA particular entre os 377 presentes na plataforma. Para a PCR
foram adicionados 450uL de TagMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase®
UNG, 2X (Applied Biosystems), 6uL do produto amplificado e 444uL de agua ultra-
pura estéril. Apds agitacdo cuidadosa e centrifugacdo, um volume de 100 pL do
produto da PCR foi transferido para a plataforma TagMan MicroRNA Array as quais
sdo conectadas por canais de microfluidos até os 48 micro-wells que contém os
primer/probe TagMan liofilizados. A plataforma foi centrifugada duas vezes por 1
minuto a 1200 rpm (306Q), a 4°C, para distribuir o produto uniformemente a cada um
dos micro-wells. A plataforma foi selada e levada ao Biosystems Prism 7900HT Fast
Real-Time PCR sequence detection System (Applied Biosystems) para quantificar os
niveis de expressdao de cada miRNA. As condi¢cdes da PCR foram as que seguem: 2
minutos a 50°C, 10 minutos a 94,5°C, 30 segundos a 97°C, 1 minuto a 59,7°C

durante 40 ciclos. A Figura 1 ¢é representativa do método utilizado no estudo.
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Adaptado Apllied Biosystems

Figura 1 - Representagdo esquematica das etapas realizadas até a analise de

expressao relativa dos miRNAs diferencialmente expressos.

3.6 ANALISE DOS DADOS

3.6.1 Aplicacdo de filtros de qualidade para a analise de expressdao dos miRNAs
Os resultados obtidos pelos ensaios TLDA foram analisados utilizando um

conjunto de filtros de qualidade para a triagem dos miRNAs de interesse. O conjunto

de pardmetros utilizados foram:

Filtro 1: Cts >38 ou indeterminados foram transformados em 40. Dessa forma, foi

padronizado o valor de expressdo teoricamente nulo para expressdes minimas ou

indetectaveis.
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Filtro 2: Se a média geométrica dos valores logaritmicos de Ct dos miRNAs de
referéncia (MammuU6, RNU44 ¢ RNU48) forem outliers inferiores € o Ct do miRNA
alvo igual a 40, considerou-se “NA” (ndo avalidvel) para o miRNA alvo, ¢ ndo
expressdo nula. Isso porque existe quantidade expressivamente menor de material
sendo aplicado em relagdo as demais amostras e nao é recomendado definir como
nao expresso.
Filtro 3: Se a amostra de referéncia apresenta Ct = 40 ¢ mais de 50% das amostras
alvo também tém Ct = 40 para determinado miRNA, considerou-se “NA” para todas
as amostras alvo. Nesse caso desconsiderou-se todo o miRNA, pois ndo apenas a
referéncia bioldgica ndo expressa o miRNA mas também metade das amostras alvo.
Filtro 4: Caso a amostra de referéncia apresente um Ct diferente de 40 (expressdo
detectavel) e as amostras alvo apresentem Ct = 40 (mesmo que mais de 50% delas),
considera-se a negatividade da expressdo para as amostras alvo, ja que a referéncia
bioldgica apresenta expressao detectavel.

Apds o uso dos filtros, a expressdo de cada miRNA foi normalizada

utilizando a metodologia ja descrita anteriormente.

3.6.2 Normalizacéo e obtencéo de expressao relativa dos miRNAs

A quantificagdo relativa de expressdo ¢ usada para descrever mudangas na
expressao de um gene ou miRNA de interesse em um grupo de amostras em relacao
a um gene ou miRNA de referéncia e a uma amostra referéncia. Foi utilizado como
referéncia um pool de 20 amostras de sangue periférico de individuos saudaveis sem
historico de cancer em parentes de primeiro grau. A normalizagdo foi feita de acordo

com a formula proposta por PFAFFL (2001):
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(E+1)alvo ACt alvo
(E+1 )normalizador ACt normalizador

R

Onde:

E — eficiéncia de reacdo de amplificagdo

alvo — miRNA alvo avaliado

normalizador — miRNA utilizado como normalizador (referéncia)

ACt — diferenga entre o Ct obtido para a amostra referéncia e o Ct obtido para a

amostra em analise.

Foi considerada a eficiéncia de amplificacdo igual a 100% (exatamente uma
duplicacdo a cada ciclo) para todos os miRNAs avaliados (E=1). A expressdo de
MammuU6, RNU44 e¢ RNU48 foi considerada como referéncia na normalizacao,
utilizando a média geométrica dos valores de expressdo relativa como fator de

normalizagao (FN):

(E+1 )a|V0 ACt alvo

(E . 1) H I ACt normalizador

R

R= 2ACt alvo
FN
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3.6.3 Comparacéo entre as amostras dos pacientes com céancer e a referéncia
normal

Como critério, a perda de expressao foi definida como 10 vezes menor a
expressdao da amostra de referéncia e aumento de expressdo como 10 vezes maior a
mesma referéncia. Com a definicdo de reducdo ¢ aumento de expressdao, foram
calculados dois escores, o primeiro (escore A) de forma pareada com o caso ¢
familiar com cancer e o segundo (escore B) com os casos nao pareados. No caso da
primeira comparagdo, um escore era acrescentado a cada par com expressdao
diferencial na mesma direcdo (expressdo aumentada ou reduzida em relagcdo ao
controle normal). Dessa forma, o escore A minimo era de 0 e maximo de 6 (positivo
ou negativo de acordo com a direcdo da expressdo), pois foram avaliados seis
pacientes e seis familiares correspondentes. O escore B foi calculado com base nos
casos onde nao foi possivel a analise dos familiares (seis casos), com valores também
de 0-6 positivo ou negativo. Os miRNAs diferencialmente expressos (escore A >|1])
foram selecionados para analise de redes e vias moleculares com a utilizagdo do

software Ingenuity Pathways Analysis (IPA) (Ingenuity Systems).

3.6.4 Anadlise funcional in silico (Banco de dados de miRNAs preexistentes,
Software IPA)

Os miRNAs encontrados com expressdo diferencial foram submetidos a
analises funcionais in silico utilizando o Ingenuity Pathways Analysis (IPA)

(Ingenuity Systems, http://www.ingenuity.com). A partir dos resultados obtidos,

foram selecionados os miRNAs que apresentaram maiores escores relacionados a

expressdo ¢ os genes por eles regulados. Em seguida foram avaliados os principais
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fendtipos relacionados ja descritos em bancos de dados com objetivo de checar o
papel funcional destes genes. Os bancos de dados utilizados foram:

www.microrna.org / ferrolab.dmi.unict.it/miro/ www.ingenuity.com. Abaixo, esta

apresentada a descricdo de cada etapa das analises funcionais:

Geracgao de redes: uma lista de genes e miRNAs e o status correspondente
(valores de expressdao génica) foi importada ao sistema. O IPA identifica cada gene,
miRNA e seu status e associa-os com as informagdes depositadas nos bancos de
dados. A maioria dos genes e miRNAs ¢ classificada como “moléculas elegiveis para
rede”. Utilizando algoritmos proprios do IPA, as redes das moléculas elegiveis foram
geradas baseadas em suas conexodes. Os dados foram representados em valores de
scores obtidos a partir da presenga dos genes importados em relagdo aos genes do
IPA.

Funcdes bioldgicas: esta analise identificou as fungdes biologicas e doengas
que foram mais significativamente observadas. O teste exato de Fisher foi utilizado
para calcular o P valor que determinou a probabilidade de que cada fung¢do biologica
e ou doenga atribuidos a esse conjunto de dados fosse resultante do acaso ou que
apresentasse algum significado estatistico. Os dados foram convertidos em —log (P
valor).

Vias canodnicas: esta analise permitiu identificar as vias depositadas no IPA
que foram mais significativamente observadas entre os dados importados. A
significancia da associa¢do entre os dados foram calculadas de duas formas: a) a
razdo entre o numero de moléculas dos dados importados dividida pelo niumero total

de moléculas das vias candnicas; b) teste exato de Fisher foi utilizado para calcular o



30

P valor que determinou a probabilidade da associagdo entre os genes e miRNAs
importados e as vias candnicas.

Representacdo grafica: as redes sdo representadas graficamente para
verificar as relagdes entre as moléculas. As moléculas sdo representadas como “nos”
e as relagdes biologicas entre dois “nods” sdo representadas pelas “linhas”. Todas as
linhas sdao baseadas em pelo menos uma referéncia da literatura ou nas informagdes
canodnicas depositadas no banco de dados do IPA. Genes ortélogos sdo armazenados
separadamente no IPA, porém, sdo representados como “nds” unicos nas redes. No
caso dos dados de expressdo, variagdes na intensidade das cores nos “nds” indicam o
grau de regulacdo génica (vermelho=expressdo aumentada e verde=expressdo
diminuida). Os nos sdo representados de varias formas geométricas que indicam a
classe funcional do produto génico. As linhas sdo representadas em duas formas

principais, indicando a relagdo direta e indireta entre os nos.

3.6.5 Validacdo da metodologia

A partir da selecdo dos miRNAs com escores mais elevados, foi realizada a
validagdo técnica dos experimentos. As PCRs foram realizadas no termociclador
automatico StepOne Plus (Applied Biosystems, Life Technologies), conforme
protocolo recomendado pelo fabricante. Os miRNAs de referéncia testados foram
MammuU6, RNU44 e RNUA48. Para a analise de expressdo do miRNAs foi utilizado o
sistema TagMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems) no qual sdo incluidas
sondas marcadas com agentes que emitem fluorescéncia. Os miRNAs foram
amplificados utilizando o TagMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase®

UNG (Applied Biosystems — Life Technologies).
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4 RESULTADOS

4.1 DADOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS

Foram incluidos na pesquisa 74 pacientes portadores de CECP. Todos eles
apresentaram pelo menos um parente de primeiro grau afetado por algum tumor
relacionado como descrito nos critérios de inclusdo anteriormente relatados.

Entre os 74 pacientes, 56 (75%) eram do sexo masculino e 18 do sexo
feminino com idade mediana de 60 anos (variando de 18 a 78). Sessenta e trés (85%)
pacientes eram brancos e 46 (62%) nasceram em dareas urbanas. Em relacdo a
escolaridade, apenas 19% tinham completado o ensino superior. Nesta série, 59
pacientes (80%) eram fumantes e 59 (80%) consumiram algum tipo de bebida
alcodlica. O sitio de tumor mais comum foi cavidade oral (31 casos, 42%), seguido
de laringe (24 casos, 31,5%), orofaringe (15 casos) e hipofaringe (4 casos). Sete
pacientes apresentaram no decorrer do seguimento o surgimento de um segundo
tumor primadrio, trés deles em eso6fago. Entre os 40 pacientes com dados disponiveis
referentes a invasdo perineural, 22 ndo apresentavam tal achado. O conjunto

completo de dados epidemioldgicos e clinicos ¢ descrito na Tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas epidemiologicas e clinicas dos 74 casos incluidos no

estudo
Varidvel Categoria Frequéncia
Género Masculino 56 (75,7)
Feminino 18 (24,3)
Idade (anos) <45 3
>45 71
Raca Caucasiano 63 (85,2)
Nao Caucasiano 11 (14,8)
Fumante Nao 15(20,3)
Sim 59(79,7)
Fumante passivo Nio 63(82,5)
Sim 13(17,5)
Etilismo Nao 15(20,3)
Sim 59(79,7)
Topografia Cavidade oral 31(41,9)
Orofaringe 15(20,3)
Laringe 24(32,4)
Hipofaringe 4(5,4)
Estadio clinico I 12(16, 2)
I 11(14,9)
111 15(20,3)
v 36(48,6)
Situagdo atual Vivo sem doenga 65(87,8)
Yivo com doenca 5(6,8)
. Obito pela doenga 1(1,4)
Obito por outras causas 1(1,4)
Perda de seguimento 2(2,7)

Entre as 74 familias, o nimero de parentes afetados foi de 171 sendo 121 de

primeiro grau, 40 de segundo e 10 de terceiro grau. Neste grupo havia 19 topografias
diferentes de tumores e os mais frequentes foram: cabega e pescoco (30 casos,
18,6%), mama (26 casos, 16%), colon (21 casos, 13%), estomago (18 casos, 11%) e

atero (18, 11%) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Distribuigdo de tumores entre parentes de primeiro e segundo grau.

Local do tumor N° casos (%) 1°Grau (%) 2°Grau (%)
Cabega e pescogo 30 (18,6) 19 (15,7) 11 (27,5)
Mama 26 (16,1) 21 (17,4) 5 (12,5)
Estémago 18 (11,2) 13 (10,7) 5 (12,5)
Esofago 9 (5,6) 6 (5,0) 3 (7,5)
Célon 21 (13,0) 14 (11,6) 7 (17,5)
Prostata 8 (5,0) 7 (5,8) 1 2,5)
Melanoma 1 (0,6) 1 (0,8)

Pulmio 11 (6,8) 8 (6,6) 3 (7,5)
SNC 1 (0,6) 1 (2.5)
e N RO
Tireide 3 (1,9 3 (2,5)
Utero 18 (11,2) 15 (12,4) 3 (7,5)
Pancreas 5 3,1) 4 3,3) 1 2,5)
Pele 1 (0,6) 1 (0,8)
Leucemia 1 (0,6) 1 (0,8)
Rim 1 (0,6) 1 (0,8)
Bexiga 2 (1,2) 2 (1,7)
Testiculo 1 (0,6) 1 (0,8)
Abdome’ 1 (0,6) 1 (0,8)

Legenda: * Tumores abdominais sem especificagdo; SNC: Sistema Nervoso Central

Entre parentes de primeiro grau, foram mais comuns, em ordem decrescente,
os tumores de mama (21 casos, 17,4%), cabeca e pescoco (19 casos, 15,7%), ttero
(15 casos, 12,4%), colon (14 casos, 11,6%) e estomago (13 casos, 10,7%) (Tabela 2).

Entre os parentes de segundo grau, foram mais freqiientes, em ordem
decrescente: os carcinomas de cabeca e pescogo (11 casos, 27,5%), colon (7 casos,
17,5%), mama (5 casos, 12,5%), estomago (5 casos, 12,5%) e esdfago (3 casos,

7,5%).
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Ao analisar apenas os parentes de primeiro grau, foi verificada a prevaléncia
em irmaos com 54 (46%) casos, seguido por 31 pais (26,5%) e 28 maes (24%).
Observou-se uma baixa prevaléncia em filhos (apenas 4 casos, 3,5%).

Em relacdo a distribuicdo dos tumores entre parentes de primeiro grau, na
figura paterna, o tumor mais prevalente foi em estdmago com sete casos (22,5%),
enquanto entre as maes, foram utero e mama, cada um com sete casos (25% ). Entre
irmaos, o mais frequente foi o tumor de mama com 14 casos (24%), seguido de

cabega e pescoco, com 13 casos (22,5%) (Tabela 3).

Tabela 3 - Distribuigdo dos tumores entre os parentes de primeiro grau.

Local do tumor Pai (%) Méde (%) Irmdos (%)  Filhos (%)
Cabega e pescogo 5 (16,1) 1 (3,6) 13 (22,4)

Mama 7 (25,0) 14 (24,1)

Estomago 7 (22,6) 3 (10,7) 2 (3,4) 1 (25)
Esofago 2 (6,5) 4 (6,9)

Colon 5 (16,1) 4 (14,3) 5 (8,6)

Prostata 5 (16,1) 2 (3,4)

Melanoma 1 (3,2)

Pulmio 2 (6,5) 3 (10,7) 3 (5,2)

SNC

Figado e vias biliares 2 (6,5) 1 (1,7)

Tireoide 2 (7,1) 1 (1,7)

Utero 7 (25,0) 7 (12,1) 1 (25)
Pancreas 1 (3,6) 3 (5,2)

Pele 1 (1,7)

Leucemia 1 (25)
Rim 1 1,7)

Bexiga 1 3,2) 1 (1,7)

Testiculo 1 (25)
Abdome’ 1 3,2)

Legenda: * Tumores abdominais sem especificagdo; SNC: Sistema Nervoso Central
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Analisando a amostra por topografia, foi verificado que o perfil de
envolvimento em relagdo ao parente mais acometido permaneceu inalterado, com os
irmaos sempre respondendo a maior parte dos parentes afetados. No entanto, quando
analisados os tipos mais prevalentes de tumores nessas familias, a incidéncia variou
de acordo com a topografia. Em probandos com cancer de cavidade oral, os irmaos
eram o familiar mais afetado, sendo os tumores de cabeca e pescogo o mais comum
neste grupo (7/18 casos). Por outro lado, em pacientes com cancer de orofaringe, os
irmaos permaneceram sendo o grupo mais afetado, mas o cancer de mama foi o
tumor mais comumente associado (3/9 casos). Em probandos com cancer de laringe,
houve uma predominancia significativa dos irmaos como parentes de primeiro grau
afetados quando comparados aos pais e maes, respectivamente (22 casos , 9 casos e 7
casos). Neste grupo, observou-se uma maior associagdo com cancer de mama e
tumores de cabega e pescogo, respectivamente (6 € 5 casos).

Uma anélise posterior foi realizada com esta série tentando identificar o perfil
de ocorréncia quando os grupos foram separados por género. Em ambos, homens e
mulheres, os parentes de primeiro grau mais afetados em ordem decrescente, foram:
irmaos, pais ¢ maes. No entanto, analisando o tipo de tumor relacionado a cada
familia afetada, observou-se um padrio distinto entre eles. Enquanto no grupo de
pacientes do sexo masculino, houve um predominio de irmaos acometidos por cancer
(44 casos), no grupo feminino, os irmados e os pais foram igualmente afetados (10
casos cada um). Em probandos do sexo masculino, o tumor de cdlon foi o mais
frequente nos pais, enquanto nas maes foi o tumor de mama. Nos irmaos houve um

predominio de canceres de mama e carcinoma de cabega e pescogo (14 e 12,
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respectivamente). Em probandos do sexo feminino, o tumor mais comum em pais era
estdmago, enquanto maes e irmas tiveram um predominio de tumores do ttero.

Foi também verificado neste grupo de 74 pacientes a presenga de familias
com dois ou mais parentes de primeiro grau afetados. A partir disso, avaliou-se o
perfil de tumores e parentes mais relacionados com este grupo de pacientes e
observou-se que os irmaos permaneciam representando o grupo de parentes mais
envolvido (31/67, 46%) e os tumores mais comumente relacionados foram o de
mama seguido por cabega e pescogo.

Foi também realizada uma avaliacdo exclusiva de um subgrupo de pacientes
ndo tabagistas. Nessa casuistica, a mediana de idade foi 60 anos (minima de 28 anos
e maxima de 78 anos). A topografia mais frequente nesses pacientes foi cavidade
oral, presente em 54% dos casos. As maes foram os familiares de primeiro grau mais
frequentemente acometidas pela doenca (60%). Quanto a caracteriza¢do dos tumores
desses pacientes, 67% pertencia a estagios clinicos mais avangados ¢ 33% a estagios
iniciais, na maior parte das vezes a custa da extensdo “T” ja que 60% eram “N”
negativos. Nao foi observada diferenga quanto ao grau histologico; foi observada
uma distribuicdo semelhante entre os tumores bem diferenciados, pouco
diferenciados e moderadamente diferenciados (cerca 33% cada um deles). A maior
parte desses pacientes foi submetido a tratamento cirargico inicial (74%) e apenas
dois deles apresentaram recidivas no seguimento clinico. Os dados referentes a

caracterizagdo desses pacientes estd apresentado na Tabela 4.



37

Tabela 4 - Caracteristicas epidemiologicas, clinicas e patoldgicas de pacientes nao
tabagistas.

ID Idade Local Familiar EC Grau Tratamento Recidiva
6 63 Cav. Oral Pai, Filho v Bem dif. Cirurgia Nao
21 60 Laringe Mﬁi’ ’ v Pouco dif. Qt+ Rxt Sim
irmaos
31 69 Laringe Mae, Irmao I Bem dif. Rxt Nao
83 74 Cav. Oral Mae, Avo v Mod. dif. Cirurgia Néo
23 76 Orofaringe Pai, 2 irmdos Il Pouco dif. Qt + Rxt Nio
28 71 Laringe Mae v Mod. dif. Cirurgia Nao
72 78 Cayv. Oral Pai, Mae I Indeterminado Cirurgia Nao
91 72 Cav. Oral Mie v Bem dif. Cirurgia Nao
1271 59 Cav. Oral Irmao v Mod. dif. Cirurgia Nao
1290.1 55 Orofaringe Paijrli\(/)lﬁe, v Pouco dif. Cirurgia Nio
1241 50  Orofaringe Irmao, Primo  II Mod. dif Cirurgia Nao
108.1 48  Cav.Oral Mae, Tio, v Pouco dif. Cirurgia Nio
Avo
109.1 56 Orofaringe Pai, Tio IV Indeterminado Qt + Rxt Sim
135.1 45 Cav.Oral  Mae, 3 Tios II Bem dif. Cirurgia Nao
1031 28 Cav. Oral  Primo, Avd 11 Mod. dif. Cirurgia Nao

Legenda: Pouco dif.: pouco diferenciado; Mod. dif: moderadamente diferenciado; RxT:
radioterapia, Qt: quimioterapia, Cav: cavidade; dif: diferenciado

Avaliando um subgrupo de pacientes exclusivamente ndo etilistas, a mediana
de idade foi 59 anos. A topografia mais frequente nesses pacientes foram os tumores
de cavidade oral observados em 47% dos casos. O familiar de primeiro grau mais
frequentemente acometido foram as maes que apresentaram tumores em 54% desses
pacientes. A maioria destes tumores pertencia ao estigios clinicos mais avancados
com 74% dos casos com 26% em estadgios iniciais. Quanto ao grau, houve
predominio de tumores moderadamente diferenciados (53%). A maior parte desses

pacientes foi submetido a tratamento cirurgico inicial (74%) e nenhum deles
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apresentou recidiva no seguimento clinico. Os dados referentes a caracterizagao

desses pacientes esta abaixo na Tabela 5.

Tabela 5 - Caracteristicas epidemiolégicas, clinicas ¢ patologicas de pacientes ndo
etilistas.

Id

ID ad Local Familiar EC Grau Tratz;ment Recidiva
e
6 63 Cav. Oral Pai, Filho v Bem dif. Cirurgia Nao
31 69 Laringe Mae, Irmao I Bem dif. Rxt Nao
34 58 Laringe Pai v Mod. dif. Cirurgia Nao
53 59  Hipofaringe Irméo v Mod. dif. Qt+Rxt Nao
83 74 Cav. Oral Mie, Avo v Mod. dif. Cirurgia Nao
39 53 Orofaringe Pai v Pouco dif. Qt+Rxt Nao
3 63 Laringe Pai 111 Mod. dif. Qt+Rxt Nao
28 71 Laringe Mae v Mod. dif. Cirurgia Nio
72 78 Cav. Oral Pai, Mae I Indeterminado Cirurgia Nao
91 72 Cav. Oral Mae v Bem dif. Cirurgia Nao
1271 59 Cav. Oral Irméo v Mod. dif. Cirurgia Nao
1301 57  Laringe Miexf;ao’ IV Mod. dif. Cirurgia Nio
1241 50  Orofaringe I;‘;l;‘(’) I Mod.dif Cirurgia Nio
108.1 48 Cav. Oral Mﬁz,v"fl)"io, v Pouco dif. Cirurgia Nao
135.1 45 Cav. Oral Mae, 3 Tios  1I Bem dif. Cirurgia Nao

Legenda: Pouco dif.: pouco diferenciado; Mod. dif: moderadamente diferenciado; RxT:
radioterapia, Qt: quimioterapia; Cav: cavidade; Dif: diferenciado

Na analise dos pacientes nao etilistas e ndo tabagistas, e que obviamente eram
comuns aos grupos anteriormente citados, a média de idade foi 63 anos (minima de
28 anos ¢ maxima de 78 anos). A topografia mais frequente nesses pacientes foram
os tumores de cavidade oral com 70% da amostra. As maes apresentaram tumores

em 70% desses casos, representando o grupo familiar mais acometido. Quanto a
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caracterizagdo dos tumores desses pacientes, a maior parte pertencia a estagios
clinicos mais avangados com 60% dos casos. Quanto ao grau, ndo ocorreu nenhuma
tendéncia com distribuicdo semelhante entre bem diferenciados ¢ moderadamente
diferenciados. A maior parte desses pacientes foi submetido a tratamento cirurgico
inicial (90%) e nenhum deles apresentou recidiva no seguimento clinico. Os dados

referentes a caracterizacdo desses pacientes esta abaixo na Tabela 6.

Tabela 6 - Caracteristicas epidemiologicas, clinicas e patoldgicas de pacientes ndo
etilistas e ndo tabagistas.

Tratament Recidiv

ID Idade Local Familiar EC Grau o .
6 63 Cav. Oral Pai, Filho v Bem dif. Cirurgia Nao
31 69 Laringe Mae, Irmao I Bem dif. Rxt Nao
83 74 Cayv. Oral Mae, Avo v Mod. dif. Cirurgia Nao
28 71 Laringe Mae v Mod. dif. Cirurgia Nao
72 78 Cav. Oral Pai, Mae 11 Indeterminado  Cirurgia Nao
91 72 Cav. Oral Mae v Bem dif. Cirurgia Nao
127.1 59 Cav. Oral Irmao v Mod. dif. Cirurgia Nao
124.1 50 Orofaringe  Irmao, Primo II Mod. dif. Cirurgia Nao
108.1 48 Cav. Oral Mac, Tio, v P. dif. Cirurgia Nio
Avd
135.1 45 Cav. Oral Mae, 3 Tios 11 Bem dif. Cirurgia Nio

Legenda: Pouco dif.: pouco diferenciado; Mod. dif: moderadamente diferenciado; RxT:
radioterapia,; Cav: cavidade; Dif: diferenciado.

A seguir estdo apresentadas 12 familias selecionadas para a avaliagdo de
expressdo dos miRNAs (Figura 2). Entre estas familias, foram também incluidos seis

parentes com a doenga que aceitaram participar do estudo.
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CASO 55.1- Probando assinalado por seta (III:1). A irma portadora de cancer de

mama (III:2) foi incluida no estudo.
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CASO 23.1 - Probando assinalado por seta (III:1). A irma portadora com cancer de

mama (III:2) foi incluida no estudo.
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CASO 112.1 - Probando assinalado por seta (III:1).
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CASO 52.1 Probando assinalado por seta (III:1). O filho portador de cancer de
testiculo (IV:1) foi incluido no estudo.
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CASO 120.1 - Probando assinalado por seta (III:1). A irma portadora de cancer de
colon (I11:3) foi incluida no estudo.
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CASO 109.1 - Probando assinalado por seta (III:1).
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CASO 7.1 - Probando assinalado por seta (III:1). A irma portadora de cancer de bexiga (III:2) foi incluida no estudo.
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CASO 10.1 - Probando assinalado por seta (I1I:1). A irma portadora de cancer de mama (I1I:8) foi incluida no estudo.
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CASO 90.1 - Probando assinalado por seta (III:1).

CASO 103.1 - Probando assinalado por seta (III:1).
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CASO 65.1 - Probando assinalado por seta (I1I:1).
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CASO 39.1 - Probando assinalado por seta (I1I:1).
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Figura 2 - Heredogramas das 12 familias selecionadas para a analise de expressao

global dos miRNAs. Os probandos estio indicados por setas. Os parentes incluidos no estudo sdo
os referentes aos pacientes: 7.1, 10.1, 23.1, 52.1, 55.1, 120.1.
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4.2 PERFIL DE EXPRESSAO DE miRNAs

Doze probandos e seis parentes afetados por cancer foram incluidos segundo
os critérios adotados e analisados para a expressao de miRNAs. Apds a aplicacdo dos
filtros foram identificados 283 miRNAs diferencialmente expressos. Na andlise
pareada, observando apenas miRNAs com o mesmo padrdo de expressdo (aumentado
ou diminuido) em pelo menos um dos seis pares [escore A > (1)], a lista de miRNAs
foi reduzida para 65 miRNAs (Figura 3). Os casos ndo pareados com os respectivos
familiares foram utilizados para o calculo do escore B (Quadro 1). Os nimeros
estipulados na Quadro 1 equivalem aos pares de probando e respectivos parentes no
Escore A e apenas probandos no Escore B ( Ex: par 23 - probando ntimero 23 ¢
respectivo parente; 103.1 = probando niimero 103.1) onde os niimeros representam
a identidade de cada probando captado no estudo. Os dados com os valores

numéricos de expressdo encontram-se disponiveis no quadro suplementar 1 (Anexo

).
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hsa-miR-208-4373091
hsa-miR-32-439522
hsa-miR-5Z0g-4373257
hsa-miR-135b-4395372
hsa-miR-496-4386771
hsa-miP-200a-4378069
hsa-miR-431-4355173
hsa-miR-506-4373231
hsa-miR-517a-4395513
hsa-miR-10b-43895329
hsa-miP-486-3p-4355204
hsa-miR-576-5p-4355461
hsa-miR-29h-4373288
hsa-miR-387-4373034
hsa-miR-379-4373349
hsa-miP-508-3p-4373233
hsa-miR-512-3p-4381034
hsa-miP-518a-3p-4395508
hsa-miR-528b-4395493
hsa-miR-542-5p-43585351
hsa-miR-373-4378073
hsa-miR-483-5p-4355449
hsa-miR-1-4355333
hsa-miR-134-4373289
hsa-miR-141-4373137
hsa-miP-299-5p-4373188
hsa-miR-370-4355386
hsa-miR-372-4373025
hsa-miR-382-4373019
hsa-miR-509-5p-43585348
hsa-miP-654-5p-4381014
hsa-miR-96-4373372
hsa-miR-124-43732585
hsa-miR-214-4395417
hsa-miR-383-4373018
hsa-miP-409-5p-4355442
hsa-miP-518b-4373246
hsa-miR-548d4-5p-4395348
hsa-miR-£51-4381007
hsa-let-Th-4395446
hsa-miR-122-4385356
hsa-miR-154-4373270
hsa-miR-187-4373307
hsa-miR-196b-43953268
hsa-miR-205-4373083
hsa-miP-301a-4373064
hsa-miP-31-43953590
hsa-miR-330-5p-4355341
hsa-miR-337-5p-4395267
hsa-miR-3859-5p-4373155
hsa-miR-411-4381013
hsa-miP-450b-5p-4395318
hsa-miR-452-4355440
hsa-miR-453-4355429
hsa-miR-487a-4378097
hsa-miR-487b-4378102
hsa-miP-504-43551595
hsa-miR-517c-4373264
hsa-miR-5Z2-4355524
hsa-miR-539-4378103
hsa-miR-£72-4385438
hsa-miP-876-3p-4355336
hsa-miR-889-4355313

Figura 3 - Heatmap ilustrando a expressdo dos 65 miRNAs diferencialmente expressos

que apresentavam escore A maior ou igual a |1| entre todas as amostras avaliadas. Verde = expressao

inferior a referéncia; Vermelho = expressao superior a referéncia.



Quadro 1 - Sessenta e cinco miRNAs com escore igual ou superior a |1| para seis pares de pacientes (paciente e familiar com cancer).

mMiRNA par 7 par 10 par 23 par 52 par 55 par 120 Escore A 39.1 65.1 90.1 103.1 | 109.1 | 1121 Escore B
hsa-miR-582* S i 3 +F +* +F +6 + + + + + + +6
hsa-miR-597* 4 + 4 4 4 +5 + + + + + + +6
hsa-miR-135b* < 3 + < +4 + + + + + +5
hsa-miR-496* +* +* 4 4 +4 + + + +3
hsa-miR-10b +F + + +3 + + + + +4
hsa-miR-486 ¥ ¥ 4 +3 + + = + + +3
hsa-miR-576 + 3 < +3 + + +2
hsa-miR-373 4 + 49 + + 2
hsa-miR-483 +* e +2 + +1
hsa-miR-124 4 +1 + _ 0
hsa-miR-214 ¥ +1 - - - 3
hsa-miR-383 4 +1 + + + +3
hsa-miR-409 +F +1 + - + +1
hsa-miR-518b + +1 0
hsa-miR-548d A +1 + + +2
hsa-miR-651 ¥ +1 + + + +3
hsa-let-7b - -1 = - - -3
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Cont/ Quadro 1

mMiRNA par 7 par 10 par 23 par 52 par 55 par 120 Escore A 39.1 65.1 90.1 103.1 | 109.1 | 1121 Escore B
hsa-miR-122 = -1 - - _ 3
hsa-miR-154 - -1 - - 2
hsa-miR-187 - -1 = - - - -4
hsa-miR-196b - =1l = - 2
hsa-miR-205 = -1 - - - 3
hsa-miR-301a - -1 o - - 3
hsa-miR-31 - -1 - -1
hsa-miR-330 - -1 - -1
hsa-miR-337 - =l o - - 3
hsa-miR-369 - -1 - - 2
hsa-miR-411 - -1 - -1
hsa-miR-450b - -1 o + 0
hsa-miR-452 - -1 - - - -3
hsa-miR-453 - -1 = - - 3
hsa-miR-487a = -1 - -1
hsa-miR-487b - -1 - -1
hsa-miR-504 - -1 + +1
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Cont/ Quadro 1

miRNA par 7 | par 10 par 23 par 52 par 55 par 120 Escore A 39.1 65.1 90.1 103.1 109.1 | 112.1 | Escore B
hsa-miR-517¢ = -1 - - - - - -5
hsa-miR-522 = -1 - - - - 4
hsa-miR-539 - =1l - -1
hsa-miR-672 - =il o - 2
hsa-miR-876 - =1l o - - - -4
hsa-miR-889 - =1l - - 2
hsa-miR-1 - - 2 - - - 3
hsa-miR-134 - - 2 o - 2
hsa-miR-141 - - %) o - + - - 3
hsa-miR-299 s = 2 - - - 3
hsa-miR-370 - - 2 o - - 3
hsa-miR-372 - - 2 o - - - - - -6
hsa-miR-382 - - 2 o - - 3
hsa-miR-509 - - %) o - - - - -5
hsa-miR-654 s = 2 - -1
hsa-miR-96 - - 2 o = - - - 5
hsa-miR-29b - - - -3 o + - - 2
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Cont/ Quadro 1

miRNA par 7 | par 10 par 23 par 52 par 55 par 120 Escore A 39.1 65.1 90.1 103.1 109.1 | 112.1 | Escore B
hsa-miR-367 - - - -3 = - - - 4
hsa-miR-379 - - - -3 = = 2
hsa-miR-508 - - - 3 - -1
hsa-miR-512 - - - -3 o - - - -4
hsa-miR-518a - - - -3 = = - -3
hsa-miR-526b - - - -3 o = - - 4
hsa-miR-542 - - - 3 - - - - -4
hsa-miR-200a - - - - -4 o = - - -4
hsa-miR-431%* - - - - -4 = = o - -4
hsa-miR-506 - - - - -4 = o = - - -5
hsa-miR-517a* - - - - -4 o = o - - - -6
hsa-miR-208 - - - - - -5 o = - - - -5
hsa-miR-32 - - - - - -5 o = - 3
hsa-miR-520g - - - - - -5 = = - - - -5

Demarcados em cinza) (escore A) e avaliacdo para os casos nao-pareados (escore B).
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O Quadro 2 apresenta os miRNAs selecionados por apresentarem os maiores

escores € os genes que eles regulam em diferentes tipos de tumores. Os genes

candidatos a regulacdo dos miRNAs selecionados foram obtidos do banco de dados

www.microrna.org / ferrolab.dmi.unict.it/miro.

Quadro 2 - Avaliacdo in silico de alguns miRNAs com score elevado, os genes

potencialmente regulados e as neoplasias em que estas alteracdes foram descritas.
Bancos de dados utilizados: www.microrna.org/ferrolab.dmi.unict.it/miro

mMiRNA

Genes regulados

| Neoplasias relacionadas

hsa-miR-582-3p

PTEN

endométrio, colorretal, SNC, mama, pulmdo, cabeca e
pescoco e esofago

hsa-miR-597 IL10 estdmago, nasofaringe, rim, mama, melanoma
CDH1 prostata, mama, estomago, colorretal, cancer urotelial, bexiga,
esofago
EGFR cavidade oral, cabeca e pesco¢o, mama, estomago, esdfago,
astrocitoma, pancreas, colorretal, pulmao,
FGFR4 cabeca e pescoco, melanoma, pulméo, colorretal
HRAS cavidade oral, pulmaio, tire6ide, Gtero, mama, colon
TIMP2 cabeca e pescoco, mama, estomago
TNF cancer oral
TGFBR1 bexiga, célon e mama
hsa-miR-135b IRS2 mama e colorretal
BACH1 mama
HIF1A utero, ovario, esofago
PTK2 hepatocarcinoma
hsa-miR-496 RAG1 bexiga
RS2 bexiga
TGFBR1 bexiga ,mama, colorretal
NCOA3 mama
CALCR mama
CDK7 mama
RECK mama
TOX mama
CENPE mama
hsa-miR-431 TGFBR1 bexiga, colon e mama
ITGA3 mama
CALCR mama
IRS2 mama e colorretal
hsa-miR-517a IGF1 mama, colon
PTPRT leucemia, figado, mama, colorretal, estomago, pulmao
HFE hepatocarcinoma, colorretal, pele
IGF2 cancer oral
IL1a bexiga, linfoma, vulva e estomago
LPL colorretal
SLC11A1 esofago

VDR

mama e colorretal




Cont/ Quadro 2
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miRNA

Genes regulados

Neoplasias relacionadas

hsa-miR-10b BCL6 linfoma
BTRC estomago
ACVR2A colon
AKAP10 mama
AREHEF11 pulmao
CALCR mama
CAMKK1 pulmao
CYP11B2 mama
FASLG ovario, mama, utero, pulmio esofago, tiredide, colorretal,
bexiga e melanoma
HLA DPB1 linfoma, carcinoma hepatocelular, nasofaringe, mama,
utero
HLAE nasofaringe
LTBP1 ovario
PIK3CA estdmago, tiredide, colorretal, mama, esofago, pulmao
PTEN endométrio, colorretal, SNC, mama, pulmio, cabeca e
pescogo e esdfago
TGFBR1 bexiga, clon e mama
hsa-miR-486-3p | HLADRB1 cabeca e pescogo, inumeros tumores
IGF1 cavidade oral
IGF2 cavidade oral
MMP2 cabeca e pescoco
TNF cavidade oral
VEGFA cavidade oral
hsa-miR-508-3p | ACVR2A colorretal
ERBB4 pulmé@o
NFKB1 colorretal ¢ melanoma
PIGR nasofaringe
PTGS2 SNC, estomago, colorretal, pele, mama, pulmao, es6fago
RAD23B bexiga, mama e pulméao
RRM2B colorretal e pulmao
SMADA4 colorretal
ABCC1 leucemia, SNC, pulmao
ABCG?2 mama, esofago
ARL11 colorretal, mama, leucemia, melanoma
CDH1 prostata, mama, estomago, esofago, bexiga
FASLG ovario, mama, Utero, pulmao, esoéfago, tireoide, colorretal,
bexiga, melanoma, meningeoma
GSTM3 cavidade oral, cancer de cabega e pescoco, bexiga, pele,
linfoma, estdbmago, laringe, mama, rim
KRAS pulmao, pancreas, endométrio, colorretal
MMP7 pulmao, estomago, SNC, ovario, esdfago
TP53 leucemia, endométrio, cavidade oral, pele, melanoma,
utero, sarcoma de kaposi, ovario, cabeca e pescoco, colon,
mama, tireoide, sarcoma, pancreas
VHL rim, mama, colorretal, SNC
XRCC2 mama, pancreas, pulmio, leucemia, pele, bexiga
HIF1A rim, es6fago, colorretal, prostata




Cont/ Quadro 2
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miRNA

Genes regulados

Neoplasias relacionadas

hsa-miR-542-5p | TGFBR1 bexiga, colon e mama
RPA1 cabeca e pescogo e pulméo
VEGFA cavidade oral
hsa-miR-520g VEGFA cavidade oral
FLT3 leucemia
hsa-miR-506 CEBPA leucemia
BCL6 endométrio
AR cabeca e pescogo, colorretal, prostata, mama e endométrio
CALCA ovario
CAV1 colorretal e prostata
CLOCK esofago
JA4 pulmao
HLA DPB1 hepatocarcinoma, linfoma, nasofaringe, mama, leucemia,
utero
IRF1 utero
ITB3 mama, prostata, rim e ovario
MDK colorretal
MYLK2 mama, colorretal, estdbmago e pulméo
NR3C1 melanoma
NRAS melanoma e leucemia
RAD23B pulmao, mama e bexiga
RASSF1 cabeca e pescoco, esdfago, pulmdo, bexiga, reto e mama
RNASEL pancreas
SLC40A1 mama
TRFC mama, hepatocarcinoma, colorretal
TFBR1 bexiga, colorretal, mama, rim e ovario
TNF cabeca e pescoco
hsa-miR-576-5p | CDKN1A cavidade oral
IGF1 cavidade oral
IGF2 cavidade oral
PIK3CA estdmago, tiredide, colorretal, mama, esofago, pulmao
RB1 retinoblastoma, colorretal, pulméo
TGFBR1 bexiga, c6lon e mama
VEGFA cavidade oral
BRCA1 mama
CDH1 prostata, mama, estomago, esdfago, bexiga
CDKN2A cabega e pescogo
CYP3A4 cavidade oral
ITGB3 ovario, pancreas, colorretal, mama
MMP2 cabeca e pescoco
MYC cavidade oral
0GG1 cavidade oral
TNF cabega e pescogo
XPC cabeca e pescoco
XRCC2 laringe
BCL2 laringe
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Cont/ Quadro 2
miRNA Genes regulados Neoplasias relacionadas
hsa-miR-29b MMP2 cabeca e pescogo
PTEN Prostata, colorretal, mama, cabeca e pescoco, rim, ovario
BCL2 laringe
GSTM3 cavidade oral
VEGFA cavidade oral
RET tiredide, pulmao, bexiga

Foram identificadas trés principais redes gé€nicas geradas pelo software IPA
(avaliando os 65 miRNA com escore >|1|), a primeira relacionada a doengas
genéticas, musculares e esqueléticas e doencas do sistema reprodutivo, a segunda
relacionada a cancer, desenvolvimento celular e morfologia tumoral e a terceira a
cancer, doengas do sistema enddcrino e do sistema reprodutivo (Figuras 4, 5 ¢ 6).
Foram incluidas somente as interacdes diretas e indiretas entre as moléculas, ja
descritas experimentalmente. Varios bancos de dados foram utilizados pelo software
IPA para geracdo de redes génicas, dentre eles os bancos Targetscan, mirBase e

miRrecords.
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Figura 4 - As trés principais redes génicas detectadas relacionando os miRNAs (A-C). Os simbolos em vermelho indicam os miRNA mais expressos

nos pacientes com cancer e em verde os genes com menor expressdo. As linhas em preto indicam a interacdo direta entre os genes enquanto as linhas pontilhadas
inferem uma relagdo indireta.
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O Quadro 3 apresenta os escores obtidos para cada miRNA detectado como
diferencialmente expresso assim como as redes a eles relacionadas (redes 1,2 e 3) e

se eventualmente ja foi relacionado a alguma sindrome hereditaria.

Quadro 3 - Tabela relacionando os escores encontrados para os miRNAs com suas
vias e potenciais relagdes com sindromes hereditarias.

miRNA Escore Sindrome Network 1 Network 2 Network 3
Hereditaria

hsa-miR-582

hsa-miR-597 5 X

hsa-miR-208 -5 X

hsa-miR-32 -5 X

hsa-miR-520g -5

hsa-miR-135b 4 X

hsa-miR-496 4

hsa-miR-200a -4

hsa-miR-431 -4 X

hsa-miR-506 -4 X

hsa-miR-517a -4

hsa-miR-10b 3 X

hsa-miR-486 3 X X

hsa-miR-576

hsa-miR-29b -3 X X

hsa-miR-367 -3

hsa-miR-379 -3 X X

hsa-miR-508 -3

hsa-miR-512 -3

hsa-miR-518a -3

hsa-miR-526b -3

hsa-miR-542 -3 X

hsa-miR-373 2 X

hsa-miR-483 2

hsa-miR-1 -2

hsa-miR-134 -2 X

hsa-miR-141 -2

hsa-miR-299 -2 X
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miRNA

Escore

Sindrome
Hereditaria

Network 1

Network 2

Network 3

hsa-miR-370

hsa-miR-372

hsa-miR-382

hsa-miR-509

hsa-miR-654

hsa-miR-96

hsa-miR-124

hsa-miR-214

hsa-miR-383

hsa-miR-409

hsa-miR-518b

hsa-miR-548d

hsa-miR-651

hsa-let-7b

hsa-miR-122

hsa-miR-154

hsa-miR-187

hsa-miR-196b

hsa-miR-205

hsa-miR-301a

hsa-miR-31

hsa-miR-330

hsa-miR-337

hsa-miR-369

hsa-miR-411

hsa-miR-450b

hsa-miR-452

hsa-miR-453

hsa-miR-487a

hsa-miR-487b

hsa-miR-504

hsa-miR-517c

hsa-miR-522

hsa-miR-539

hsa-miR-672

hsa-miR-876

hsa-miR-889
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43 ANALISE DE EXPRESSAO DE MicroRNAS (miRNA)

Seis miRNAs (hsa-miR-597, hsa-miR-496, hsa-miR-517a, hsa-miR-582-3p,
hsa-miR-135b e hsa-miR-431) foram selecionados para serem confirmados por

ensaios individuais (Applied Biosystems) de RT-qPCR (Quadro 4).

Quadro 4 - Descricao dos miRNAs e ensaios selecionados para analise de expressao
por RT-qPCR.

MicroRNAs Codigo do Sequéncia miRNA maduro
ensaio (ABI)
hsa-miR-582-3p 002399 UAACUGGUUGAACAACUGAACC
hsa-miR-597 001551 UGUGUCACUCGAUGACCACUGU
hsa-miR-135b-5p 002261 UAUGGCUUUUCAUUCCUAUGUGA
hsa-miR-496 001953 UGAGUAUUACAUGGCCAAUCUC
hsa-miR-431-5p 001979 UGUCUUGCAGGCCGUCAUGCA
hsa-miR-517a-3p 002402 AUCGUGCAUCCCUUUAGAGUGU

4.4 CONFIRMACAO DOS RESULTADOS DO TLDA

A etapa de confirmagdo foi dividida em duas fases. A primeira fase ¢ a de
confirmacao dos resultados, ja que os ensaios TLDA ndo possuiam duplicatas. Nesta
fase, foram selecionados somente os pares previamente analisados. Foi utilizado o
mesmo desenho experimental que os ensaios TLDA (pool + amostras de pacientes e
parentes), exceto pela exclusdao do par 23, pois nao havia mais material da amostra
23.2. O limiar foi reduzido para cinco vezes mais ou menos a expressao em relacao
ao pool, pois o limiar alto (10 vezes) foi estabelecido apenas para a filtragem de

miRNAs de interesse durante a triagem por TLDA. Esta fase de confirmacao foi
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concluida e dois miRNA apresentaram alto score (similar aos da plataforma TLDA).
Outros dois miRNAs apresentaram escores mais baixos, porém na mesma dire¢ao da
plataforma e dois miRNA ndo apresentaram correlagdo com a plataforma TLDA. Os
resultados dos escores, tanto para os ensaios individuais, quanto para os ensaios
TLDA estdo representados no Quadro 5. Os dados com os valores numéricos de
expressdo encontram-se disponiveis no quadro suplementar 1. Os dados com os
valores numéricos de expressao do ensaio individual encontram-se disponiveis no

quadro suplementar 2. (Anexo 1)

Quadro 5 - Seis miRNAs selecionados para a confirmagdo para cinco pares de
pacientes previamente avaliados (paciente e familiar com cancer) (escore A).

miRNA Técnica par 10 | par55 | par7 | par 120 | par 52 | escore A
hsa-miR-597* TLDA 3 4 + + + +5
Ensaio individual + + + + + +5
hsa-miR-496* TLDA 3 + + + +4
Ensaio individual + + + + +4
hsa-miR-517a TLDA - - - -3
Ensaio individual - -1
hsa-miR-135b TLDA 3 4 + + + +5
Ensaio individual + +1
hsa-miR-431 TLDA - - - -3
Ensaio individual 0
hsa-miR-582-3p | TLDA 4 4 4 + < +5
Ensaio individual 0

Legenda: (+) aumento de expressdo em relagdo ao pool (em ambos os pacientes relacionados para o
calculo do escore A); (-) redugdo de expressdo em relagdo ao pool (em ambos os pacientes
relacionados para o calculo do escore A).

Como foi observada a relagdo entre o hsa-miR-597 com genes previamente
descritos em literatura como envolvidos em carcinomas de cabega e pescogo,
incluindo EGFR, RAS e TNF, foram avaliadas as vias moleculares relacionadas a tais

genes, as quais estdo apresentadas nos Anexos 2 a 4.
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5 DISCUSSAO

E admitido que 5 a 10% de todos os cénceres sio hereditarios ou familiais
(GARBER e OFFIT 2005). Identificar familias com predisposi¢do ao cancer
hereditdrio ¢ importante, uma vez que seus membros tém um alto risco de
desenvolver tumores. A identificacio e o acompanhamento adequado desses
individuos sdo cruciais para o diagndstico precoce do cancer, aumentando as chances
de sobrevivéncia em longo prazo. Além disso, a compreensdao dos mecanismos que
levam ao desenvolvimento de tumores hereditdrios também permite aumentar o
conhecimento sobre a genética do cancer (SANTOS et al. 2007).

A presenca de um componente genético envolvido na predisposi¢cao ao cancer
familial ¢ evidenciado pela ocorréncia de agregacdo de determinados tipos de
tumores em certas familias. Embora varios estudos descrevam a historia familiar
como um possivel fator de risco em tumores de cabeca e pescogo, os resultados
descritos até o presente sdo limitados. O papel dos fatores hereditarios em tumores de
cabega e pescoco foi sugerido com base em relatos de caso (HARA et al. 1988S;
TASHIRO et al. 1986). Um conjunto de informacdes subsequentes, provenientes de
estudos caso-controle, deram subsidios adicionais para esta associagdo inicial
(COPPER et al. 1995; FOULKES et al. 1995; 1996; GARAVELLO et al. 2008).
Varios estudos tém mostrado uma propor¢ao significativa dos casos de cancer em
familias de pacientes com CECP, com um risco aumentado de desenvolver esses
tumores comparados aos controles sem historia familiar.

O presente estudo utilizou uma selecao criteriosa de pacientes portadores de
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CECP que apresentavam casos de cancer na familia. A dificuldade inicial foi
estabelecer critérios de uma suposta sindrome familial, uma vez que ndo existe em
literatura nenhuma descricdo similar. Foram selecionados pacientes que
apresentavam obrigatoriamente um parente de primeiro grau acometido por cancer.
NEGRI et al. (2009) descreveram em um grande estudo epidemiologico, a ocorréncia
de tipos de tumores relacionados aos tumores de cabega e pescogo incluindo
carcinomas de pulmdo, eso6fago, estobmago, pancreas, figado, rim, bexiga, colon,
utero e medula 6ssea. Em adigdo, outros estudos evidenciaram uma associagao entre
mutagdes no gene TP16 em familias que apresentavam tumores de cabeca € pescogo
(YU et al. 2002). Essa relacdo ¢é fortemente sugerida pela fungdo deste gene
supressor tumoral com o ciclo celular. Outros estudos caso-controle t€ém dado
evidéncias adicionais que os fatores etioldgicos conhecidos associados ao cancer de
cabega e pescoco ndo explicam adequadamente uma parcela significativa destes
tumores. Em conjunto, estes dados sugerem uma nova entidade clinica, o CECP
familial. Os critérios clinicos utilizados foram adaptados aos reconhecidamente
aplicados em sindromes conhecidas, como a Sindrome de Lynch, em cancer
colorretal hereditario. Os achados do presente estudo dao evidéncias adicionais que
merecem ser consideradas na conduta destes pacientes evidenciando que a histdria
familiar em pacientes com CECP nd3o pode ser negligenciada e merece especial
atencao.

O primeiro ponto a ser discutido ¢ a selecdo de pacientes. A grande
dificuldade do estudo foi obter amostras de pacientes com parentes vivos acometidos
por cancer, uma vez que a maioria ja tinha ido a 6bito pela doenga. Tanto os tumores

de cabeca e pescoco quanto aqueles definidos como relacionados, por serem



66

geralmente diagnosticados em estadios clinicos avangados, apresentam uma alta taxa
de mortalidade. Outro ponto a ser discutido ¢ a comprovagao da topografia do tumor
do parente também acometido por cancer, ja4 que grande parte ndo possuia os
atestados de oObitos ou resultados de exames anatomo patoldégicos. MURFF et al.
(2004) realizaram um estudo para avaliar a precisdo da informagdo coletada sobre a
presenca de histéria familiar. Foram coletados dados sobre histéria familiar para
tumores de mama, colon, prostata, ovario e endométrio no periodo de 1966 até¢ 2004.
A conclusio do estudo foi de que a coleta de dados principalmente no que concerne a
parentes de primeiro grau ¢ precisa, na maior parte dos casos, principalmente para
tumores de colon e mama. Partindo do pressuposto de que os tumores de cabeca e
pescoco sdo estigmatizantes e que dificilmente sdo esquecidos pelo paciente ou
parente, uma vez que todas as nuances da doenca e do tratamento sdo extremamente
marcantes do ponto de vista social, acredita-se que as informacgdes coletadas, mesmo
que sem comprovacao histopatologica, devem ser valorizadas e sdo precisas.

Neste estudo, foram utilizadas amostras de sangue periférico para a avaliagao
do padrao de expressdo de um grande niumero de microRNAs baseado na hipdtese
que alteracdes constitutivas nestes miRNAs teriam potencial para contribuir para
uma sindrome de cancer hereditario. Varios relatos em literatura tém utilizado um
racional semelhante em amostras de sangue periférico para avaliar alteragdes
moleculares em estudos familiais (LIU et al. 2010; YANG et al. 2010; CATUCCI et
al. 2010; SHEN et al. 2012).

Um questionamento no uso de amostras obtidas de sangue periférico para
avaliar miRNAs ¢ a qualidade e a estabilidade do mRNA obtido com relagdo ao

armazenamento das amostras. MRAZ et al. (2009) realizaram a analise de 29
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miRNAs a partir de amostras de RNA obtidas de sangue periférico recém coletadas,
¢ outra apds 14 dias de armazenamento a -80°C. A analise dessas amostras foi
realizada durante um periodo de aproximadamente 10 meses de armazenamento. O
grupo observou uma alta estabilidade de miRNAs e seus respectivos cDNAs
concluindo que as amostras de miRNA obtidas ndo mostraram qualquer tendéncia de
degradacdo, quando devidamente armazenadas e manipuladas. Mesmo com estes
dados em literatura, a coleta de sangue periférico da casuistica do presente estudo foi
realizada em tubos especificos (Paxgen Blood RNA — Qiagen) destinado a coleta,
armazenamento e transporte de sangue periférico imediatamente apos a coleta das
amostras. Estes frascos permitem a estabilizagdo e¢ a conservacio do RNA
intracelular em um sistema fechado para subsequente isolamento e purificagdo do
RNA intracelular para quaisquer aplicagdes, dentre as quais a analise e quantificagdo
da expressdo génica. Isso viabiliza e torna acurada a utilizagdo de técnicas como a
PCR quantitativa em tempo real utilizada no presente estudo.

Outro questionamento quanto a utilizagdo de amostras de sangue diz respeito
a alteracdo dos niveis de expressdo de miRNAs por outros fatores que ndo sejam a
hereditariedade. De fato, existem estudos relatando a utilizagdo de miRNAs na
detecgdo precoce de algumas neoplasias, como mama e estdmago (CUK et al. 2012;
SONG et al. 2012). Outros estudos referem a possivel correlagdo destas moléculas
com a presenca de doenca metastatica (MADHAVAN et al. 2012). Em suma, as duas
correntes defendem que a presenga da atividade tumoral de forma independente
poderia afetar a expressdao de miRNAs, o que de fato ¢ uma hipotese razoavel.
Avaliando o presente estudo, perecebe-se que apenas 4 casos (120.1; 109.1; 52.1 e

103.1) apresentavam doenca em atividade (ainda estavam com o tumor) quando



68

ocorreu a coleta da amostra de sangue. Dado ainda mais relevante ¢ que nenhum dos
familiares apresentava-se com doenca em atividade. Pensando-se na eventualidade
de metastases ocultas e células tumorais circulantes, apenas trés casos (120.1; 109.1;
52,1) dos 12 avaliados apresentaram recidiva (dois casos utilizados no ESCORE A e
um no ESCORE B). A estratégia desse estudo baseou-se em parear probando e
familiar acometido por cancer e o escore A foi positivo ou negativo apenas quando
tanto probando quanto familiar apresentassem aumento ou diminui¢do de expressao
de um determinado miRNA. Tendo em vista que nenhum dos parentes apresentava
doenca em atividade, podemos formular a hipotese de que aqueles microRNAs que
apresentaram-se como ESCORE A positivo ou negativo, sdo de fato, fortes
candidatos a serem moléculas de predisposigao.

As sindromes de canceres hereditarios associadas com mutagdes
germinativas, envolvendo genes de alta penetrincia, podem predispor um grande
numero de individuos ao desenvolvimento de tumores em uma familia. No entanto,
apenas 5 a 10% dos canceres humanos estdo associados a essas mutagdes. Mais de
200 sindromes de canceres hereditarios foram descritas, a maioria com heranca
autossomica dominante (HARA et al. 1988; TUCKER e FRIEDMAN 2002). Embora
raras, elas representam uma proporcao substancial de morbidade e mortalidade na
populacdo humana (TASHIRO et al. 1986; HARA et al. 1988).

A partir de um estudo caso-controle conduzido nos EUA, GOLDSTEIN et al.
(1994) observaram que o risco para individuos com histéria familiar positiva de
cancer foi de 1,4 maior para cancer oral e de 2,3 vezes maior para o cancer da faringe
entre os pais ¢ irmaos. FOULKES et al. (1995) demonstraram uma forte associagdo

entre aumento do risco de cancer de cabega e pescoco entre os familiares de



69

pacientes com este tipo de cancer. O risco foi de 1,97 vezes maior entre parentes de
primeiro grau com qualquer tipo de cancer, aumentando para 3,65 vezes se o parente
teve cancer de cabeca e pescogo. Neste estudo, o risco aumentou significativamente
quando havia irmdos e pais com CECP. COPPER et al. (1995) estimou o risco
relativo de 3,5 para CECP quando parentes de primeiro grau apresentavam cancer de
cabeca e pescoco ou cancer de pulmado. No entanto, este risco aumentava para 14,6,
quando se considerava somente os irmaos. Acredita-se que fatores ambientais
compartilhados entre os individuos de uma mesma familia ndo seriam suficientes
para explicar esses dados, pois ha diferengas claras entre o risco representado entre
os irmaos ¢ outros parentes de primeiro grau (YU et al. 1999).

Provavelmente, devido a fatores genéticos herdados e compartilhados, os
irmaos apresentam um maior risco de desenvolver cancer e representam o grupo
familiar mais acometido. Por outro lado, pelo fato de ainda serem avaliados quando
muito jovens, os dados em literatura indicam que os filhos sdo o grupo menos
acometido, o que ndo tira a importancia deles no cenario de uma eventual sindrome
hereditaria ja que no decorrer do tempo, caso herdem uma suposta alteragdo, podem
vir a desenvolver tumores.

Os probandos da presente casuistica foram mais frequentemente acometidos
por cancer de cavidade oral e laringe (56 casos, 75% da amostra) e de fato, nesse
grupo de pacientes avaliados, os irmdos foram os mais acometidos em todas as
analises (topografia do tumor do probando, género, familias com mais de dois
parentes acometidos). Em probandos com cancer de cavidade oral (32 casos), os
irmaos eram o familiar mais afetado, sendo os tumores de cabeca e pescogo 0 mais

prevalente neste grupo (7/18 irmaos). Entre os probandos com cancer de laringe,
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houve uma predominancia significativa dos irmaos como parentes de primeiro grau
mais afetados quando comparados aos pais € maes, respectivamente (22 versus 9
versus 7, respectivamente). Neste Gltimo grupo, observou-se uma maior associagao
com cancer de mama e tumores de cabeca e pescogo (6 € 5 casos respectivamente).

Avaliando a amostra de forma ainda mais ampla, os tumores mais associados
quando analisados parentes de primeiro e segundo grau foram os de cabega e pescoco
(30 casos), o que reforga a importancia desse tipo de tumor no cenario de tumores
hereditarios. Analisando-se as caracteristicas clinicas, a maior parte de probandos
apresentava N inicial apesar do estadio clinico (TNM) avancado estar presente na
maioria dos casos. Esses dados indicam que o diagnostico tardio independe do fato
dos pacientes terem ou nao historia familiar de cancer. Uma vez que o fator familial
existia, esperava-se que esses pacientes, mesmo com menor grau de instrugdo, diante
de qualquer alteracdo do estado normal de satde, procurasse um profissional com
objetivo de elucidar e afastar a possibilidade de cancer, porém o mesmo parece ndo
ter ocorrido. Isso pode corresponder a um problema de instrucdo, apesar de 50% da
casuistica possuir ao menos o primeiro grau de escolaridade, mas pode estar
associada com a falta de conhecimento do profissional de saide em valorizar a
historia familiar como fator de risco.

O élcool e tabaco sdo fatores de risco muito bem estabelecidos na
carcinogénese dos tumores de cabega e pescoco. Aproximadamente 75% dos
pacientes portadores desses tipos de tumores sdo expostos a essa combinagao
(HASHIBE et al. 2009). No presente estudo, 14% dos pacientes eram ndo usuarios
de tabaco ou alcool. Apenas 20% dos pacientes nao era usudrio de tabaco e 20% nao

utilizava nenhum tipo de bebida alcoolica. Se considerarmos o uso ocasional de
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tabaco e alcool esse nimero ¢ ainda maior, com até 30% dos pacientes utilizando
baixo consumo de tabaco e com habito etilista social. Esses dados estdo de acordo
com NEGRI et al. (2009) e demonstram que, apesar de importante como fator de
risco, a historia familial é ainda mais importante quando esses individuos sao
expostos a outros fatores de risco concomitantes.

Além disso, 10% da presente casuistica apresentou um segundo tumor
primario (STP), 40% deles no esdfago. Os tumores de esofago ocorrem como STP
em até 44% dos casos com carcinoma de pulmio sendo responsavel por até 40%
desses STPs (PRIANTE et al. 2011; MORRIS et al. 2011; JEGU et al. 2013). Em
carcinomas de cabega e pescogo, os sitios primarios mais relacionados ao surgimento
de SPTs sdo cavidade oral e faringe (PRIANTE et al. 2011). Em nossa casuistica,
60% dos tumores primarios relacionados a SPT ocorreram na laringe. Em estudo
conduzido por GAO et al. (2003), foram estudados 20074 pacientes com tumores de
laringe e daqueles que sobreviveram mais de trés meses apds o tratamento, cerca de
17,6% dos casos desenvolverem SPTs. Nesse estudo, o risco acumulado chegou a
26% em 10 anos.

Em literatura, a principal causa de falha no tratamento dos tumores de CECP
nos primeiros dois anos se deve a recidivas locorregionais (PRIANTE et al. 2011). A
partir do terceiro ano, a principal causa de morbimortalidade passa a ser o
surgimento de STPs que aparecem com maior frequéncia em sitios das vias
aerodigestivas superiores. Os achados do presente estudo mostraram que 86% dos
pacientes desenvolveram STPs em vias aerodigestivas superiores.

Recentemente, varios estudos t€ém demonstrado que as alteragdes epigenéticas

cooperam com as genéticas para a carcinogénese (LATCHFORD et al. 2007; PRESS
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et al. 2008; OLIVEIRA et al. 2009). Da mesma forma, os miRNAs tém sido cada vez
mais estudados e relacionados aos processos neopldsicos, uma vez que regulam
etapas fundamentais do ciclo celular (WANG et al. 2011; VALLADARES-
AYERBES et al. 2012; ZHANG et al. 2012). A primeira etapa deste estudo foi
determinar diferencas na expressao de miRNAs dos probandos comparados com um
grupo de referéncia composto por amostras de individuos sem cancer ou qualquer
outra patologia conhecida ¢ sem histdria familial de cancer em parentes de primeiro
grau. Foi utilizado um pool de amostras de referéncia pelo custo elevado da
plataforma.

Na anadlise inicial dos dados e apds a aplicagdo de filtros especificos foram
detectados 283 miRNAs diferencialmente expressos quando comparados ao pool das
amostras de referéncia. Foi utilizado um valor de expressdo diferencial em 10 vezes
(mais ou menos expresso) com o objetivo de obter apenas aqueles com valores
relevantes na triagem inicial. A partir desse achado e, considerando a impossibilidade
de estabelecer um valor de significancia (pelo fato de comparar os casos com o pool
e nao com amostras individualizadas), foram estabelecidos dois escores para
determinar quais miRNAs teriam potencial para estarem associados ao risco de
desenvolvimento de CECP familial. No Escore A foram incluidos os probandos e
seus parentes enquanto no escore B apenas os probandos. Com o intuito de aumentar
a estringéncia, foram selecionados aqueles que estavam presentes em, pelo menos
um dos seis casos em que foram analisados o probando e familiar. Esta abordagem,
levou a identificagdo de 65 miRNAs. Seis deles apresentavam um alto escore ¢ foram

escolhidos para a confirmag¢do dos achados.
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A partir desses resultados, foram utilizados bancos de dados para avaliar a
correlacdo desses microRNAs com fendtipos ligados ao cancer e seus provaveis
alvos. Os mecanismos epigenéticos como a metilagio e mais recentemente a
descoberta de microRNAs tém um papel importante nessa correlagdo. MicroRNAs
(miRNAs) regulam a expressdo de genes pela ligagdo a alvos e tém sido relacionados
com o diagndstico e estadiamento tumoral e com o prognostico dos pacientes
(VALLADARES-AYERBES et al. 2012).

Como exemplo, WANG et al. (2011) mostraram que a expressdo aumentada
do microRNA miR-21 no soro de pacientes com tumores nao pequenas células de
pulmao (TNPCP) esta correlacionada com o estddio TNM e metéstase linfonodal
podendo ser um fator prognostico independente. Em um estudo subsequente (LIU et
al. 2013), os autores investigaram se o miR-21 poderia ser um alvo terapéutico para
os TNPCP. Foi entdo avaliada a expressio do miR-21 em linhagens celulares de
TNPCP e amostras tumorais. Em seguida, foi avaliada o efeito da expressdo de miR-
21 no crescimento celular, invasao e a resposta a quimioterapia ou radiorresisténcia.
Os resultados mostraram que o miR-21 geralmente apresenta aumento de expressao
em células tumorais com importantes consequéncias funcionais. Em um ensaio
funcional, os autores mostraram que o anti-miR-21 inibia significativamente a
migragdo celular, invasdo e quimio/radiorresisténcia das células tumorais. Além
disso, uma molécula miR-21 simile inibiu a expressdo de PTEN, enquanto que o anti-
miR-21 promovia o aumento da expressdo do mRNA de PTEN em cultura de células
tumorais. Em conjunto, estes resultados forneceram evidéncias que demonstram o
papel de miR-21 em TNPCP por meio da modulacgao da via de sinalizagdo do PTEN.

O microRNA-21 (miR-21) apresenta expressdo aumentada em quase todos os
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tumores solidos e tem sido descrito como envolvido na génese e progressao do
cancer.

ZHANG et al. (2012) relataram que o PTEN, um conhecido GST, ¢ regulado
por multiplos miRNAs. Os autores avaliaram a expressao e o significado de miR-21
em tecidos de cancer gastrico e o papel de miR-21 no comportamento bioldgico e na
expressdo de PTEN em células tumorais. Os autores avaliaram a expressdo do miR-
21 em tecidos de cancer gastrico, tecidos normais adjacentes ¢ em linhagens de
células gastricas normais. As linhagens celulares foram entdo transfectadas e
reavaliadas. Os resultados demonstraram que o miR-21 exibiu maior expressao em
tecidos de cancer gastrico em comparacdo com os tecidos adjacentes ndo tumorais. A
expressdo de miR-21 foi significativamente associada com o grau de diferenciagdo
dos tecidos no tumor (P = 0,004), bem como com a invasdo local e a ocorréncia de
metastases linfonodais (P <0,01). Apds a transfec¢do com o pré - miR-21, as células
cresceram mais rapidamente do que os controles negativos (P <0,01). A reducdo na
expressdo de miR-21 pela transfec¢do com anti miR-21 demonstrou um efeito
importante sobre o comportamento biolodgico das células do cancer gastrico (P
<0,05). Os resultados de Western Blot e com Luciferase demonstraram que a
expressdo de PTEN foi notavelmente aumentada apos inibi¢do de miR-21 (P <0,05).
Os autores verificaram que a expressao do microRNA-21 em carcinomas gastricos
foi significativamente associada com o grau de diferenciacdo dos tecidos tumorais,
invasdo local e metastase linfatica. A expressdo aumentada do miR-21 nas células
BGC-823 promoveu a migragao, invasdo ¢ crescimento celular in vitro; quando a
expressdo estava diminuida foi verificado um forte efeito inibitério sobre o

comportamento bioldgico das células do cancer gastrico. Os autores relataram que a
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inibicao de miR-21 pode regular positivamente a expressao de PTEN, o que sugeriu
que o PTEN pode ser um gene-alvo para a iniciagdo e o desenvolvimento do cancer
gastrico.

Utilizando uma abordagem semelhante em tumores renais, ZAMAN et al.
(2012) avaliaram a possivel correlacdo do PTEN com o miR-23b. O miR-23b esta
localizado no cromossomo 9 e desempenha diferentes papéis em diferentes 6rgaos,
especialmente no que diz respeito ao desenvolvimento de cancer. O grupo avaliou os
niveis de miR-23b-3p em 29 pares de carcinoma de células renais e seus tecidos
normais correspondentes por RT-qPCR. Eles observaram que o nivel de expressdo de
miR-23b-3p foi correlacionada com a taxa de sobrevida em 5 anos em pacientes com
tumores renais. Em 15 casos (52%), a expressao de miR-23b-3p estava elevada.
Todos os pacientes com expressdo diminuida do miR-23b-3p sobreviveram 5 anos,
enquanto apenas 50% daqueles com expressdo aumentada do miR-23b-3p
sobreviveram. Eles induziram entdo uma reducdo na expressdo desse miRNA em
linhagens celulares de tumores renais e notaram um aumento na indugdo de apoptose
e reducdo da capacidade de invasdo. Pela analise da expressdo da proteina PTEN por
imunoistoquimica, eles demonstraram auséncia de expressdao em regidoes tumorais de
amostras de tecidos com expressdo aumentada do miR-23b-3p. A inibi¢do do miR-
23b-3p induziu o aumento na expressao de PTEN com uma reducdo concomitante de
PI3-quinase, Akt total e IL-32. Dessa forma, os autores demonstraram que miR-23b-
3p ¢ um miRNA oncogénico e inibe 0 GST PTEN em tumores renais sugerindo que a
inibi¢do do miR-23b-3p pode ser um alvo terapéutico util para o tratamento de

carcinoma de células renais.
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Assim como mir-21 e miR-23b-3p, varios miRNAs que regulam intimeros
outros genes podem estar envolvidos nas mais variadas etapas da carcinogénese. Em
nosso estudo, apds as analises descritas anteriormente ¢ baseados em escores, foram
identificados seis miRNAs que apresentaram altos valores: hsa-mir-582 (Escore A
+6), hsa-mir-597 (Escore A +5), hsa-mir-135b (Escore A +4), hsa-mir-496 (Escore A
+4), hsa-mir-431 (Escore A -4) e hsa-mir-517a (Escore A -4). Utilizando bancos de
dados e analises in silico, foram avaliados os alvos preditos desses miRNAs.

Entretanto, apds a avaliagdo de todos os miRNAs individualmente por RT-
qPCR, apenas o hsa-mir-597 e hsa-miR-496 confirmaram os achados na comparacao
dos casos e o pool de controles. O hsa-miR-597 obteve escore A +5 tanto no TLDA
quanto no ensaio individual enquanto hsa-miR-496 obteve escore +4 tanto no TLDA
quanto no ensaio individual. Segundo a base de dados de microRNAs Targetscan,
mirBase ¢ miRrecords, o hsa-mir-597 tem como potenciais alvos EGFR, FGFR4,
TNF, TIMP2, HRAS, IL10 e CDH1, todos relacionados a neoplasias, inclusive
tumores de cabeca e pescogo. Por outro lado, hsa-miR-496 tem potenciais alvos
como RAG1, RS2, TGFBR1, NCOA3, CALCRL, CDK7, RECK, TOX e CENPE, todos
relacionados a neoplasias, principalmente mama e bexiga.

Entre os genes candidatos regulados pelo miR-597 estdo o EGFR, TIMP2,
HRAS e o TNF, todos previamente descritos como associados a CECP. O gene EGFR
foi relatado como envolvido na génese de tumores de cavidade oral e tumores de
cabega e pescoco (POMERANTZ e GRANDIS 2004; ZIMMERMANN et al. 2006).
Ele codifica glicoproteinas transmembrana que atuam como receptores de fatores de
crescimento epitelial. A ativacdo desses receptores desencadeia sinais que culminam

com a proliferacao celular. Alteracdes nesse gene € consequentemente nos receptores
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podem ter implicacdes tanto no desenvolvimento quanto na progressao tumoral. A
via de EGFR ¢ uma importante via de sinalizacdo que regula proliferacdo,
diferenciacdo, ciclo celular e migragdo celular. TEIXEIRA et al. (2012) sugeriram
que pelo fato desta via ser fundamental na proliferacdo celular, o EGFR teria como
alvos transcricionais o miR-221 ¢ o miR-222 e que a ativacdo destes estaria
envolvida com fenomeno de apoptose, metastatizacdo e aquisicdo de resisténcia a
terapias. Além disso, o grupo descreveu a relagcdo destes miRNAs com o aumento da
expressao de MMPs, além da repressdo de fatores inibitorios do ciclo celular. Se
alteracdes em EGFR podem ser decorrentes da alteracdo na expressdo miRNAs
regulatorios, ¢ interessante analisar o papel do miR-597, um candidato a regular este
gene, o qual apresentou aumento de expressdo no presente estudo.

O gene TIMP2 pertence a familia TIMP que codifica proteinas que inibem a
atuacdo de metaloproteinases (MMP), envolvidas na degradagdo da matriz
extracelular e relacionadas a invasdo tumoral. Além disso, possuem um efeito
secundario que ¢ inibitorio sobre a proliferagdo endotelial. As MMP sdo enzimas
capazes de degradar componentes de colageno e outros componentes da matriz
extracelular resultando em extenso dano tecidual e sendo por isso implicadas na
capacidade de invasdo celular e angiogénese tumoral (KALEBIC et al. 1983). Diante
disso, ¢ racional pensar em uma correlagdo inversa entre os niveis de expressdao de
TIMP e o potencial de invasdo das células tumorais. O-CHAROENRAT e
KHANTAPURA (2006) sugeriram que polimorfismos em promotores de MMP-2 e
TIMP2 poderiam estar associados ao desenvolvimento e agressividade dos CECP.
Em um estudo recente, foi relacionado o papel de miRNAs na regulagdo do gene

TIMP2. DAI et al. (2012) avaliaram a expressdao de mir-200b em adenocarcinomas
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de endométrio. Bancos de dados de bioinformatica mostraram que TIMP2 também ¢
um dos alvos de mir-200b. Nos ensaios realizados por esse grupo foi demonstrado
que o mir-200b apresentava expressdo aumentada em tecido tumoral quando
comparado ao tecido normal. Em ensaios funcionais, os autores verificaram que esse
miRNA reprimia a expressao de TIMP2 tanto em nivel de mRNA quanto em nivel de
proteinas, o que sugere que ele pode ter uma relacdo importante com os
adenocarcinomas de endométrio que tém perfil metastatico. Assim, estudos
funcionais poderao confirmar o papel do hsa-miR-597 e do TIMP2 em carcinomas de
cabeca e pescoco.

Nao menos importantes que os ja descritos, ainda encontramos como alvos do
hsa-mir-597 os genes HRAS e TNF. O gene TNF codifica uma citocina pro-
inflamatoria com multiplas fun¢des e pertence a superfamilia do fator de necrose
tumoral (TNF). Esta citocina ¢ secretada principalmente por macrofagos e esta
envolvida na regulagdo de uma grande variedade de processos bioldgicos incluindo a
proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose, metabolismo lipidico e coagulacio.
Esta citocina tem sido implicada numa variedade de doengas, incluindo doengas
auto-imunes e o cancer , inclusive o de cabeca pescogo (SETHI et al. 2008; DURAY
et al. 2010).

Outro gene importante regulado por hsa-mir-597 ¢ HRAS. Mutagdes no gene
RAS estao presentes em até 30% dos tumores humanos. Os genes da familia RAS
regulam diretamente a via RAF que por sua vez ¢ responsavel por fendmenos como
proliferacdo celular, diferenciagdo, morfologia e sobrevivéncia. Outra via ativada por
RAS ¢ a via de PI3K que por sua vez se relaciona com a via AKT e, portanto, ¢

importante no crescimento e na sobrevivéncia celular além da reorganizagdo do
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citoesqueleto (CASTELLANO e DOWNWARD 2010). Mutagdes no gene HRAS
foram relatadas em até 35% dos tumores na India (SATHYAN et al. 2007). Com os
avangos nas técnicas de sequenciamento, mutagdes em HRAS vem se confirmando
como uma das mais comuns em tumores em geral, sendo a sexta mais frequente na
analise de um grupo da Johns Hopkins (AGRAWAL et al. 2011). STRANSKY et al.
(2011) estudando perfil de mutagdes em CECP, encontraram a mutacdo em HRAS
como a oitava mais frequente com 5% de incidéncia. Em tumores de uma forma
geral, a mutagdo mais frequente nos genes da familia RAS ocorre em KRAS, mas em
tumores de cabega e pescogo, HRAS é o mais envolvido e quase exclusivamente
(YARBROUGH et al. 1994).

Avaliando-se has-miR-496, que também foi confirmado pelo ensaio
individual, identifica-se como alvo interessante o gene TGFBR1. O gene TGFBR1
codifica uma proteina que atua como receptor do fator de crescimento TGF-beta.
Esse receptor transmite, a partir de sua ativa¢ao na superficie celular, um sinal que
culmina na regulacdo de fendmenos como crescimento e divisdo celular. Sinais
gerados a partir desses receptores promovem diferentes respostas celulares e uma
delas consiste em inibir o crescimento e a divisdo celular. Diante disso, TGFBR1
pode ter um efeito de supressor tumoral. WANG et al. (2012) analisaram diversos
estudos epidemioldgicos que investigaram TGFBR1 e o risco de cancer. Os autores
realizaram uma meta-analise de todos os estudos caso-controle disponiveis,
relacionadas com polimorfismos do gene TGFBR1 e o risco de cancer. Um total de
35 estudos foram identificados e na analise de subgrupos com base no tipo de cancer,
foi encontrado um risco aumentado para os canceres de ovario, mama e colorretal.

Outros dois estudos destacaram a importancia da relacdo deste gene com tumores



80

colorretais ¢ de mama (XU e PASCHE 2007; MOORE-SMITH e PASCHE 2011).
Estudo em modelo animal conduzido por BIAN et al. (2012) demonstraram a
importancia da coexisténcia de alteracdes de TGFBR1 e PTEN na carcinogénese dos
tumores de cabeca e pescoco.

Além dos dois miRNAs entre os seis iniciais que foram confirmados quanto
ao seu envolvimento nas amostras estudados, o hsa-miR-517a (com escore -3 no
TLDA e -1 no ensaio individual) e hsa-miR-135b (com escore +5 no TLDA e +1 no
ensaio individual) apresentaram o mesmo sentido de expressdo. Um dos miRNAs
(hsa-mir-582) ndo confirmou seu expressivo resultado do TLDA mas sera abordado
tendo em vista sua provavel relacdo com PTEN. Esse dado reforga a necessidade de
novas analises e com outras abordagens, por exemplo, usando amostras de referéncia
individuais e ndo em pool como a utilizada neste estudo.

O hsa-mir-582 tem descrito 7086 alvos nos bancos de dados utilizados
(TargetScan, Mirbase, microrna.org), entre eles o PTEN. O hsa-mir-582-3p (escore A
e B como +6) foi detectado com aumento da sua expressdo entre os probandos e os
parentes afetados por cancer quando comparados ao pool de amostras normais. O
gene supressor de tumor PTEN esta mapeado em10g23 (LI et al. 1997; STECK et al.
1997). Seu produto, a proteina PTEN ¢ formada por cerca de 403 aminoécidos e
pertence a uma familia de proteinas chamadas tirosino-fosfatases. Do ponto de vista
funcional, elas atuam tanto como uma fosfatase protéica quanto lipidica (CANTLEY
e NEEL. 1999). A PTEN faz parte de vias complexas, uma delas PTEN/PIK3/AKT.
A atividade de PTEN pode ser perdida por mutagdo, delecao ou metilagido aberrante
em inumeras neoplasias como rim, ovario, cabega € pesco¢co, mama e tumores

colorretais (BLANCO-APARICIO et al. 2007). Diversas sindromes de predisposi¢ao
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familial, incluindo casos de tumores de mama familiais e gliomas familiais foram
associadas com mutagdes germinativas no PTEN (TACHIBANA et al. 2000;
BLANCO-APARICIO et al. 2007). Um ponto interessante ¢ que todos os miRNAs
que apresentaram escores elevados nessa triagem inicial tinham como alvos genes
ligados ou a tumores de cabega e pescogo ou a pelo menos um tumor considerado
como relacionado.

Um potencial alvo do hsa-miR-517 ¢ o IGF2. Sabe-se que IGF2 estd
relacionado com a ocorréncia de neoplasias e dentre elas, os tumores de cavidade
oral (ZAVRAS et al. 2003; YOON et al. 2012). O gene IGF2 esta localizado no
11p15.5 e é responsavel pela tradugdo de uma proteina responsavel pelo crescimento
e desenvolvimento celular. Dessa forma, a possivel alteragio de uma molécula
relacionada a esse gene poderia estar ligada a carcinogénese.

Quanto ao hsa-miR-135b, a presenca de genes relacionados a tumores de
cabega e pescoco nio ¢ observada mas nota-se a presenga de genes relacionados a
tumores relacionados como IRS2, BACH1, HIF1A e PTK2.

Avaliando os dados que foram confirmados de forma pormenorizada,
verifica-se que o hsa-miR-597 obteve escore méximo nas duas andlises, o que o torna
forte candidato a molécula de suscetibilidade no contexto estudado. Por outro lado,
observa-se que hsa-miR-496, apesar de obter escore +4 nas duas analises, apenas trés
das cinco familias mostraram concordancia nas duas analises, confirmando seu
envolvimento nestes casos. Ao caracterizar-se essas familias, em duas delas (52.1 ¢
10.1) os probandos eram portadores de neoplasia de laringe € em uma por neoplasia
de cavidade oral (120.1). A familia 10.1 apresenta cinco parentes de primeiro grau

acometidos por cancer, trés por neoplasias relacionadas, sendo um irmao e uma irma
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por tumores de estdmago ¢ uma irma com tumor de mama. Um dos irmaos ndo pdde
ser caracterizado quanto ao sitio do tumor e o pai do probando faleceu por tumor de
prostata. No que diz respeito a familia 120.1 pode-se observar o acometimento de
trés geragdes, sendo uma irma com tumor colorretal aos 30 anos, uma tia materna
com tumor de mama, outra com tumor de c6lon além de uma avo materna com tumor
de estomago. J4 quanto ao probando 52.1 também se observa trés geracdes
acometidas e de forma interessante, o pai do probando faleceu com tumor na mesma
topografia (laringe).

Realizando analises isoladas, observa-se que, apesar da confirmacdo dos
achados em dois miRNAs, com escores elevados, chama aten¢do o fato da familia
10.1 ter confirmado o padrdo encontrado no TLDA em quatro miRNAs: hsa-mir-597,
hsa-mir-496, hsa-mir-135b e hsa-mir-517a. Enquanto na avaliagdo de hsa-mir-135b
ocorreu confirmagdo do padriao de expressao aumentada nos dois ensaios, o hsa-mir-
517a também teve seu padrio confirmado mas para expressdo diminuida.
Interessante ¢ que, para esses dois miRNAs, verificou-se genes-alvo ligados a
tumores de mama (IGF1, PTPRT, IRS2 e BACH1) que de fato acomete um dos
parentes de primeiro grau do probando. Ja para os miRNAs confirmados em todos os
pares, observou-se a presenca de genes alvo (CDH1, EGFR e TIMP2) que estdo
relacionados a carcinogénese de tumores de estobmago, que ocorreu como fendtipo de
dois familiares dessa familia.

Outro ponto que deve ser destacado diz respeito a familia 7.1 que apesar de
ndo ter tido destaque na confirmacdo do achados do TLDA, apresentou um grande
nimero de miRNAs diferencialmente expressos. Nessa familia foi verificado cinco

parentes acometidos, de trés geragdes consecutivas, sendo o probando portador de
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neoplasia de laringe, uma irma com tumor de bexiga, uma tia materna com dois
tumores (colon e utero) e a avd materna portadora de tumor de esofago. Na analise
inicial, verificou-se que nessa familia havia 14 miRNAs com expressdo aumentada
tanto no probando quanto no familiar acometido por cancer em relagdo ao pool de
referéncia normal, sendo assim, a familia que apresentou o maior numero de
miRNAs com expressdo aumentada no escore A do TLDA. Fato interessante ¢ que 4
miRNAs dos 6 selecionados para a confirmacdo em ensaios individuais estavam
entre esses 14. Deve-se destacar que nem o probando e nem o parente apresentavam
sinais de doen¢a em atividade quando foi realizada a coleta de sangue. Além disso,
at¢ o ultimo follow up ndo havia sinais de recidiva da doenga. No entanto, no
experimento de confirmagdo, ndo foi observado o mesmo perfil do TLDA, mesmo
quando reduzido o limiar de expressdao. Nessa ocasido, observou-se nessa familia
(7.1) apenas a confirmacao de hsa-miR-597.

Hé um namero limitado de estudos familiares que incluem casos de cancer de
cabeca e pescoco. Este estudo apresenta critérios que podem ajudar na caracterizagao
de uma sindrome de cancer familial de cabeca e pescoco e que devem ser
aprimorados e validados em estudos posteriores. Além disso, os achados do presente
estudo podem contribuir para estimular a valorizagdo de dados em doentes com
histéria familiar e que possuem tumores de cabega e pescoco. A cultura que foi
estabelecida para tumores de mama e colon deve ser ampliada para outras neoplasias.
Os critérios precisam ser aprimorados e projetos de validagdo devem ser realizados
para que suportem o presente estudo. A fase subsequente de validagdo consiste em
utilizarmos amostras controles individualizadas ¢ um grupo maior independente de

pacientes com historico de cancer de cabega e pescoco e parentes afetados. Esta fase
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da validacao estda em andamento ¢ nao foi finalizada até o momento. Os critérios de
inclusdo das familias adotados precisam ser validados por outros estudos e
aprimorados. Entretanto, os resultados apresentados mostraram um grande potencial
para novas descobertas que futuramente podem implicar em estratégias de
aconselhamento genético para as familias acometidas, em terapias adequadas e de

maior impacto na sobrevida desses pacientes.
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CONCLUSOES

O perfil clinico e epidemioldgico dos pacientes com historia de cancer
familial incluidos no estudo revelou que o grupo de probandos apresentava
predominantemente tumores de cavidade oral e de laringe (72% da amostra);
os irmaos foram os parentes mais afetados possivelmente de maior risco de
desenvolvimento da doenca, o que permite inferir que a historia familiar ¢ um
fator importante, uma vez que eles compartilham muitas informagdes
genéticas;

Foi verificado que 14% dos pacientes nao utilizava tabaco ou alcool, o que
nao diferencia estes tumores dos casos esporadicos, € permite concluir que
apesar de importante, a historia familiar se torna um fator de risco mais
proeminente quando esses individuos sdo expostos aos fatores de risco
tradicionais;

A anélise do perfil de expressao de miRNAs em um subgrupo de probandos
selecionados revelou 283 miRNAs diferencialmente expressos, destes 65
miRNAs foram identificados como significativos na ordem de 10 vezes e
presentes em pelo menos um dos casos pareados (probando e familiar);
Foram selecionados seis miRNAs para a confirma¢do dos achados baseados
em escores: hsa-miR-582-3p, hsa-miR-597, hsa-miR-135b, hsa-miR-496,
hsa-miR-431 e hsa-miR-517a. A expressdo destes miRNAs estava alterada
nos probandos e familiares, reforcando a hipotese de que existam miRNAs

que podem estar relacionados a historia familiar de cancer;
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A validagdo técnica confirmou a alteracdo na expressao do hsa-miR-597 e
hsa-miR-496 nas seis familias analisadas. O hsa-miR-135b e hsa-miR-517a
apresentaram resultados significativos em um menor numero de casos do que
o esperado.

Em uma das familias que apresentava historia de cinco parentes de primeiro
grau afetados por cancer foi confirmada alteracdo na expressao de quatro
miRNAs, o que sugere que, em conjunto, possam estar associados a
predisposicao ao cancer nessa familia;

Dentre os potenciais alvos de hsa-miR-597 estao EGFR, TNF, TMP2, HRAS e
FGFRA4, sabidamente relacionados com neoplasias de cabeca e pescogo e
inumeras outras neoplasias o que refor¢a a hipdtese aventada nesse estudo.
Dentre os potenciais alvos de hsa-miR-496 estio RAG1, RS2, TGFBR1,
CALCRL, NCOA3 e CDK7, envolvidos na carcinogénese de tumores
relacionados como bexiga e mama frequentemente encontrados em familiares
de nossos probandos.

Os achados coincidentes de alteragdes na expressdo de miRNAs no probando
e familiares portadores de neoplasias sugerem uma associa¢ao positiva entre

esses miRNASs e o aumento de risco de cancer familiar.
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Anexo 1 — Quadros suplementares

Suplementar 1 - Valores de expressao relativa (log, da relacdo amostra alvo/referéncia) dos sessenta e cinco miRNAs com escore igual ou
superior a |1| para os seis pares de pacientes (paciente e familiar com cancer — casos 23,10,55,7,120 e 52) (escore A) e para 0s casos nao-
pareados (escore B — casos 103, 39, 65, 90, 109 e 112).

miRNA 23.1 23.2 10.1 10.2 55.1 55.2 7.1 7.2 120.1 120.2 52.1 52.2 103.1 39.1 65.1 90.1 109.1 112.1
hsa-miR-582-3p 7.6 4.8 8.0 4.9 55 4.3 6.0 8.7 7.5 8.0 6.2 5.2 4.2 7.2 3.9 10.0 5.2 9.3
hsa-miR-597 8.3 2.0 9.1 4.3 6.9 7.0 10.6 7.2 8.5 9.5 6.5 9.6 5.0 9.2 6.5 13.2 6.7 9.2
hsa-miR-208 -4.0 -5.3 -4.3 -6.2 -4.9 -5.6 -3.0 0.1 -5.3 -4.1 -5.7 -4.2 -4.8 -5.0 -4.6 -2.3 -6.2 -3.6
hsa-miR-32 -10.1 -7.9 -1.0 -5.9 -4.7 -11.7 -9.0 -5.6 -11.3 -3.4 -11.8 -6.9 -3.1 -4.7 -10.7 32 -5.9 -1.0
hsa-miR-520g -4.4 -5.6 -4.6 -6.6 -5.2 -6.0 -3.3 -4.6 -5.6 -4.4 -6.0 -4.6 -5.1 -5.4 -4.9 -2.7 -6.6 -4.0
hsa-miR-135b -0.3 3.5 9.6 5.6 8.3 7.4 51 8.4 5.2 7.8 5.0 3.3 7.3 8.4 -0.8 8.9 5.9 8.6
hsa-miR-496 3.6 -1.5 6.6 5.8 5.7 0.7 9.5 3.7 7.3 6.3 8.1 4.9 -1.0 8.1 -0.8 1.5 6.6 5.6
hsa-miR-200a -9.1 -10.3 -9.3 -11.3 -9.9 -10.7 -8.0 -5.2 -10.3 -2.2 -10.7 -2.0 -9.8 -10.0 -9.6 1.3 -11.2 -2.2
hsa-miR-431 -11.2 -12.4 -11.5 -6.3 -12.1 -12.8 -2.9 -0.8 -0.4 -0.2 -6.7 -5.6 -2.1 -4.3 -8.5 -9.5 -6.3 0.8
hsa-miR-506 -5.3 -6.5 -2.8 -7.5 -0.5 -3.6 -4.2 -5.5 -6.5 -5.3 -6.9 -5.4 -6.0 0.0 -5.8 -3.5 -3.9 -4.9
hsa-miR-517a -4.3 -8.2 -9.9 -5.3 -5.7 -7.9 -1.9 -9.9 -4.8 -0.4 -3.6 -4.1 -4.2 -7.2 -10.2 -7.9 -9.6 -5.7
hsa-miR-10b 4.2 4.1 3.9 8.1 2.0 9.5 4.8 9.2 55 -0.3 7.2 -0.4 8.4 8.8 -0.8 1.5 6.3 55
hsa-miR-486-3p 6.7 0.5 5.4 4.4 3.3 5.0 5.4 4.3 4.3 2.0 5.9 4.3 3.0 6.2 5.7 -4.3 3.7 5.7
hsa-miR-576-5p 3.0 -2.2 2.7 2.8 4.5 3.1 5.1 4.5 5.2 4.2 3.4 4.0 -1.2 4.4 -0.9 -0.1 1.9 43
hsa-miR-29b -3.5 -5.0 -4.0 -12.7 -5.0 -6.1 -1.3 3.7 -5.0 0.3 -7.2 1.5 -4.9 -11.5 -2.6 3.8 -8.6 1.1
hsa-miR-367 -5.3 -6.5 -5.6 -0.2 -1.0 -6.9 -4.2 -5.5 -6.5 1.0 -6.9 -5.5 -6.1 -6.3 -1.1 -3.6 -2.3 -4.9
hsa-miR-379 -4.8 -6.0 -3.6 -6.7 -3.2 -13.2 -1.6 -1.9 -2.0 -0.4 -4.9 -4.6 -2.8 -4.9 -7.0 -3.1 -2.5 1.0
hsa-miR-508-3p -5.4 -9.5 -5.1 -4.6 -0.1 -2.0 7.2 -3.8 -4.2 -0.2 -2.9 -0.6 -1.4 -1.4 -8.8 0.0 -2.8 -0.9
hsa-miR-512-3p -4.8 -3.1 -5.0 -7.0 -5.6 -6.4 2.0 -5.0 -6.0 3.0 -6.4 -4.9 -5.5 -5.7 -5.3 -3.0 -6.9 0.0
hsa-miR-518a-3p -3.8 -5.0 -4.0 -6.0 -4.6 -5.4 -0.5 2.3 -1.6 -3.8 -1.1 1.1 0.1 -4.8 -4.3 -2.1 -6.0 -0.1
hsa-miR-526b -3.6 -4.9 0.1 -5.8 -4.5 -5.2 4.7 -3.9 -4.8 2.7 -5.3 -3.8 -4.4 -4.6 -4.2 -1.9 -5.8 -3.2
hsa-miR-542-5p -3.9 -3.1 -4.1 -7.9 -3.5 -5.4 -9.3 -5.2 -4.1 -1.5 -3.9 -1.1 -2.5 -11.4 -5.9 0.3 -9.3 -5.4
hsa-miR-373 4.1 4.8 -0.5 4.5 6.2 22 6.8 4.0 1.0 7.9 7.4 1.9 -1.0 3.1 -0.8 1.5 3.4 6.9
hsa-miR-483-5p 4.1 2.0 -0.2 1.0 3.7 1.1 4.0 35 4.3 3.8 -0.2 1.9 0.5 0.5 1.6 -1.8 0.8 4.2
hsa-miR-1 -1.8 -2.9 -7.8 -9.7 -1.4 -9.1 -6.4 -4.5 -2.6 -2.2 -9.1 -1.5 -8.3 -0.8 -8.1 2.6 -6.1 1.7
hsa-miR-134 -3.7 -3.7 -4.0 -3.0 -4.0 -5.0 -0.8 -1.0 -0.4 -0.1 -1.4 1.0 -1.5 -4.1 -2.1 -8.2 -23 -0.2




Cont/ Suplementar 1

miRNA 23.1 23.2 10.1 10.2 55.1 55.2 7.1 7.2 120.1 120.2 52.1 52.2 103.1 39.1 65.1 90.1 109.1 112.1
hsa-miR-141 -8.2 -3.7 0.0 -4.4 -4.9 -5.6 -4.2 -1.0 -3.1 -1.9 -5.1 -0.2 -4.9 -3.5 -3.8 3.6 -3.6 1.3
hsa-miR-299-5p -6.1 -10.2 -5.3 -1.3 -4.1 -4.3 -3.2 -9.2 -0.4 -3.1 -1.5 -9.1 -1.9 -0.8 -9.5 -7.2 -1.7 -8.5
hsa-miR-370 -5.5 -5.9 -3.1 -3.1 -7.2 -7.1 -1.2 0.1 -1.0 -1.8 -3.7 -3.0 -1.8 -4.7 -2.8 -6.2 -3.3 0.2
hsa-miR-372 -6.2 -1.4 -6.4 -8.4 -0.6 -7.8 -0.6 -0.4 -1.4 -1.6 -3.2 -0.8 -6.9 -7.1 -6.7 -4.4 -8.3 -5.8
hsa-miR-382 -4.3 -6.9 -8.1 -2.2 -7.6 -7.3 -2.3 -2.5 0.6 0.2 -0.2 1.5 -2.4 -5.1 -4.7 -12.0 -1.7 1.5
hsa-miR-509-5p 0.3 -0.1 -5.4 -5.3 -1.8 -4.9 2.1 -9.4 -1.5 2.9 -5.3 -9.3 -5.3 -6.0 -9.7 -1.4 -4.7 -1.2
hsa-miR-654-5p -4.1 -5.0 -2.4 -0.9 -9.6 -6.1 -1.0 3.4 0.8 -2.4 0.5 -1.5 1.4 -0.9 -0.5 -7.0 0.1 0.8
hsa-miR-96 -5.9 -11.1 -5.1 -9.9 -3.0 -4.8 -0.9 -4.1 -3.4 1.1 -9.0 -1.1 -10.6 -5.1 -6.7 -8.2 -7.1 2.8
hsa-miR-124 -1.2 1.7 -2.1 -2.0 -3.1 -2.2 3.8 8.7 0.8 0.8 -7.3 3.7 2.1 2.3 -3.3 3.4 -7.8 0.1
hsa-miR-214 -8.5 -0.6 2.8 -1.8 -0.3 1.2 3.6 3.5 1.1 -1.4 1.7 2.7 0.9 0.6 -3.5 -4.1 0.7 -4.4
hsa-miR-383 4.7 -1.5 -0.5 4.4 2.3 5.0 8.0 1.9 45 6.9 52 -0.4 2.4 4.7 5.6 1.5 0.2 6.5
hsa-miR-409-5p -0.2 -5.7 1.7 1.3 0.6 -2.8 4.8 3.9 4.4 0.1 3.9 3.1 2.7 3.4 -5.0 -2.7 2.6 5.0
hsa-miR-518b -0.3 0.8 12.5 -2.4 -1.1 -1.9 5.2 8.8 1.7 6.0 -1.9 1.8 25 -1.2 -0.8 1.5 -2.4 0.1
hsa-miR-548d-5p 2.6 0.4 -0.1 -1.7 0.8 -0.3 3.9 4.3 1.6 4.3 -3.0 1.4 -1.1 -1.1 -2.4 45 -1.2 5.0
hsa-miR-651 -0.3 -1.5 5.6 1.4 -1.1 -1.9 6.4 -0.5 3.8 -0.3 5.0 4.0 5.6 5.9 -0.8 1.5 2.3 7.9
hsa-let-7b -2.0 -5.9 -4.1 -4.6 -2.6 -4.3 -2.9 -4.6 -1.7 -0.9 -4.1 0.3 -5.2 -4.7 -2.8 -2.8 -5.0 0.1
hsa-miR-122 -1.6 -5.8 -0.4 -2.5 -4.5 -3.5 -2.0 -2.9 0.2 -1.0 -2.9 -3.0 -1.5 -0.6 -3.8 -9.7 -6.7 0.8
hsa-miR-154 -3.3 -7.1 -1.5 -2.7 -3.4 -4.2 2.6 0.0 1.7 -2.3 1.5 -1.1 0.4 0.9 -6.4 -4.1 0.6 0.1
hsa-miR-187 -5.8 -5.6 -0.8 -0.7 -1.1 -5.1 0.8 -8.5 -0.1 1.5 -3.7 -1.1 -5.7 -4.0 -5.7 -3.3 -2.7 0.1
hsa-miR-196b -1.3 -2.9 -3.6 -4.1 0.2 -3.4 -2.2 -3.4 -1.6 1.7 -4.5 -0.4 -1.5 -6.4 -3.8 -1.9 -2.5 1.3
hsa-miR-205 -7.3 -8.6 -2.2 -1.6 2.7 -1.9 -0.1 0.0 1.3 -7.3 -3.0 -2.4 -0.3 -8.3 -2.8 -5.6 -0.3 -6.9
hsa-miR-301a -3.4 -6.3 -0.1 -4.9 -2.5 -4.3 -1.9 -2.2 -3.7 -1.7 -3.9 -2.1 -4.1 -2.4 -7.1 0.1 -3.8 0.3
hsa-miR-31 -4.0 -5.0 -0.5 -3.5 -0.9 -2.5 -1.8 0.6 -2.1 1.5 -3.0 0.1 -1.7 -2.9 -3.7 1.7 -1.8 0.4
hsa-miR-330-5p -3.8 -5.0 2.0 -1.1 0.6 1.4 -2.7 7.3 1.8 -3.8 33 -0.3 2.9 0.5 -4.3 -2.0 0.7 0.0
hsa-miR-337-5p -1.2 -4.4 -4.0 -5.5 -2.6 -9.8 1.3 -1.3 -0.7 1.3 -4.2 0.0 -6.4 -2.4 -8.8 -0.4 -5.8 1.5
hsa-miR-369-5p -4.2 -5.6 -1.4 -2.1 -10.0 -2.8 0.8 0.5 -0.3 -2.7 -0.8 -3.1 -0.8 0.8 -9.7 -1.4 -0.7 -0.3
hsa-miR-411 -3.3 -5.0 -1.2 -6.2 -2.9 -5.9 -1.7 -1.1 -2.4 -0.9 -5.7 -4.5 -23 -0.9 -4.0 1.1 -2.8 2.5
hsa-miR-450b-5p -8.0 -9.2 2.8 -1.8 1.6 -0.8 0.7 0.1 -6.6 -1.6 -1.4 -3.1 -1.9 1.7 -8.5 6.0 -0.9 1.5
hsa-miR-452 -4.7 -3.2 -1.3 -4.1 -2.9 -3.4 -3.9 0.1 -0.2 1.0 -1.4 -3.7 -2.6 -1.9 -9.4 -7.1 -4.3 1.3
hsa-miR-453 -2.7 -3.9 -2.9 -4.9 -3.5 -4.3 -1.6 -2.9 -3.9 -2.7 1.8 -2.9 -3.4 -3.6 -1.1 -0.9 -4.8 -2.3
hsa-miR-487a -2.7 -8.9 -8.0 -1.2 -4.2 -9.3 1.2 -0.2 -1.5 -1.7 1.0 0.8 -2.9 -1.5 -2.4 -6.0 -0.7 -1.0
hsa-miR-487b -3.6 -4.2 -1.9 -2.2 -2.9 -5.2 0.3 -2.3 0.2 -0.8 -1.6 -2.3 -2.2 -2.2 -3.2 -3.3 -2.0 0.2
hsa-miR-504 -3.9 -8.8 -1.4 1.2 3.3 -0.2 3.3 -2.7 0.8 -7.6 -1.1 0.8 1.3 0.3 -2.5 3.3 2.0 1.4
hsa-miR-517c -1.9 -3.9 -9.6 -5.4 -1.7 -3.9 -0.4 -5.1 -3.6 1.0 -2.4 -3.2 -4.4 -5.6 -9.9 -7.6 -8.7 -1.9




Cont/ Suplementar 1

miRNA 23.1 23.2 10.1 10.2 55.1 55.2 7.1 7.2 120.1 120.2 52.1 52.2 103.1 39.1 65.1 90.1 109.1 112.1
hsa-miR-522 -5.5 -6.8 -1.1 -7.7 -0.6 -1.3 -1.3 0.1 -4.6 0.2 -2.9 -1.3 -1.4 -6.5 -3.7 -3.8 -2.1 -5.1
hsa-miR-539 -2.4 -4.0 -1.9 -2.6 -3.4 -5.6 -0.5 -3.5 -0.7 0.0 -1.7 -1.3 -1.9 -2.8 -3.2 -4.2 -1.5 0.5
hsa-miR-672 2.7 -1.4 -0.1 0.3 -3.4 -4.1 3.6 -2.8 -3.7 -2.5 -4.2 3.1 24 -3.5 -3.1 -0.8 -4.7 -2.1

hsa-miR-876-3p -4.5 -5.7 0.0 -6.7 -0.9 -3.1 -3.4 -1.3 -5.7 0.1 -6.1 -1.7 -5.2 -5.5 -5.0 2.6 -1.7 -4.1
hsa-miR-889 -3.3 -10.6 -0.7 -4.3 -2.1 -10.9 1.7 -1.4 -1.0 -1.2 -4.5 -4.5 -2.9 0.9 -9.9 -7.6 -1.4 1.8

Legenda: Verde = expressdo inferior a 10 vezes a amostra referéncia (valor log,<-3,32); Vermelho = expressdo superior a 10 vezes a amostra referéncia (valor log,>3,32).

Suplementar 2 - Valores de expressao relativa (log, da relagdo amostra alvo/referéncia) dos seis miRNAs selecionados para a confirmagao
para cinco pares de pacientes previamente avaliados (paciente e familiar com cancer) (escore A).

mMiRNA 10.1 10.2 55.1 55.2 7.1 7.2 120.1 120.2 52.1 52.2
hsa-miR-597 3.5 3.6 4.1 4.1 3.9 3.5 3.8 35 3.9 4.7
hsa-miR-496 3.1 3.2 2.8 25 2.1 2.6 4.8 3.0 4.6 3.2
hsa-miR-517a -3.1 -2.6 0.1 -2.7 -0.1 -4.5 -2.2 1.3 1.1 -2.5

hsa-miR-582-3p 1.3 -2.8 1.7 -1.3 1.5 0.4 2.1 1.3 0.1 1.2
hsa-miR-135b 4.3 3.2 3.5 1.8 3.4 -0.3 0.3 1.7 3.2 -1.8
hsa-miR-431 -1.0 -0.8 -2.0 -1.7 2.6 -0.2 1.8 2.9 -3.8 -0.4

Legenda: Verde = expressdo inferior a cinco vezes a amostra referéncia (valor log,<-2,32); Vermelho = expressdo superior a cinco vezes a amostra referéncia (valor
log,>2,32).




Anexo 2 - Ilustracao da via de EGFR demosntrando sua importante relacdo com

outras vias importantes como via RAS, AKT, PTEN e mTOR.
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Anexo 3 - Ilustracdo da via de TNF.
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Fonte: Adaptado Biocarta (2013)
Legenda: TNF regula vias importantes ligadas ao fendbmeno de apoptose.



Anexo 4 - Ilustragdo da via de RAS.
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Legenda: RAS ativa muitas cascatas de sinaliza¢do. Aqui, ilustramos algumas das cascatas e os
diferentes sinais que surgem a partir dela. Muitos destes sinais s@o interpretados de formas
diferentes, dependendo do tipo de célula ou microambiente receptor do estimulo.



Anexo 5 - Termo de Consentimento Pds-informado

Hospital
A.C.Camargo

R. Professor Antonio Prudente, 211 — telefone: 2189-5000
TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

(Obrigatério para Pesquisa Clinica em Seres Humanos — Resolugdo n. 196/96 e
resolugdo CNS 251/97 do Ministério da Saude)

INFORMAGOES A(O) PACIENTE

O(A) senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar de um estudo sobre os
MicroRNAs em carcinomas epidermdides de cabeca e pescogo. Este documento fornece
informagdes sobre o estudo para o qual esta sendo convidado a participar.

Para obter um maior conhecimento clinico e cientifico do céancer, médicos e
pesquisadores desta instituicdo desenvolvem pesquisa clinica cientifica. Através da pesquisa
¢ possivel conhecer melhor os mecanismos das doengas e oferecer novas possibilidades de
diagnostico e tratamento. Grande parte destes trabalhos requer a utilizagdo de fragmentos de
tecidos ou de sangue. A utilizacdo deste material biolégico ndo influencia em nada o seu
diagnostico ou tratamento. Caso vocé€ concorde em participar desta atividade de pesquisa,
sera solicitada a coleta de 20 mL de seu sangue. Esta coleta é feita de forma semelhante a
exames de sangue de rotina.

|. DADOS DE IDENTIFICAGAO DO PACIENTE OU DO RESPONSAVEL LEGAL

NOME DO PACIENTE:

Sexo: () masculino ( ) feminino Data de nascimento:  /  /
Documento de identidade n°:

Endereco:
Numero: Complemento
Cidade: Estado:
CEP: Tel:

RESPONSAVEL:

Sexo: () masculino () feminino Data de nascimento:  / /
Documento de identidade n°:

Endereco:
Numero: Complemento
Cidade: Estado:
CEP: Tel:




1. DADOS SOBRE O ESTUDO
e TITULO DO ESTUDO:

“ MicroRNAs em carcinomas epidermdides de cabeca e pescogo”
e PESQUISADORES RESPONSAVEIS

Dr. Thiago Celestino Chulam Dra. Silvia Regina Rogatto
Dr. Luiz Paulo Kowalski

I11. ESCLARECIMENTOS
1. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DO ESTUDO

O cancer de cabega e pescogo é hoje uma importante causa de morte com aumento progressivo de sua
incidéncia, principalmente em paises em desenvolvimento. No mundo, representa a sexta neoplasia
mais comum sendo responsavel por aproximadamente 650000 novos casos e 350000 mortes a cada
ano.

Apesar da maioria dos casos deste tumor ocorrer de maneira esporadica e geralmente relacionada a
exposi¢ao cronica a alcool e ao tabaco, a historia familiar tém merecido especial interesse nas Gltimas
duas décadas. Avancos importantes no conhecimento e entendimento dos casos familiais e
hereditarios vém ocorrendo de forma progressiva.

Dessa forma surge especial interesse na compreensio de possiveis mecanismos envolvidos no
acometimento hereditario por esse tipo de tumor ¢ um desses mecanismos pode estar vinculado a
expressdo de determinadas moléculas que podem ser encontradas e dosadas no sangue. O objetivo
desse estudo ¢ investigar a expressdo e o papel dessas moléculas, também chamadas de microRNAs,
em tumores de cabega e pescogo.

2. 0 QUE E NECESSARIO PARA PARTICIPAR DO ESTUDO?

Serdo coletados 20 mL de sangue do paciente para estudo de pequenas seqiiéncias chamadas de
microRNAs.

3. EXISTE ALGUM RISCO ESPERADO?

Os desconfortos envolvidos na coleta de sangue sdo minimos e incluem dor local, sangramento,
hematoma e infec¢@o, entretanto, raramente sdo apresentados..

4. QUAIS OS BENEFICIOS PREVISTOS?

Uma vez identificado a expressao dessas seqiiéncias e caso identificada diferenga nesse perfil quando
compararmos casos esporadicos e familiares, poderemos nos utilizar dessa descoberta para as mais
variadas formas de atuagdo, desde o estudo de drogas que possam atuar nas vias sinalizadoras dessas
moléculas até a identificacdo de possiveis fatores prognésticos, além da possibilidade de
aconselhamento genético caso identifiquemos uma relagdo positiva entre a expressdo dessas
moléculas e a existéncia de historia familiar positiva para o cancer de cabega e pescogo.

5. FUI ESCLARECIDO SOBRE A GARANTIA DE RECEBER RESPOSTA A QUALQUER
PERGUNTA OU ESCLARECIMENTO, A CERCA DOS PROCEDIMENTOS, RISCOS,
BENEFICIOS E OUTROS ASSUNTOS RELACIONADOS COM A PESQUISA?

( )SIM ( )NAO

6. FUI ESCLARECIDO SOBRE A LIBERDADE DE RETIRAR MEU CONSENTIMENTO A
QUALQUER MOMENTO SEM QUE ISSO TRAGA PREJU{ZO QUANTO A CONTINUIDADE
DO MEU TRATAMENTO?

( )SIM ( )NAO



7. FUI ESCLARECIDO DE QUE NAO HAVERA REMUNERACAO FINANCEIRA ALEM DO
PREVISTOPARA AS DESPESAS DO ESTUDO?

( )SIM ( )NAO

8. FUI ESCLARECIDO DE QUE NAO HAVERA INDENIZACAO ALEM DAS PREVISTAS POR
LEI, EM REPARACAO A DANOS IMEDIATOS OU TARDIOS, CAUSADOS PELA PESQUISA
EM QUESTAO?

( )SIM ( )NAO

9. FUI ESCLARECIDO SOBRE A SEGURANCA DE QUE MINHA IDENTIDADE SERA
PRESERVADA, MANTENDO-SE TODAS AS INFORMACOES EM CARATER
CONFIDENCIAL?

( )SIM ( )NAO

10. FUI ESCLARECIDO SOBRE A INEXISTENCIA DE BENEFICIOS DIRETOS
DECORRENTES DA PESQUISA?

( )SIM ( )NAO

IV. INFORMACOES SOBRE O PESQUISADOR:
Pesquisador responsavel pelo acompanhamento da pesquisa: Thiago Celestino Chulam

Qualquer davida referente a pesquisa ou a qualquer um de seus procedimentos, entrar em contato com
o pesquisador responsavel: 2189-5000 ( ramal 5125)

“Se o pesquisador principal ndo fornecer as informagdes/ esclarecimentos suficientes, por favor, entre
em contato com o Coordenador do Comité de Etica do Hospital A.C. Camargo — SP, pelo Telefone
2189-50207;

V. OBSERVACOES COMPLEMENTARES: O(a) senhor(a) recebera uma copia deste documento e o
original sera arquivado em seu prontuario.

VI - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO
Declaro que, apos convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado,
consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Sao Paulo, de de

assinatura do sujeito da pesquisa assinatura do pesquisador
ou responsavel legal (carimbo ou nome legivel)



Anexo 6 - Aprovagio Comité de Etica em Pesquisa - CEP




